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& RESUMEN

A. Resumen

La leishmaniosis es una enfermedad parasitaria considerada por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) como una enfermedad tropical desatendida. Se sabe

que existen 9 millones de personas en riesgo por leishmaniasis en nuestro pais.

En el presente trabajo se describen los resultados obtenidos de una busqueda por
similitud estructural realizada en la base de datos de ChEMBL, asi como los
resultados de los estudios de acoplamiento molecular, dinamica molecular vy
disefio de farmacos asistido por computado que acompafaron esta busqueda. La
busqueda se realizé a partir de 25 derivados bencimidazoélicos, los cuales fueron
disefiados, sintetizados y evaluados como antiparasitarios en nuestro grupo de
investigacion. Si bien estos compuestos han mostrado actividad biologica, aun no

se conoce el blanco molecular sobre el que actuan.

A partir de la busqueda de moléculas con actividad bioldégica reportada y
estructuralmente semejantes a los compuestos de este estudio, se identificaron los
blancos sobre los que actuan. A partir de estos blancos, se realiz6é un filtrado para
finalmente identificar cinco potenciales dianas moleculares presentes en
Leishmania mexicana para su posterior evaluacion en los estudios de
acoplamiento molecular consenso utilizando dos programas, MOE y Autodock
4.2.6. De estos blancos, se modeld por homologia la estructura de Ila
dihidroorototato deshidrogenasa (DHODH) en L. mexicana, la cual no se
encuentra reportada en la base de datos RCSB PDB; la calidad del modelo se
validd por medio de diferentes parametros (diagramas de Ramachandran,
MolProbity, etc.).

Con los estudios de acoplamiento molecular entre los 25 derivados
bencimidazoélicos de partida y los blancos moleculares identificados en L.
mexicana, asi como sus ortélogos en el humano, se determin6é que la DHODHLm
es el blanco mas prometedor. Se pudo llegar a esta conclusién debido a que el
promedio de los valores de energia de union y del coeficiente de selectividad de
los compuestos de partida para esta enzima es el mas bajo y alto,

respectivamente, en ambos programas de acoplamiento utilizados. A partir de

\"



2 RESUMEN
estos resultados, se utilizé una estrategia de evaluacion de consenso en donde se
identificaron los derivados mas prometedores para esta enzima. De manera
paralela, los resultados de dinamica molecular en conjunto con el acoplamiento
molecular indican que los derivados bencimidazdlicos interaccionan con residuos
importantes para la actividad de la DHODH y se mantienen en el sitio de unién de

interés por el tiempo de la dindmica (25 ns).

Adicionalmente, por medio de un modelo de farmacoéforo, se determiné que la
presencia del nucleo de bencimidazol clorado y la sulfonamida son caracteristicas
estructurales clave para la interaccion con la enzima. Esto permitié disefar tres
compuestos que presentan mejor o igual energia de union que los compuestos
evaluados, poseen las caracteristicas farmacoféricas deseadas y cumplen con la

regla de los cinco de Lipinski.
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B. Abreviaturas y simbolos

Abreviatura Significado Abreviatura Significado
% Porcentaje GAPDHLm Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa
1,6-FBP Fructosa-1,6-bisfosfato Gin Glutamina
1,6-FBPAHs Fructosa-1,6-bisfosfato Glu Acido glutamico
aldolasa en H. sapiens
1,6-FBPALmM Fructosa 1,6-bisfosfato Gly Glicina
aldolasa en L. mexicana
10 MCS Coeficiente de selectividad H. sapiens Homo sapiens
dentro de los mejores 10
2,6-FBP Fructosa-2,6-bisfosfato HBA Aceptor de puente de hidrégeno
1,6-MBP Manitol-1,6-bisfosfato HBD Donador de puente de hidrégeno
ABC Transportadores His Histidina
dependientes de ATP
Acc Aceptor de puente de HMG-CoA  3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima
hidrogeno A
ACPYE Ante Chamber Python Parser HTS Secuenciacion de alto
Interface rendimiento
ADN Acido desoxirribonucleico Hyd Hidrofébico
Ala Alanina L.V. Intravenoso
Arg Arginina lle Isoleucina
Aro Aromatico L. major Leishmania major
Asn Asparagina L. Leishmania mexicana
mexicana
Asp Acido aspartico LABCG2 Transportador dependiente de
ATP superfamilia G miembro 2
de Leismania
ATD4 Autodock 4.2.6 Leu Leucina
ATP Adenosin trifosfato LIT1 Transportador de hierro 1
CL Leishmaniasis cutanea LmABCB3 Transportador dependiente de
ATP superfamilia B miembro 3
de L. mexicana
CYP51 Esterol 14-demetilasa Lys Lisina
Cys Cisteina MAPK Proteina cinasas activada por
mitégeno
Dho Acido 4,5- MD Dindmica molecular
dihidroorotico/dihidroorotato
DHODH Dihidroorotato Met Metionina
deshidrogenasa
DIFAC Disefio de farmacos asistido MLR Mejor que el ligando de
por computadora referencia
ETD Enfermedad Tropical MOE Molecular Operating
Desatendida Environment
GAPDHHs Gliceraldehido-3-fosfato MSE Mejor que el sustrato endégeno
deshidrogenasa en H. sapiens
NA No aplica Tyr Tirosina
NaCl Cloruro de sodio UBCE2HS Complejo de ubiquitina E2 en H.
sapiens

Vil
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NAD* Nicotinamida adenina UBCE2Lm  Complejo de ubiquitina E2 en L.
dinucleoétido mexicana
Naft Naftilo Val Valina
NAR Numero de anillos aromaticos
nm Nandmetro
NMD N-metil-N-nitrosobutan-1-
amina
NPT Ensamble isobarico-
isotérmico
ns Nanosegundo
NVT Ensamble canédnico
OMS Organizacion Mundial de la
Salud
PDB Protein Data Bank
Phe Fenilalanina
PM Peso molecular
Pro Prolina
PYKHs Piruvato cinasa de H. sapiens
PYKLm Piruvato cinasa de L.
mexicana
QSAR Estudios de relacion
estructura-actividad
cuantitativos
Redox Reacciones de oxidacion y
reduccion
RMN Resonancia magnética
nuclear
RMSD Desviacion cuadratica media
de las posiciones atomicas
RMSF Fluctuacién cuadratica media
de las posiciones atomicas
S50% Mitad superior del ranking
Ser Serina
SnAr Sustitucién nucleofilica
aromatica
SQMm Mecanica cuantica
semiempirica
TA Temperatura ambiente
Thr Treonina
TIP3P Potencial intermolecular
transferible con tres puntos
TND N-6-(1,2,3,4-tetrahidronaftil)-
2'-deoxi-2'-(3,5-
dimetoxibenzamido)adenosina
Trp Triptéfano
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& INTRODUCCION

1.- Introduccion

La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria causada por especies del
protozoo flagelado del género Leishmania, transmitido al humano por la
mordedura de mosquitos infectados con el parasito. Esta parasitosis es considera
por la OMS como una de las siete enfermedades tropicales mas importantes en el
mundo y una enfermedad tropical desatendida, que puede tener un resultado fatal
en caso de no ser tratada adecuadamente. Se sabe que la leishmaniasis afecta
alrededor de 12 millones de personas en el mundo y produce un millon de nuevos

casos y hasta 65 mil defunciones cada afo.

Esta enfermedad es endémica de regiones en Africa, Sur de Europa y Asia, el
Medio Oriente, México, Centroamérica y Sudamérica. Dentro de México, las
principales zonas afectadas por la enfermedad se encuentran en el sureste del
territorio. Su tratamiento se basa principalmente en farmacos téxicos, de dificil
acceso para los paises afectados y para los que en la mayoria de los casos el

parasito muestra resistencia.

En la actualidad, el conocimiento y empleo de métodos computacionales o in silico
dentro de la investigacién en el area de la quimica farmacéutica ha permitido un
gran aceleramiento en el desarrollo y descubrimiento de moléculas con potencial
terapéutico y blancos moleculares prometedores para su potencial uso en el

desarrollo de nuevos farmacos.

Anteriormente, en nuestro grupo de investigacion se han desarrollado diferentes
derivados benicmidazélicos que han demostrado actividad terapéutica en contra
de distintos parasitos en estudios in vitro, incluyendo Trypanosoma cruzi y
Leishmania mexicana. De igual forma, se han realizado estudios apoyados con
herramientas computacionales con la finalidad de entender el mecanismo por el
cual actuan y la manera en que interaccionan con el parasito, tales como estudios
de acoplamiento y dindmica molecular. Sin embargo, aun se desconoce el blanco

molecular sobre el que actuan muchos de ellos.
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Por lo cual, en el presente trabajo se realizo la identificacion de potenciales dianas
bioldégicas en L. mexicana, apoyado de la busqueda por similitud estructural en la
base de datos de ChEMBL a partir de 25 derivados bencimidazdélicos con actividad

antiparasitaria conocida, pero cuyo blanco sobre el actuan no se conoce.

De manera conjunta, se realizaron estudios de acoplamiento molecular, dinamica
molecular y construccion de farmacéforo con la finalidad de determinar el blanco
mas prometedor para los compuestos de partida, y encontrar las interacciones
adecuadas para la union de estos ligandos a dicho blanco y con ello disefiar otros

compuestos basados en este conocimiento.
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2.- Antecedentes

2.1. Leishmaniasis

2.1.1 Generalidades

La leishmaniasis o leishmaniosis es una enfermedad tropical desatendida (ETD)
que afecta a una vasta poblacion en las areas tropicales y subtropicales en el
mundo, y de la cual se conocen tres formas clinicas principales: visceral (la forma
mas grave de la enfermedad); cutanea (la mas comun); y mucocutanea.' Es
causada por especies del protozoo flagelado del género Leishmania, transmitidas
al ser humano por la mordedura de moscas de los arenales (Phlebotomus vy

Lytzomya) hembras infectadas con el parasito.2

2.1.2 Distribucion e incidencia

La leishmaniasis es endémica en 98 paises y afecta a 12 millones de personas en
el mundo."? Se estima que alrededor de 350 millones de personas estan en riesgo
de contraer la enfermedad en 88 paises.>* Con este respecto, en un reporte del
2016 de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), se estim6 que existen 399
millones de personas en 11 paises altamente endémicos en riesgo de desarrollar
leishmaniasis cutanea, y alrededor de 556 millones de individuos en los 12 paises
mas infectados en peligro de contraer leishmaniasis visceral.® Cada afo, se
reportan hasta 1 millbn de nuevos casos, y de 20,000 a 30,000 muertes a causa
de leishmaniasis en las zonas endémicas, por lo que esta enfermedad parasitaria

constituye un importante problema de salud publica.’3°

Esta parasitosis se encuentra asociada con la pobreza, precarias condiciones de
vivienda, pobres medidas sanitarias y de higiene, desplazamientos poblacionales,
asi como con una alimentacion baja en proteinas, vitamina A y algunos minerales.
Por lo cual aquellos paises que sufren de dichos problemas son los que presentan
una mayor prevalencia de la enfermedad.? En 2018, mas del 95 % de los casos
reportados de leishmaniasis visceral (VL, por sus siglas en inglés) ocurrieron en
diez paises: Brasil, China, Etiopia, India, Iraq, Kenia, Nepal, Somalia, Sudan del

Sury Sudan (Figura 1).16
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Figura 1. Distribucion geografica del numero de casos de leishmaniasis visceral de
acuerdo con los reportes de la OMS en 2018.5

Por otro lado, el 85 % de los casos de leishmaniasis cutanea (CL, por sus siglas
en inglés) ocurrieron en Afganistan, Argelia, Bolivia, Brasil, Colombia, Iran, Iraq
Pakistan, Siria y Tunez. Mientras que mas del 90 % de los casos de leishmaniasis

mucocutanea ocurrieron entre Bolivia, Brasil, Etiopia y Peru (Figura 2)."6

¢ a0
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Figura 2. Distribucion geografica del numero de casos de leishmaniasis cutanea de
acuerdo con los reportes de la OMS en 2018.°
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En México, la leishmaniasis generalmente se presenta en areas agricolas donde
se siembra y cosecha cacao, café o arboles chicleros, razén por la cual en esta
region a la leishmaniasis también se le denomina “Ulcera de los chicleros”. Existen
9 millones de personas en riesgo por leishmaniasis en México, las cuales estan
distribuidas en 13 entidades federativas: Veracruz, Tabasco, Campeche, Quintana
Roo, Yucatan, Chiapas, Guerrero, Jalisco, Nayarit, Oaxaca, Sinaloa, Morelos y
Puebla (Figura 3).”

[l Entidades con mayor
prevalencia de leishmaniasis

Figura 3. Zonas endémicas de leishmaniasis en México.”

Debido a que esta enfermedad se localiza en zonas remotas en donde existe poca
asistencia médica y ciertos estigmas socioculturales relacionados con la
presentacion clinica de la enfermedad, no todos los casos de leishmaniasis son

diagnosticados, lo que dificulta saber el impacto real de la enfermedad.??

2.1.3 Etiologia y ciclo de parasito

Los parasitos del género Leishmania son protozoos pertenecientes al orden
Kinetoplastida y a la familia Trypanosomatidae.® Se conocen alrededor de 90
especies patdgenas transmisoras de Leishmania y mas de 20 especies de

Leishmania han demostrado ser patégenas en mamiferos, incluyendo animales
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domésticos y selvaticos.'*® La Tabla 1 muestra algunas de las especies mas

comunes de Leishmania y las regiones donde se encuentran.

Tabla 1. Especies de Leishmania representativas y su localizacion geografica®

L. Donovani India, China, Bangladesh L. aethiopica Etiopia, Kenia

L. archibaldi Sudan Eiopia L. gerbilli China, Mongolia

L. infantum Centro y norte de Asia, L. mexicana México, Belice,
noreste de China, Oriente Guatemala, sur de
Medio, noreste de Africa Estados Unidos

L. chagasi América central y del sur L. amazonensis Baja Amazonas y

Brasil
L. tropica Areas urbanas de Proximo L. venezuelensis Venezuela

Oriente e India

L. killicki Tunez L. braziliensis Brasil

L. major Africa, Oriente Medio, L. peruviana Oeste de los Andes
norte de Asia

L. arabica Arabia Saudita L. panamensis Panama, Costa Rica

Los parasitos de Leishmania son trasmitidos al animal huésped por medio de dos
distintos géneros de moscas de los arenales (Psychodidae) hematéfagas:

Phlebotomus en el viejo mundo y Lytzomya en el nuevo mundo.'38

La mayor parte de las leishmaniosis son zoonosis parasitarias en las que
diferentes especies de animales actuan como reservorios del parasito, aunque
algunas pueden ser del tipo antroponotico.®8° El ciclo de vida de Leishmania esta
caracterizado por dos morfologias distintas: la elongada y flagelada, promastigote,
encontrada en el tracto gastrointestinal del vector hembra (mosca de arenal), y la

inmovil y circular, amastigote, presente en circulacion sanguinea y tejidos del
mamifero hospedero.32

El ciclo (Figura 4) comienza cuando un vector infectado pica y se alimenta de
sangre de un hospedero, donde regurgita al parasito en su forma promastigote
hacia éste. Subsecuentemente, los promastigotes son endocitados por células

dendriticas y macréfagos en la capa dermal de la piel. Una vez dentro de estas

6
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células, se diferencian en amastigotes y se multiplican dentro del fagolisosoma por
fisibn binaria mientras evaden la degradacion por las enzimas lisosomales. Una
vez que el macrofago o célula dendritica se lisa, los amastigotes se diseminan via
el sistema linfatico y circulatorio con la finalidad de infectar a otros macrofagos del
sistema reticuloendotelial. Estos parasitos persisten en los macréfagos en bazo,
médula 6sea, higado y nodos linfaticos, induciendo inflamacion y hematopoyesis
exacerbadas. Asi, los pacientes infectados sirven como reservorios de Leishmania
y pueden infectar a otros vectores o mosquitos cuando estos se alimentan de la
sangre del paciente con macréfagos infectados con el parasito. Después de que
dichos macrofagos son ingeridos por el mosquito, durante 4 a 25 dias los
amastigotes siguen su desarrollo y se transforman a promastigotes en el intestino
medio del insecto, se multiplican y migran al extremo proximal del intestino (faringe,
boca y probédscide), donde permanecen hasta el siguiente ciclo de transmision
vector-hospedador.8.10

Estadios en la mosca de los arenales Estadios en el humano

ﬂ La mosca se alimenta de sangre

\inyecta el estadio 6 Los promastigotes son

fagocitados por

promastigete en la plel) ot
Se dividen en el intesting m% = ._/ macrafagos
y migran a la probdscide ?ﬁ
’ M\/é el

Los amastigotes se transforman en el
estadio promastigote en el intestine medio

Leos promastigotes se transforman
en amasligotes dentro de Iosﬂ
macrifagos

ﬁif:ia " Los amastigotes se multiplican en las
celulas (incluyendo a los macrafagos)

= i—a
ﬁﬁ k —— .= H de vanas IejidD'sA
Ingestian de P g
z 'll' [ /7
eLa mosca se alimenta de sangre ( D [~
{ingiere macrofagos infectados S

£On amastigoles)
M\ = Estadio infectante ,’ i

A= Estadio diagndstico GENTESEOURA- BALUDARLE =
hitp:ifearw.dpd.cdc.govidpdx

células parasitadas

Figura 4. Representacion grafica del ciclo de vida de Leishmania en el vector y el
hospedero (humano)."°
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2.1.4 Manifestaciones clinicas

Las caracteristicas clinicas de la leishmaniasis dependen de distintos factores,
incluyendo la forma clinica de la misma (visceral, cutdnea y mucocutanea), la
especie de Leishmania causante de la enfermedad, la biologia del vector y la

respuesta inmune del hospedero.3"

La leishmaniasis visceral es la forma clinica mas severa de la enfermedad, capaz
de llevar a la muerte si no se trata de manera oportuna.’® Las manifestaciones
clinicas de esta forma pueden comenzar de manera aguda o gradual, dentro de un
lapso de dos semanas hasta ocho meses.?® Esta forma se caracteriza por fiebre
persistente, hepatomegalia, esplenomegalia, pancitopenia, pérdida de peso e
hipergammaglobulinemia. En algunas regiones del sur de Asia, se puede
presentar una hiperpigmentacion (kala-azar).'3!" La segunda forma de la
enfermedad, la cutanea, es la mas comun de todas.”'" Se sabe que L. mexicana
causa principalmente esta forma de la enfermedad, la cual se manifiesta
generalmente como lesiones papulosas en el sitio de mordedura del insecto, las
cuales incrementan de tamafio y se ulceran con el tiempo, pero no son dolorosas
a pesar de su aspecto 3%'"" Finalmente, la forma mucocutanea causa la
destruccion parcial y completa de las membranas mucosas de nariz, boca y

garganta.’®

2.1.5 Tratamiento

El tratamiento para la leishmaniasis es variado y depende del tipo de la
enfermedad, la especie del parasito, ubicacion geografica, el vector y
caracteristicas asociadas al paciente.'? Este tratamiento se basa principalmente en
el uso de diferentes farmacos, los cuales tienen diferentes efectos secundarios no
deseados, alta toxicidad, presentan un alto costo para los paises endémicos de la
enfermedad y ante los que muchas veces el parasito muestra resistencia. Aunado
a esto, no existe una vacuna para la prevenciéon eficaz de la enfermedad, y se ha
observado que la coinfeccion con el VIH complica el tratamiento de la enfermedad.

La Tabla 2 resume las caracteristicas principales de los farmacos mas empleados
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para el tratamiento de la leishmaniasis, asi como las desventajas asociadas con el

uso de éstos.

Tabla 2. Principales farmacos usados para el tratamiento para la leishmaniasis junto a sus
principales caracteristicas y desventajas®'?13

Farmaco

Caracteristicas

Desventajas

Antimoniales

Farmaco de primera linea contra
CL y VL. Disponibles como
antimoniato de meglumina y
estibogluconato de sodio. Inhibe
las rutas glucoliticas y oxidativas
en el amastigote.

Hepatotoxicidad, nefrotoxicidad,
cardiotoxicidad y resistencia. Complejo
régimen terapéutico. Puede causar
mialgia, fiebre, dolor de cabeza,
anorexia, vomito, mareo y artralgia.

Anfotericina B

Farmaco de segunda linea contra
leishmaniasis. Es un polieno
fungicida que ha demostrado ser
prometedor para el tratamiento de
VL, y que se administra V.
debido a su baja biodisponibilidad
oral. Esta presente en cuatro
formulaciones distintas y actua
tanto sobre amastigotes como
promastigotes, aumentando Ia
permeabilidad de la membrana al
actuar sobre el ergosterol.

Costoso y generalmente solo disponible
a través de organismos internacionales.
Estd asociada con fiebre, vdmito,
nausea, escalofrios, hipocalemia,
nefrotoxicidad, problemas del corazén e
incluso la muerte. Existen especies
resistentes y su administracion sélo
puede llevarse a cabo en hospitales
capacitados.

Pentamidina

Farmaco de segunda linea. Es
una dibenzamidina que actua
sobre la sintesis de ADN.

Los principales efectos adversos son
hipotensién, mialgia, absceso en el sitio
de aplicaciéon, hipoglicemia y diabetes
mellitus.

Miltefosina

Farmaco de tercera linea para el
tratamiento de leishmaniasis. Es
el Unico tratamiento oral
disponible para VL y CL.

Su larga vida media incrementa el
riesgo de teratogenicidad y resistencia.
Esta  asociado con malestares
gastrointestinales, hepatotoxicidad vy
nefrotoxicidad.

Paromomicina

Es un aminoglucésido que es
utilizado sélo o en conjunto con
gentamicina contra  diferentes
parasitosis, incluyendo la
leishmaniasis.

Puede presentar un alto costo para los
paises endémicos. Los principales
efectos adversos son ototoxicidad y
dolor en la administracion del farmaco.

2.1.6 Avances en el tratamiento de la leishmaniasis

Debido a los problemas e inconvenientes asociados con los farmacos disponibles
actualmente para el tratamiento de la leishmaniasis (Tabla 2) y a que normalmente
se requiere una terapia combinatoria para obtener verdaderos resultados,'? existe

un gran interés en el desarrollo de nuevos tratamientos para la leishmaniasis. En
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este sentido hay investigacién en el desarrollo de productos derivados basados en
las estructuras quimicas de los actuales farmacos,' de productos naturales,’'6 y
de otras estructuras con potenciales antiparasitario y antiinfectivos, como
benzoxazoles,' imidazoles,’® chalconas,’®?° quinolinas,?’ derivados del

benzimidazol,222* entre otras.?

Actualmente, las principales terapias disponibles involucran en su mecanismo de
accion diferentes dianas moleculares.?® Las enzimas que participan en la via
glucolitica (la principal fuente de energia del parasito), la biosintesis de nucleétidos,
y los metabolismos del hierro y antioxidante han sido de principal interés en
estudios para el desarrollo de nuevos tratamientos para leishmaniasis en los

ultimos cinco afios?>2?% (Ver Figura 5)

Vias metabdlicas estudiadas en los ultimos cinco afos

Lo Ay .

Figura 5. Proporcion de las vias metabdlicas estudiadas para el desarrollo de nuevos
tratamientos para la leishmaniasis en los Ultimos 5 afios.?®

En la mayoria de los casos se busca una gran diferencia genética y estructural
entre el blanco molecular presente en parasito y su ortélogo en el humano, y que
la inhibicion de éste lleve a la muerte del parasito.?>?® Ejemplos son la piruvato

cinasa y la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (via glucolitica), el sistema
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redox transmembranal

(metabolismo antioxidante),

HMG-CoA

esteroles), y arginasa (metabolismo de poliaminas).?® (Ver Tabla 3).

Tabla 3. Principales rutas metabdlicas y enzimas que se han estudiado para el

tratamiento de la leishmaniasis?5-2°

Ruta metabdlica

Funcion

Principales blancos

estudiados

Glucdlisis

Principal ruta por la cual el

patégeno obtiene su energia

Piruvato cinasa,
gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa, cinasa
fosfoglicerato, fructosa-1,6-
bisfosfato aldolasa, e

isomerasa glucosa-6-fosfato.

Acidos grasos y esteroles

Sintesis de moléculas que son

vitales para la estructura y

Escualeno sintetasa, esterol

metiltransferasa, HMG-CoA, y

funcion de la membrana | CYP51.
celular.

Folato Los folatos actian como | Timidilato sintasa,
cofactores en la sintesis de | dihidrofolato reductasa, vy
acidos nucleicos y el | pteridina reductasa 1.
metabolismo de aminoécidos.

Poliamina Policationes de bajo peso | Arginasa, ornitina
molecular que son | descarboxilasa, espermidina

importantes para procesos de
diferenciacion y proliferacion.
Juegan un papel importante
en la sintesis de tripanotiona,
estrés

que combate el

oxidativo.

sintasa, tripanotiona sintetasa,

y tripanotiona reductasa.

Nucleoétidos

Bloques para la sintesis de

acidos nucleicos.

Hipoxantina-guanina, xantina
y adenina

fosforibosiltransferasas.

Redox Permiten su supervivencia en | Tripanotiona sintetasa,
el macrofago. tripanotiona reductasa vy

triparedoxina peroxidasa.
Hierro Importante para la | LIT1, superdxido dismutasa, y

diferenciacion, virulencia vy

proteccion del patégeno.

los transportadores ABC

LmABCB3 y LABCG2.
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MAPK Juegan un papel importante | MAPKs 1,2,3,4
en proliferacion, | principalmente.
diferenciacion, regulacion del

estrés y apoptosis.

Topoisomerasas Necesarias para los procesos | Topoisomerasal y Il

de replicacion, transcripcion y

reparacion

2.2 Desarrollo de farmacos asistido por computadora

2.2.1 Generalidades

El espacio quimico es el conjunto de todas las moléculas organicas posibles, de
las cuales se estima existen al menos 1083.3° Lo cual incluye a los compuestos que
forman parte de los organismos vivos, farmacos y los materiales empleados en
nuestra vida cotidiana.3! Por lo tanto, el estudio de este espacio quimico para la
identificacidbn de moléculas organicas activas y el posterior desarrollo de farmacos
es una tarea ardua.®*3' Por fortuna, millones de estos compuestos se encuentran
clasificados y almacenados en diferentes bases de datos, tales como ZINC,*?
BindingDB,** ChEMBL3** y PubChem.3%

La mayoria de los medicamentos que estan en uso clinico son el resultado de un
proceso de investigacion muy complejo, largo y costoso.*¢3” Por lo mismo, es
necesaria la union de esfuerzos de diferentes disciplinas cientificas para descubrir
y desarrollar medicamentos con efectos clinicos benéficos y minimos efectos
secundarios.®® En la actualidad, las herramientas del disefio de farmacos asistido
por computadora (DIFAC) actuian como un atajo virtual, asistiendo en el
aceleramiento de este largo proceso y reduciendo potencialmente los costos de
investigacion y desarrollo. Por esta razén, estas herramientas han llegado a ser
indispensables y efectivas en el desarrollo de productos farmacéuticos.®” EI DIFAC
puede ser clasificado en dos categorias generales: basado en estructura y basado
en ligando (Figura 6). La primera descansa en el conocimiento sobre la estructura
de la proteina objetivo o diana molecular para calcular las energias asociadas con
la interaccién entre los compuestos evaluados y una diana molecular dada;

mientras que el DIFAC basado en ligando hace uso del conocimiento de
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moléculas activas e inactivas conocidas a través de busquedas por similitud
quimica (target fishing) o la construccion predictiva, modelos de relacion

cuantitativa estructura-actividad (QSAR), etc.37-38

Figura 6. Clasificacion del DIFAC y herramientas que comprende cada clasificacion.37-38

2.2.2 Busqueda por similitud

Los compuestos huérfanos se definen como aquellos compuestos que tienen un
efecto en el fenotipo celular o presentan una actividad bioldgica identificada, pero
cuyo blanco molecular no se conoce.* El método por el cual se busca un potencial
blanco para una molécula dada utilizando las bases de datos es conocido como
target fishing in silico o computacional. Esta tecnologia permite la prediccion de
dianas biolégicas de compuestos con base en la estructura quimica utilizando
informacion bioloégica almacenada y organizada en las bases de datos quimicas

(ZINC,*2 ChEMBL,** etc.). Esta herramienta también permite identificar blancos
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adicionales para compuestos con mecanismos de accidon conocidos, asi como
blancos no deseados que permiten la prediccion de efectos adversos generados
por un compuesto evaluado.*® Se han desarrollado diferentes métodos para
realizar el target fishing, entre ellos los principales son: busqueda por similitud
quimica/molecular, mineria de datos/aprendizaje automatizado, acoplamiento
inverso en panel y analisis de espectros de bioactividad.*’ De manera general, el
target fishing se puede dividir en métodos basado en ligando y métodos basados
en la diana molecular. Los métodos basados en el blanco usan la informacién de
proteinas diana, los cuales incluyen acoplamiento inverso, comparacion de
similitud entre la secuencia de proteinas o los sitios de unién, etc. Por otro lado,
los métodos basados en ligando simplifican el problema al uso de busqueda por
similitud y usan solamente la informacién del ligando para predecir el blanco

correspondiente.*?

La busqueda por similitud quimica y molecular esta basada en el principio de
similitud quimica, el cual establece que moléculas similares tienen la probabilidad
de tener las mismas propiedades (siendo la biolégica la mas importante). Por lo
que estos métodos predicen los potenciales blancos de una molécula de partida,
identificando proteinas con ligandos conocidos que son altamente similares a los

compuestos de prueba o de partida.*!

A pesar de que los términos de similitud quimica y molecular suelen usarse de
manera indiferente, existen diferencias sutiles que deben considerarse. La
similitud quimica esta basada principalmente en las caracteristicas fisicoquimicas
de los compuestos (solubilidad, punto de ebullicibn, LogP, peso molecular,
momento dipolar, etc.), mientras que la similitud molecular o estructural se enfoca
primariamente en las caracteristicas estructurales (subestructuras compartidas,

sistemas de anillos, topologias, etc.) de los compuestos y sus representaciones.

Tanto las propiedades fisicoquimicas como las caracteristicas estructurales son

representadas por diferentes tipos de descriptores.*?

14



DANTECEDENTES

Enlzces | Anilos | Atomos

Similitud et e retables [aromdticos | pesades
quimica A | 3414 523 4 4 =

B 46535 4.43 4 5 15
Similitud '
molecular | .~
Similitud il E ) Ag_

2D '

Similitud
3D

Figura 7. Representacion grafica de distintos tipos de similitud.*?

Debido a la complejidad asociada con el proceso de medir la similitud entre dos
moléculas, la manera mas facil de llevar a cabo la comparacion entre dos 0 mas
representaciones moleculares computacionalmente es a través del uso de los
fingerprints quimicos, los cuales involucran transformar las caracteristicas
estructurales de una molécula (graban la presencia o ausencia, o conteo del
numero de ocurrencias, de caracteristicas o subestructuras en particular) en una
secuencia de bits que pueden compararse facilmente entre moléculas (Figura
8).4445 Existen diferentes tipos de fingerprints (basados en claves subestructurales,
topoldgicos, circulares, farmacéforicos), los cuales pueden incluir informacion 2D
(deducida de graficas moleculares) y 3D (informacién conformacional y

propiedades relacionadas).*344

&

[ofofafofofofajofofs]

Figura 8. Representacion de un fingerprint subestructural de 10 bits, con tres bits
establecidos (cuadros sombreados en gris con el niumero 1) puesto que las
subestructuras que representan estan presentes en la molécula.*
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La comparacion cuantitativa entre estos fingerprints suele llevarse a cabo por
medio del coeficiente de Tanimoto (Ecuacion 1), el cual consiste en el numero
comun de bits para ambos fingerprints (ambas moléculas) dividido por el numero
total del conjunto de bits presentes en ambos fingerprints (ambas moléculas). Para
ello, 1 se otorga cuando la caracteristica esta presente, mientras que 0 es que no
lo esta, y el coeficiente solo puede tener valores de 0 a 1.4344
Tc(A.B) = Th_<

Dénde a y b representan el numero de caracteristicas presentes en los compuestos A y B
respectivamente. El término ¢ en el numerador representa el numero de caracteristicas
compartidas entre los compuestos A y B, mientras que el término ¢ en el denominador corrige el
doble conteo de las caracteristicas. Tc cuantifica la fraccidén de caracteristicas en comun entre Ay
B con respecto al numero total de caracteristicas de A o B.

Ecuacién 1. Ecuacion de Tanimoto.*3

ChEMBL es una gran base de datos curada de libre acceso con un enfoque en el
descubrimiento de farmacos con el objetivo de capturar el conocimiento e
informacién de la quimica farmacéutica a lo largo del proceso de desarrollo e
investigacion farmacéutica. La informacion sobre pequefias moléculas y su
actividad biolégica es extraida de articulos de texto completo de diferentes revistas
clave en quimica farmacéutica e integrada con informacién respecto a farmacos
aprobados y candidatos en desarrollo clinico. Esta informacion incluye el
mecanismo de accion y las indicaciones terapéuticas. La base de datos resultante
tiene diferentes herramientas, incluyendo herramientas para la busqueda de

dianas moleculares, evaluacion de la selectividad de compuestos, entre otras.*®

La busqueda por similitud estructural en ChEMBL se basa en el algoritmo de
busqueda FPSim2 (desarrollada en ChEMBL), la cual involucra la representacion
de la estructura de las moléculas de partida usando fingerprints de conectividad
extendida (EFCP), los cuales estan basados en el algoritmo de Morgan. Estos
ultimos representan vecindarios circulares atémicos y producen fingerprints de
longitud variada. Una vez creados estos fingerprints, se usa la interpretacion
vectorial de los mismos y se compara con la informacién de los compuestos
presentes en la base de datos, utilizando como medicion de similitud el indice de

Tversky (una generalizacion del coeficiente de Tanimoto).444547 (Ver Ecuacion 2)

16



»ANTECEDENTES

= ANB
Ses(AB) = T B E T A —a—HAN D)

Donde a y b son pardmetros propios del indice de Tversky.

Ecuacion 2. indice de Tversky vectorizado para dos fingerprints (A y B) usado por el
algoritmo de busqueda de ChEBML.

2.2.3 Acoplamiento molecular

2.2.3.1 Acoplamiento molecular: Generalidades

El acoplamiento molecular es un método computacional empleado para predecir la
interaccion entre dos moléculas, generando un modelo de union.*® Este método
normalmente se realiza entre una molécula pequefia (ligando) y una
macromolécula (mas comunmente una proteina), teniendo como objetivo principal
entender y predecir el reconocimiento molecular, tanto estructuralmente a través
de la prediccién de los modos de unidon experimentales, como energéticamente
con la prediccion de las afinidades de unidén de estas moléculas pequefas dentro
de un sitio de union especifico de un receptor o macromolécula.*®**® En la
actualidad, también es posible realizar un estudio de acoplamiento para predecir la

interaccion entre dos macromoléculas, por ejemplo, proteina-proteina.*849

El acoplamiento molecular es una herramienta util en biologia molecular
estructural y en el DIFAC. Entre sus aplicaciones se encuentran la optimizacion de
compuestos lider, estudios actividad-estructura, contribucién de hipdtesis de union
para facilitar predicciones en estudios de mutagénesis, estudios de mecanismos
quimicos, encontrar potenciales compuestos lider en cribados virtuales, entre

otros.49:50

En la actualidad, la mayoria de los programas para realizar acoplamiento se basan
en mecanica molecular, la cual involucra la descripcion de un sistema poliatdmico
usando fisica clasica con la finalidad de limitar el costo computacional requerido
para los célculos de mecanica cuantica. Asi, los atomos son considerados como
esferas cargadas conectadas por medio de resortes, ignorando la presencia de

electrones de acuerdo con la aproximacion de Born-Oppenheimer.*8%" En estos
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sistemas, los parametros experimentales tales como cargas, angulos geométricos
y de torsidbn son usados para disminuir las diferencias entre la informacién
experimental y las predicciones de la mecanica molecular. De manera conjunta,
las ecuaciones matematicas que representan estos sistemas suelen ser
parametrizadas con base en calculos teoricos ab initio y semiempiricos de
mecanica cuantica. Con este respecto, los campos de fuerza moleculares son un
conjunto de ecuaciones con diferentes parametros con el objetivo de describir los
sistemas. La mayoria de éstos descansan en cinco términos que tienen una
interpretacion fisica: energia potencial, términos de torsiébn, geometria de enlace,

términos electrostaticos y potencial de Lenard-Jones.*8

Se sabe que un estudio de acoplamiento molecular tiene tres objetivos principales:
prediccion de las poses, cribado virtual y estimacién de la afinidad de union. En
este sentido, el acoplamiento cuenta con un algoritmo de busqueda y una funcién
de evaluacion para generar y evaluar las conformaciones del ligando

respectivamente.®

2.2.3.2 Algoritmos de busqueda

Los algoritmos de busqueda se usan para explorar el campo de energia libre con
la finalidad de encontrar las mejores conformaciones del ligando.*®5° Estos
algoritmos se clasifican en tres grupos principales de acuerdo con la metodologia
empleada para explorar la flexibilidad del ligando: sistematico, estocastico y
deterministico.>® Algunos algoritmos implementan un enfoque hibrido combinando
dos o las tres estrategias de busqueda, este ultimo es el algoritmo empleado por el

programa comercial Molecular Operating Environment (MOE).*®

La busqueda sistematica involucra un muestreo exhaustivo de todas las
conformaciones y combinacion de parametros estructurales, explorando todos los
grados de libertad del ligando durante la busqueda. Este método generalmente
consume mas tiempo y recursos para construir y evaluar los conférmeros
individualmente. Para reducir estos ultimos problemas, en este sistema también se
suele usar otro enfoque en donde el ligando se construye a partir de diferentes

fragmentos.®? Los métodos estocasticos cambian aleatoriamente todos los grados
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de libertad del ligando (traslacionales, rotacionales y conformacionales) en cada
paso, generando una gran diversidad de soluciones. Estas conformaciones del
ligando son evaluadas de acuerdo con un criterio probabilistico para decidir su
aceptacion o rechazo de las mismas.? Dentro de estos métodos, se encuentran
los tipo Monte Carlo y Algoritmos Genéticos.®' Como parte de este ultimo grupo, se
encuentra el algoritmo genético Lamarckiano, el principal método para busqueda
de conformaciones en Autodock 4.2. En este método, una poblacion de
conformaciones de prueba es creada, los cuales en generaciones siguientes
sufren mutaciones, intercambian parametros conformacionales (entrecruzamientos)
y compiten en una manera analoga a la evolucion bioldgica, siendo seleccionadas
aquellas conformaciones con las energias de unidbn mas bajas. El aspecto
Lamarckiano es una caracteristica afadida que permite a las conformaciones
individuales buscar su espacio conformacional local para encontrar su minimo
energético local, y pasar asi esta informacion a las generaciones de
conformaciones posteriores.>® Finalmente, en los métodos deterministicos el
estado real del sistema determina las modificaciones que se le realizan para
llevarlo a su siguiente estado de energia. La minimizacion de energia y la

dinamica molecular son ejemplos de este Ultimo método.*°

2.2.3.3 Funciones de evaluacion

Los métodos de busqueda de algoritmo dan como resultado un gran numero de
conformaciones del ligando a ser evaluadas (usualmente millones).*3%° Por lo
tanto, las funciones de evaluacion determinan la calidad de estas conformaciones
de acoplamiento, guiando a los métodos de busqueda con la finalidad de
identificar las conformaciones mas relevantes, con base en distintas propiedades,
incluyendo efectos electrostaticos, interacciones intermoleculares, efectos
entropicos, desolvatacion, entre otros.*® Una funcion de evaluacion debe ser capaz
de distinguir los modos de unidén observados experimentalmente de todas las otras
poses exploradas por el algoritmo de busqueda, clasificar los ligandos como
activos e inactivos y, el paso mas critico, predecir las constantes de afinidad y

clasificar muchos compuestos de acuerdo con su afinidad de unién estimada.5°
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Estas funciones se dividen en tres tipos principales. El primer tipo es el basado en
un campo de fuerza, el cual consistente en una funciébn que descompone la
energia de union del ligando en términos de interacciones intramoleculares
(potencial harménico y potencial torsional) e intermoleculares individuales (energia
de Van der Waals (VDW), electrostatica de Coulomb,
torsion/estiramiento/doblamiento, etc.).5'5 Autodock 4.2 emplea un campo de
fuerza de energia libre semiempirico para predecir las energias libres de union de

las moléculas pequeiias a las moléculas blanco (Ecuacién 3).535°

AG = AGyaw + AGH_pond + AGelec + DG gesory + AGeor

Dénde AGuwaw es la energia asociada a interacciones de Van der Waals, AGh.bond hace referencia a
los términos de energia de puente de hidrégeno, AGeec se refiere a la energia en términos
electrostaticos, AGueso S€ refiere a la energia de desolvacion y AGr a la energia en términos de

torsion.

Ecuacion 3. Funcion de campo de fuerza de Autodock 4.5

Los segundos tipos de funciones de evaluaciéon son las empiricas. Estas funciones
se basan en la suma de valores experimentales de energia (energia de VDW,
electrostatica, puente de hidrégeno, hidrofobicidad, etc.) ponderados por
coeficientes optimizados para calcular el puntaje de energia de union de un
complejo dado. El ultimo tipo, son las funciones basadas en conocimiento, cuyos
parametros son derivados directamente de la informaciéon estructural de los
complejos ligando-proteina determinados experimentalmente. Estos métodos
asumen que los contactos proteina-ligando que se exploran con mayor frecuencia,

estan estadisticamente correlacionadas con interacciones mas favorables.>'54

La funcién de evaluacién London dG (Ecuaciéon 4) es otra funcién basada en
campo de fuerza y fue la usada en este trabajo en el programa MOE. Esta funcién

estima la energia libre de unién de un ligando en una pose dada.®’
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AG=c+ Eflex + Zh—bonds CHB fHB + Zm—lig CM fM + Zatoms_i ADi

Dénde c representa el promedio de la perdida/ganancia de la entropia traslacional y rotacional.
Efex €s la energia debido a la pérdida de flexibilidad del ligando (se calcula a partir de la topologia
del ligando solamente); frs mide las imperfecciones geométricas de los puentes de hidrégeno y
toma valores en [0,1]; Cug es la energia de un puente de hidrégeno ideal; fu mide las
imperfecciones geométricas de ligantes metalicos y toma valores en [0,1]; Cu es la energia de un

ligante metalico ideal; y Di es la energia de desolvacién.

Ecuacioén 4. Funcion de evaluacion London dG.%7

2.2.3.4 Acoplamiento molecular consenso

El acoplamiento consenso es una metodologia introducida para superar las
limitaciones del acoplamiento para generar modos de union cercanos al nativo y
correctamente clasificar los compuestos de acuerdo con su afinidad. Esta
estrategia involucra la comparacion de las poses (las cuales fueron generadas por
dos 0 mas programas de acoplamiento molecular) con la posicion mas alta de la
clasificacion (ranking) de cada compuesto estudiado.%® Se ha demostrado que las
poses que pasan los filtros del consenso son mas probables de corresponder al
modo de unidén nativo del ligando. Esto permite validar los resultados obtenidos
por un programa dado e identificar a los compuestos mas prometedores en un

cribado virtual.58:%°

Esta metodologia primero involucra un tratamiento de datos y la posterior
comparaciéon de los valores de energia de unidn obtenidos de diferentes
programas por medio de estrategias de evaluacién para consenso. El tratamiento
de datos permite disminuir el efecto de la diferencia de los valores de energia
obtenidos por diferentes funciones de evaluacion y programas. Los métodos
principalmente usados para este paso son el método de ranqueo y el de
escalamiento. El primero y el empleado en este trabajo, involucra: 1) ordenar a las
diferentes poses que obtuvieron el mejor puntaje de energia de unién para cada
ligando evaluado, 2) ranquear las diferentes poses, teniendo en cuenta que la

pose o modelo con el puntaje mas alto (energia de unién mas baja) se le otorga el
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namero 1 y asi sucesivamente (Figura 9). Estos pasos se realizan por cada

funcién de puntaje y/o programas empleados.58-60

Modelo Puntaje Ranqueo
1 -10.5 4
2 -13.4 2
3 -16.8 — 1
4 -4.5 6
5 -7.7 5
6 -11.4 3

Figura 9. Representacion del tratamiento de datos por ranqueo.®°

Una vez tratados los datos, la comparacién de los valores se hace empleando los
valores de ranqueo y no los obtenidos a partir de la funcion de evaluacion. Dentro
de las estrategias de evaluacion se encuentran el ranqueo por voto, el promedio
del ranqueo (ranqueo-por-ranqueo) y el de las afinidades de unién (ranqueo-por-
nimero).%859 El ranqueo por voto fue la estrategia usada en este trabajo y consiste
en que después del tratamiento de los datos por ranqueo, se establece un criterio
que deben pasar estos compuestos con base en los numeros obtenidos en el
ranqueo (por ejemplo, los cinco compuestos con el ranqueo mas alto), otorgando
un voto a aquellas poses que cumplen con el criterio para cada programa.
Finalmente, se suman los votos y se establece un limite de votos que debe cumplir
un compuesto para poder determinar aquellos compuestos que son elegidos o
excluidos para estudios posteriores (pruebas in vitro, por ejemplo).®° La Figura 10

describe un ejemplo de dicha estrategia.
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Modelo Valor Valor Numero Resultado
programa programa de (aceptado/rechazado)
votos
1 1 3 2 Aceptado
2 4 8 1 Rechazado
3 3 5 2 Aceptado Aceptado
4 2 1 2 20 mas votos Aceptado
—>
5 7 6 0 Rechazado
6 2 6 1 Rechazado

Figura 10. Ejemplo de la estrategia de evaluacion consenso de ranqueo por voto. Se da
un voto a aquellos modelos en las 5 mejores posiciones por programa. En este caso, el
limite de votos es dos para poder ser aceptado para estudios posteriores.°

2.2.4 Dinamica molecular

La dinamica molecular (MD, por sus siglas en inglés) es una técnica
computacional que simula el comportamiento dinamico de sistemas moleculares
en funcién del tiempo, tratando a todas las entidades en la caja de simulacién
(ligando, proteina, y moléculas de agua si se encuentran explicitas) como flexibles
(Figura 11).56" La dinamica molecular computa los movimientos de los atomos a
lo largo del tiempo por medio de la integracion de las ecuaciones de movimiento

de Newton (mecanica clasica). Ver Ecuacion 5.

d*ri(t) _ Fi(t)
dtz B m;

Dénde: Fi () se refiere a la fuerza ejercida sobre el &tomo i a un tiempo dado t, ri (t) es el vector

de posicién del atomo i al tiempo t, y m; es la masa del atomo.

Ecuacion 5. Funcion general de la dinamica molecular.5’
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Figura 11. Representacion grafica de una dindmica molecular.>!

2.2.5 Modelado de proteinas

2.2.5.1 Generalidades

Las estructuras de las proteinas son cruciales para entender su funcion biologica.
Sin embargo, solo se ha logrado determinar la estructura de una fraccidbn muy
pequeia de todas las proteinas conocidas. De manera paralela, la determinacion
de la estructura de proteinas por métodos experimentales tales como cristalografia
de rayos X o espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) requieren
mucho mas tiempo y no son exitosos con todas las proteinas, especialmente las
proteinas membranales.f2%3 Afortunadamente, actualmente se conocen la
estructura de por lo menos una proteina representativa de la mayoria de las
familias de proteinas, y existen diferentes métodos computacionales que pueden
usarse para generar modelos tridimensionales confiables de muchas proteinas

usando estas estructuras representativas como puntos de partida, tal como el
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modelado comparativo o por homologia.?? De igual forma, existen métodos que no

requieren de esta proteina molde para obtener un modelo.%*

2.2.5.2 Modelado comparativo

El modelado por homologia o comparativo es el método mas comunmente usado y
exacto para modelar la estructura de proteinas, el cual predice la estructura
desconocida de una proteina usando informacién de una o mas proteinas
homologas. Este método involucra usualmente tres pasos: i) la identificacion de
estructuras molde para el modelado de la proteina problema, ii) alineamiento entre
la secuencia del molde y la de la proteina problema, iii) modelado de la estructura
problema.®® La calidad del modelado por homologia depende principalmente en la
similitud con la secuencia de la estructura molde. Un buen modelo tridimensional
se produce en general si la secuencia homdloga usada presenta una identidad
global igual o mayor al 30 % con respecto a la secuencia problema. Sin embargo,
se requiere de un porcentaje de identidad mayor al 50 % para aplicaciones en el

disefio y descubrimiento de farmacos.53.6°

Debido al interés de representaciones confiables de proteinas, existen diferentes
programas y servidores para obtener estos modelos por homologia. El servidor de
Robetta, usado para este trabajo por medio de un protocolo de RosettaCM, ha
demostrado ser Util para obtener dichos modelos con una gran precision.®® La
Figura 12 proporciona una descripcion del algoritmo de trabajo de Robetta en el

protocolo empleado (RosettaCM).
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Protocolo de
RosettaCM

1. Aliniamiento de
secuencia problema y
estructura molde

2. Construccion de
— modelos de cadena
completa

3. Superposicion de
fragmentos y
minimizacion de
espacio cartesiano

4.Refinamiento
“— completo de atomos
por Rosetta.

Figura 12. Protocolo de RosettaCM. 1) Alineamiento de la secuencia problema con la
estructura molde. 2) Los modelos se construyen por medio del algoritmo Monte Carlo a
partir de la recombinacién de los fragmentos de las estructuras del molde alineadas con la
secuencia y de fragmentos de novo representando a las regiones no alineadas obtenidos
usando informacién local de la secuencia que llevan a la topologia correcta de la
estructura. 3) Las desviaciones se exploran y las brechas se cierran usando una
combinacién de superposicién de fragmentos y minimizaciéon de espacio cartesiano. 4) El
esqueleto base o principal y las cadenas laterales se optimizan por medio de un
refinamiento completo de atomos por Rosetta utilizando una funcién de energia realistica
fisicamente.®?

2.2.5.3 Evaluacion y validacion de la calidad del modelo

Debido a la importancia de contar con estructuras confiables y correctas para
estudiar procesos bioldgicos, se requiere llevar a cabo la validacidon y la evaluacion
de la calidad de las estructuras tridimensionales obtenidas por modelado.®” Esto
incluye la evaluacién de los valores de las longitudes de los enlaces, angulos de
enlace, angulos diedros dentro de los residuos y en los enlaces del péptido, asi

como elementos estructurales secundarios (hélices, laminas, coils).

La calidad geométrica, en general, de una cadena principal de la proteina es
caracterizada por un diagrama de Ramachandran.®® Los diagramas de
Ramachandran (Figura 13) permiten conocer si una combinacion dada de los

angulos @ y ¥ de los enlaces del esqueleto de la proteina (Figura 14) son posibles
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para evitar choques estéricos entre los atomos de la proteina.®® Mientras que los
choques estéricos potenciales indican regiones problematicas en el modelo
estructural, y pueden ser identificados por MolProbity.?® Este Uultimo es
ampliamente usado para la validaciobn de modelos estructurales de acidos
nucleicos y proteinas, introduciendo los criterios de los diagramas de
Ramachandran, rotdmeros de cadenas laterales, analisis de contacto de todos los
atomos (incluyendo hidrogenos), energias asociadas con choques estéricos,

desviacion CB, etc.”®

180+

90 - -
e
3
= 45
o
a
0 p
-45
.00 +

b

180 -135 -9 45 0 &5 90 135 180
@ (grados)

Figura 13. Representacion del diagrama de Ramachandran. En donde las regiones [A, B,
L] son las mas favorecidas, [a,b,l,p] regiones adicionales permitidas, [~a, ~b, ~I, ~p]
regiones permitidas generosamente, y las demas regiones son no permitidas.”"
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Plano del
péptido

Figura 14. Representacion grafica de los angulos ® y ¥ del enlace peptidico.”

Otros métodos que complementan estas herramientas para detectar errores
geométricos y estereoquimicos en los modelos, son MOLFOLD y QMEAN. Estos
dos servidores evaluan la calidad global del modelo por medio de distintos
parametros (evaluacion de choques estéricos, etc.) dando un puntaje global sobre
la calidad de un modelo tridimensional que permite comparar modelos e identificar

los modelos mas adecuados con base en la escala de dicho puntaje. 7376

2.2.6 Farmacoéforo

El farmacéforo es la representacion de un conjunto de caracteristicas electrénicas
y estéricas necesarias para asegurar las interacciones supramoleculares optimas
con un blanco biolégico en especifico, con la finalidad de modular su respuesta
biolégica (Figura 15).”” Dentro de estas caracteristicas encontramos hidrofébicas
(HyD), aromaticas (Aro), aceptores de puente de hidrogeno (HBAs), donadores de
puente de hidrogeno (HBDs), cationes y aniones.’”® Esta representacion
normalmente se desarrolla de tres formas: basada en ligando, basada en el
receptor y basada en complejo ligando-receptor.”8-8° Este ultimo es muy util para

el avance en el desarrollo de farmacos.”’

Figura 15. Ejemplo de farmacéforo formado en MOE.
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3.- Justificacion

La leishmaniasis es una parasitosis que afecta a millones de personas en todo el
mundo, incluyendo diferentes regiones de México. Se considera una ETD, lo que
implica que los paises endémicos de la enfermedad sean los responsables de
desarrollar nuevos tratamientos para la leishmaniasis. Sin embargo, la gran
mayoria de las zonas endémicas de esta parasitosis son regiones pobres, lo que
dificulta el avance en el desarrollo de nuevos tratamientos. Adicionalmente, no
existe una vacuna aprobada para prevenir la enfermedad y el principal tratamiento
actual se basa en el uso de diferentes farmacos que en su mayoria son téxicos,
presentan diferentes efectos adversos, son de dificil acceso para los paises

endémicos y para los que el parasito presenta resistencia.

Con base en la situacion que envuelve a esta parasitosis, existe una demanda
imperante en el oportuno desarrollo y disefio de farmacos mas eficientes, seguros
y accesibles para las regiones afectadas. En este sentido, nuestro grupo de
investigacion ha disefiado, sintetizado y evaluado derivados bencimidazélicos que
han demostrado actividad antiparastitaria en estudios in vitro, incluyendo para L.
mexicana. Sin embargo, se desconoce realmente su mecanismo de accién y/o la

diana blanco molecular sobre el que actuan la gran mayoria de estos compuestos.

Por lo tanto, en el presente trabajo se plantea realizar la busqueda por similitud
estructural de potenciales dianas moleculares en L. mexicana partiendo de 25
derivados bencimidazolicos con actividad antiparasitaria. Esta busqueda se
complementara con estudios de acoplamiento molecular que permitiran determinar
la afinidad en términos de energia de union de los compuestos bencimidazélicos
por los posibles blancos encontrados con el fin de identificar el mas prometedor.
Aunado a esto, el estudio de la dinamica molecular nos permitira tener un mejor
conocimiento de la interaccién entre estos 25 derivados bencimidazdlicos y la

potencial diana identificada mas prometedora.
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Una vez encontrada esta diana, la identificacion de las caracteristicas del
farmacéforo presentes en los ligandos que tienen la mejor interaccion con ésta nos
permitira conocer las caracteristicas electrénicas y estructurales necesarias para
la adecuada interaccion de éstos. Este conocimiento asentara las bases para el
disefio de nuevos compuestos con caracteristicas estructurales similares y con
potencial actividad leishmanicida, enfocados a algun blanco no explorado por

nuestro grupo previamente.
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4.- Hipétesis

Se encontraran potenciales blancos moleculares presentes en L. mexicana
mediante la metodologia de busqueda por similitud estructural en ChEMBL
partiendo de 25 derivados bencimidazolicos con actividad antiparasitaria
comprobada. La energia de unién y selectividad de los ligandos seran adecuadas,
con la finalidad de que sirvan para asentar las bases para el disefio de nuevos

compuestos con potencial actividad leishmanicida enfocados a estos blancos.
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5.-Objetivos

5.1 Objetivo general

Realizar la busqueda de potenciales blancos terapéuticos en Leishmania
mexicana mediante el uso de herramientas computacionales con el fin de

contribuir al disefio de nuevos agentes terapéuticos leishmanicidas.

5.2 Objetivos particulares

Con la finalidad de cumplir con el objetivo general del presente trabajo se

plantearon los siguientes objetivos especificos:

1.- Buscar blancos moleculares en L. mexicana por medio de un estudio de
similitud estructural entre 25 derivados bencimidazélicos de nuestro grupo de

investigacion con actividad antiparasitaria y la base de datos de ChEMBL.

2.- Realizar un estudio de acoplamiento molecular consenso entre los derivados
bencimidazdlicos de nuestro grupo de trabajo y los blancos encontrados a partir de
la busqueda en ChEBML, asi como con las proteinas ortdélogas en el humano a

estos blancos.

3.- Determinar las interacciones proteina-ligando entre los blancos encontrados,
las proteinas ortélogas en el humano y los compuestos bencimidazélicos usados
para llevar a cabo la busqueda, asi como con ligandos de referencia especificos

de cada blanco.

4.- Establecer el blanco molecular mas prometedor por medio de los resultados de
energia de union y la determinacion del coeficiente de selectividad de esta energia

de unién para todos los derivados bencimidazoélicos de partida.

5.- Identificar los ligandos mas prometedores, entre los 25 derivados, para el

blanco mas prometedor por medio de una estrategia de evaluacion para consenso.

6.- Realizar la dinamica entre el blanco mas prometedor y dos de los 25 derivados
bencimidazdlicos representativos de los mismos (uno de tamafio pequefio y uno

grande respectivamente).
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7.- Identificar el farmacdéforo de los ligandos mas prometedores.

8.- Disefiar nuevas moléculas con base en la informacién del farmacéforo y
acoplamiento molecular por medio del uso de las herramientas presentes en el

programa MOE.
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6.- Metodologia

En esta seccidn se describe la metodologia seguida para la busqueda por similitud
estructural, los estudios de acoplamiento molecular consenso, el estudio de

dindmica molecular, la construccion del farmacéforo y el DIFAC (Figura 16).

6.1 Diagrama general

D

Derivados bencimidazdlicos de partida

A C ChEMBL

Busgueda por similitud estructural

Modelado por homologia

- 1 -

Acoplamiento molecular  Dinamica molecular

Sa

Disefio de compuestos (DIFAC)

Figura 16. Esquema general de la metodologia empleada en el presente trabajo.

6.2 Busqueda por similitud estructural

Se introdujeron las estructuras quimicas en 2D de los 25 derivados
bencimidazodlicos de partida en el motor de busqueda por similitud estructural de

ChEMBL*® (https://www.ebi.ac.uk/chembl/) y se realizé la blUsqueda con un

porcentaje de similitud de entre 100-40%. De las estructuras con similitud
estructural obtenidas, se realiz6 un filtro eligiendo aquellas que tienen actividad

biologica, poseen un blanco molecular conocido y una potencia reportada.
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De los compuestos filtrados, se extrajeron los blancos moleculares sobre los que
actuan. A partir de estas dianas moleculares, se escogieron aquellos que estan
presentes en L. mexicana. Apoyado de la literatura, se realiz6 otro filtro buscando
los blancos que tienen una funcién importante para el desarrollo y/o supervivencia
del parasito. De los blancos encontrados, se identificaron los ortélogos en el Homo
sapiens. Finalmente, se buscaron potenciales sitios de union con la finalidad de

realizar sobre éstos los estudios de acoplamiento molecular. (Ver Figura 17)
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Figura 17. Representacion grafica de la metodologia seguida para la busqueda por
similitud estructural en ChEMBL.

6.3 Modelado por homologia de la dihidroorotato deshidrogenasa

Se siguié el esquema de trabajo mostrado en la Figura 18. Para comenzar, se
obtuvo la secuencia en formato FASTA de la enzima dihidroorotato
deshidrogenasa (DHODH) de L. mexicana de la base de datos Uniprot?

(https://www.uniprot.org/). Se buscé una proteina homologa para usarla como

molde en la herramienta basica de busqueda de alineacion local (BLAST, por sus
siglas en inglés) usando la opcién Protein Blast

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi).8? Posteriormente, se escogié la proteina

cuya secuencia tuvo un valor de E igual a 0.00 y con la cobertura de la busqueda y

porcentaje de identidad mas alto, siempre que su estructura tridimensional
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estuviera reportada en una base de datos y publicada con una resoluciéon
aceptable (3MHU, Dihidroorotato deshidrogenasa de L. major). A continuacion, se
realizd el alineamiento de ambas secuencias en Clustal Omega

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)® para identificar la similitud entre

ambas secuencias en sitios importantes para el estudio de acoplamiento molecular.
Se obtuvo la estructura cristalografica de la proteina molde de la DHODH de la
base de datos RCSB PDB? y se eliminaron todos los ligandos cocristalizados y
moléculas de agua usando Chimera1.15rc.®> Seguido de ésto, se modeld por
homologia la DHODH de L. mexicana en el servidor Robetta

(https://robetta.bakerlab.org/)®? usando la secuencia de la DHODH de L. mexicana

y el archivo PDB de la proteina usada como molde (3MHU). Finalmente, se
evalub6 y valido la calidad del modelo obtenido usando MolProbity
(http://molprobity.biochem.duke.edu/index.php?MolProbSID=gc1s6aj42dd7uu7kijfe
ma75ft3&event|D=232),7° el servidor QMEAN
(https://swissmodel.expasy.org/gmean/)8 y el servidor ModFOLDG6
(https://www.reading.ac.uk/bioinf/ModFOLD/ModFOLD6_form.html).”

Secuencia de
DHODH de L

mexicana en
formato FASTA

Modelado
comparativo
en el servidor
Robetta
Obencion de
la estructura

Alta cobertura
de la secuencia
problema

maolkde
cristalizada en
RCSB PDB

Figura 18. Algoritmo usado para obtener la estructura molde y resumen de la metodologia
del modelado por homologia.
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6.4 Acoplamiento molecular consenso

El acoplamiento molecular se realizé en dos programas: Autodock 4.2.6 y MOE.
Se obtuvieron las energias de unidn entre los ligandos y las dianas moleculares
(Ver Seccidn 6.2), asi como con sus correspondientes blancos ortélogos en Homo
sapiens. Esto permitié, ademas, calcular los coeficientes de selectividad entre L.
mexicana y H. sapiens en términos de energia de union para cada proteina. A
partir de ello, se determin6é la diana mas prometedora. A continuacién, se

describen con mas detalle cada uno de los pasos del acoplamiento.

6.4.1 Preparacion de los derivados bencimidazodlicos y ligandos de
referencia no cristalizados

Los 25 derivados bencimidazolicos (Tabla 4) se construyeron y minimizaron
usando el método semiempirico PM6 en el programa Spartan 10 de Wavefunction

Inc (https://www.wavefun.com/). Las estructuras se guardaron en formato PDB

para su uso en MOE. Adicionalmente, para aquellas moléculas que poseen un
acido carboxilico en su estructura, se asigné la carga correspondiente tomando en
cuenta el pH fisioldgico utilizando las herramientas de preparacién de cargas en
MOE.

Posteriormente, sélo para su uso en Autodock 4.2.6, se identificaron de manera
automatica los enlaces rotables (raiz y ramas torsionales), se asignaron cargas
atomicas Gasteiger-Marsilli y se fusionaron los hidrogenos no polares a su
carbono adyacente utilizando el programa AutoDockTools 1.5.7.5 Estas
estructuras se guardaron en el formato PDBQT apropiado para su uso en
Autodock 4.2.6.

La misma metodologia se siguié para la preparaciéon de los ligandos de referencia
que no estan cristalizados. Para el caso de los blancos 6ZM3 y 1J7D, fueron los
inhibidores NSC697923 y BAY 11-7082; el ligando CHEMBL1579136 para la
3HQP y el dihidroorotato tanto para LDMR (modelada) como para 2FPV.
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Tabla 4. Estructura quimica de los 25 derivados bencimidazélicos de partida
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Serie Ligando R R1
1 n=1 H H
2 n=1 H CHs
ARM 3 n=1 Cl H
4 n=1 Cl CHs
5 n=0 H H
6 n=0 H CHs
7 n=0 Cl H
8 n=0 Cl CHs
9 H NA
MolA 10 Br NA
11 CHs NA
12 OCHs NA
13 NO> NA
14 H NA
15 Br NA
16 CHs NA
MolB 17 OCHs NA
18 NO2 NA
19 Naft NA
20 I NA
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21 Cl NA
22 F NA
23 NA CHs
MolC 24 Cl CHs
25 Cl NA

6.4.2 Preparacion de ligandos cocristalizados (ligandos de referencia

y/o sustratos enddégenos)

Se obtuvo el archivo PDB de la estructura cristalizada de cada proteina con su
ligando de la base de datos RCSB PDB (https://www.rcsb.org/).8* Para cada

archivo PDB, se eliminaron las moléculas de agua cristalograficas, las cadenas de

la proteina y cualquier otro ligando cocristalizado que no sea el de interés usando

el programa Chimera1.15rc.8% Las estructuras resultantes se guardaron en formato

PDB para su uso posterior en MOE y Autodock 4.2.6.

Para el caso de Autodock 4.2.6, se siguié el procedimiento de preparacion de

ligandos previamente descrito (Ver Seccion 6.4.1).

La Tabla 5 muestra los ligandos y/o sustratos enddgenos cristalizados usados

como referencia para los estudios de acoplamiento molecular de cada proteina.

Tabla 5. Ligandos cristalizados usados como referencia en el acoplamiento molecular y/o

validacion
Blanco Ligando de referencia y/o Blanco Ligando de referencia y/o
molecular sustrato endégeno cristalizado. | molecular sustrato endégeno
(codigo PDB) (codigo cristalizado.
PDB)
3HQP Fructosa-2,6-bisfosfato (2,6-FBP) 4FXF Fructosa-1,6-bisfosfato (1,6-
FBP)
1132 NMD 61Q6 NAD*
TND
NAD*
2QDH Manitol-1,6-bisfosfato (1,6-MBP) 5KY6 Manitol-1,6-bisfosfato (1,6-MBP)

Fructosa-1,6-bisfosfato (1,6-FBP)

Fructosa-1,6-bisfosfato (1,6-
FBP)
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Ldmr Orotato 2FPV Orotato

(modelada) Acido 4-aminoorético (L27) Acido 4-aminoorético (L27)

6.4.3 Preparacion de blancos moleculares (proteinas)

Las estructuras cristalograficas de los blancos moleculares encontrados (proteinas)
se obtuvieron de la base de datos en linea del RCSB PDB
(https://www.rcsb.org/).84 (Tabla 6). La DHODH se obtuvo a partir de modelado por
homologia (ver Seccion 6.3). Se completaron los atomos, cadenas y residuos
faltantes para aquellas proteinas con dichos problemas empleando la herramienta
Modeller en UCSF Chimera 1.15rc.8° Se removieron manualmente las cadenas
repetidas para las proteinas ( en caso de dimeros, tetrameros, etc.), dejando s6lo
la cadena de interés para el acoplamiento molecular, utilizando el mismo programa.
Las estructuras resultantes se acondicionaron para el estudio de acoplamiento
molecular usando la herramienta de preparacidn Dockprep disponible en el
programa UCSF Chimera 1.15rc,®® con el que se removieron las moléculas de
agua cristalograficas, contra-iones y ligandos presentes en las estructuras, y se
anadieron cargas e hidrogenos faltantes con un campo AMBER ff14Sb.8”
Posteriormente, estas estructuras se minimizaron energéticamente, usando el

campo de fuerza AMBER99 en el programa MOE .88

Para el estudio de acoplamiento en Autodock 4.2.6,°® ademéas de los pasos
anteriores, a las estructuras se les asignaron cargas Gasteiger-Marsilli, los
hidrbgenos no polares se fusionaron a su carbono adyacente y se asignaron
atomos tipo AD4. Estas estructuras se guardaron en el formato PDBQT apropiado

para su uso tanto por Autogrid 4.2.6 como por Autodock 4.2.6.
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Tabla 6. Resolucién en A de las estructuras cristalograficas de las proteinas encontradas

Proteina de L. | Resolucion Proteina de Resolucion
mexicana Homo sapiens
- (A) - (A)
(Cédigo PDB) (Cédigo PDB)

1132 2.60 61Q6 2.29
2QDH 1.90 5KY6 1.94
3HQP 2.30 4FXF 2.55
6ZM3 1.70 1J7D 1.85
Ldmr Modelada 2FPV 1.80

6.4.4 Acoplamiento molecular

6.4.4.1 MOE

Se seleccionaron los residuos de interés en el sitio de unién para cada blanco

molecular estudiado y se realiz6 el acoplamiento molecular con los 25 derivados

bencimidazdlicos, usando un refinamiento de receptor rigido con Triangle matcher

como el algoritmo de busqueda para las poses y London dG como funcion de

evaluacion para el scoring y rescoring. Se retuvieron 30 de las mejores

conformaciones obtenidas para cada ensayo.

6.4.4.2 Autodock 4.2.6

Se calcularon los mapas atdmicos o grids necesarios para el acoplamiento

molecular en Autogrid 4.2.6, usando una malla de prisma rectangular de distintas

dimensiones de acuerdo con el tamano del sitio de interés en cada blanco (Tabla

7), centrada en la interfaz de las enzimas con un espaciamiento de 0.375 A.
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Tabla 7. Dimensiones de la malla de prisma rectangular construida en Autogrid 4.2.6 para
cada proteina estudiada

Proteina (Codigo PDB) Dimensiones
1132 & 61Q6 80 x 80 x 80
2FPV, 2QDH, 5KY6 & Idmr 70x70x70

(modelada por homologia)

1J7D, 3HQP, 4FXF & 6ZM3 60 x 60 x 60

Los estudios de acoplamiento molecular se realizaron en Autodock 4.2.6 usando
un algoritmo genético de tipo Lamarckiano como método de busqueda
conformacional. Se realizaron 50 corridas con un numero maximo de evaluaciones
energéticas de 25,000,000 y una poblacién inicial de 150 conférmeros. El resto de

los parametros se dejo en sus valores predeterminados.

6.4.5 Validacion del acoplamiento

Se realizd el acoplamiento molecular entre los blancos moleculares identificados
en la busqueda y los ligandos cocristalizados de referencia y/o sustratos
endogenos (Tablas 5 y 6) utilizando ambos programas. Se obtuvo el valor de
RMSD en el programa PyMOL,® alineando la mejor pose generada de cada
ligando de referencia con el mismo ligando cocristalizado obtenido del archivo
PDB de la base de datos RCSB PDB. Para aquellos blancos que no contienen un
ligando cocristalizado reportado en la base de datos, se analizaron los valores de
RMSD de los resultados de acoplamiento obtenidos para los 25 derivados
bencimidazdlicos. La validacién se realiz6 tanto para los modelos generados con

MOE, como para los generados por ATD4.

6.4.6 Obtencion de la diana molecular mas prometedora

Se analizaron las energias de unién y los coeficientes de selectividad de los 25
derivados bencimidazdlicos en las cinco dianas moleculares identificadas y se

compararon con respecto a los ligandos de referencia. Se escogidé aquella diana
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molecular con los mejores valores para estos parametros en ambos programas

utilizados.

6.4.7 Calculo de coeficiente de selectividad de la energia de union

El calculo del coeficiente de selectividad para la energia de unidén se realizé con
base en la Ecuacion 6. Este calculo se realizdé por proteina para los 25 derivados
bencimidazolicos, ligandos de referencia y sustratos enddgenos. Este calculo se
llevé a cabo con los datos de energia de union obtenidos de ambos programas de

manera independiente.

Energia de uniéon blanco molecular en L. mexciana
Energia de unién blanco ortolégo en H. sapiens

Coeficiente de selectividad =

Ecuacion 6. Modelo matematico para el calculo del coeficiente de selectividad de la
energia de union.

6.4.8 Tratamiento de energia de unién y coeficientes de selectividad
por rangueo

Los valores de energia de unién y coeficientes de selectividad tanto de los
derivados bencimidazolicos como de los ligandos de referencia para cada proteina
fueron tratados siguiendo un método de ranqueo (Ver Figura 9, Seccion 2.2.3.4).

Se realizé el tratamiento para los valores obtenidos de ambos programas.

6.5 Dinamica molecular

Se llevd a cabo una dinamica molecular entre los ligandos 3 y 19 y la diana mas
prometedora (DHODH, modelada por homologia de L. mexicana) con un tiempo
de 25 ns. Para ello, se considerdé la conformacién obtenida del acoplamiento
molecular con Autodock 4.2.6 con la energia libre de unidbn mas baja para cada
complejo como la conformacién inicial. Las topologias moleculares y parametros
para los ligandos se generaron usando el método semi-empirico SQM de ACPYPE.
Las simulaciones MD de los complejos proteina-ligando se realizaron usando
GROMACS 5.0.4. Los complejos se describieron usando el campo de fuerza
Amber99-ILDN. Los complejos proteina-ligando se solvataron con agua en una

caja cubica con 1.0 nm en todos los lados usando un modelo de tres puntos para
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agua (TIP3P). Adicionalmente, se afiadi® NaCl hasta alcanzar una concentraciéon
0.15 M.

Primero, se llevdo a cabo una minimizacién de energia del sistema usando un
algoritmo de tipo steepest descent. El sistema se equilibré por dos dinamicas
moleculares de 100 ps usando el ensamble canénico (NVT) con el termostato
Berendsen y el ensamble isotérmico-isobarico (NPT) con el barostato Parrinello-
Rahman. Finalmente, las simulaciones de 25 ns se llevaron a cabo en los

complejos proteina-ligando, usando un arreglo canénico.

Los valores de RMSD y RMSF se analizaron durante la simulacion de MD
completa y las energias libres de unién de los complejos se calcularon con base
en un método de Mecanica Molecular/Area Superficial Poisson-Boltzmann usando
el paquete g _mmpbsa instalado en GROMACS durante los ultimos 5 ns. La
metodologia aqui descrita se basa en un protocolo de dinamica molecular
disefiado y publicado, previamente, por nuestro grupo de investigacion con

anterioridad.®®

6.6 Construccion del farmacoforo

Se realiz6 una estrategia de evaluacion consenso de ranqueo por voto (Figuras 9
y 10) para determinar los compuestos con los mejores valores de energia de unién
y coeficiente de selectividad con respecto a la diana mas prometedora. Para ello
se trataron los datos de energia de union y coeficiente de selectividad de los 25
derivados bencimidazdlicos, ligandos de referencia y sustratos endoégenos con
respecto al blanco molecular mas prometedor utilizando el método por ranqueo
(ver Seccidon 2.2.3.4). Para la asignaciéon de votos, los criterios fueron: a) que el
compuesto esté dentro de la mitad superior de la clasificacion con respecto a los
valores de energia de union de todos los compuestos de la serie, esto es, ser de
los 12 compuestos con la energia de unidbn mas baja; b) que tenga una energia de
unién mas baja que el ligando de referencia; c) que esté dentro de los diez
compuestos con el mejor coeficiente de selectividad dentro de la serie evaluada; d)
que muestre mejor energia de unidén que el sustrato endégeno o un segundo

ligando; €) y que posea un numero de anillos aromaticos considerado idéneo para
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sus propiedades farmacologicas (Figura 19). Esta evaluacién se realizd para cada
programa por separado y posteriormente se sumaron los votos. De los
compuestos que resultaron con la votacidbn mas alta, se realizé un segundo filtro,
escogiendo aquellos cuyo coeficiente de selectividad se encuentran dentro de los
10 mejores para ambos programas. Los compuestos resultantes se dividieron en
dos grupos con base en su subestructura. De éstos, se eligié de cada grupo aquel
compuesto que presentd una mayor cercania entre los valores de energia de
union obtenidos de ambos programas (consenso de datos). Una vez
seleccionados los compuestos modelo para el disefio de nuevos compuestos para
la diana mas prometedora, se visualizaron las interacciones 2D entre éstos y dicho
blanco usando BIOVIA Discovery Studio Visualizer®' y MOE,® se identificaron las
interacciones presentes y se construy6 el farmacéforo utilizando la herramienta

editora de farmacéforo presente en MOE. 8

A A il
No No No No

Energia de
unién mas baja que e
sustrato enddgeno o segundo
ligando de
referencia

Estar
dentro de los 12
compuestos con mejar
energia de
unian

Estar dentro
de los 10 compuestos con el
coeficiente de selectividad
mas alto

Energia de unién
més baja que el ligando
de referencia

25 derivados B
bencimidazélicos /-

0-3 = 0 votos
No. de
anillos — 4=-1voto
aromiticos|
i y Energia de union
Construccidn del Analisis de Compuesta mas cercana para
farmacéforo interacciones [ prometedor ambos
programas Esta dentro de
Dividir en dos os 10
) subgl[uptfs corjpuestos con Compuestos Suma de votos
p wdo la mejor coeficiente ¢ b
: estructura de selectividad resultantes e aring.
Energia de union ! e select] programas
Construceién del Andlisis de Compuesto més cercana para quimca para ambos
farmacéforo interaceiones prometedor ambos programas
programas

Figura 19. Representacion de la estrategia de evaluacién consenso utilizada para
determinar los compuestos para la construccién del farmacéforo y de la metodologia
usada para la construccion de éste.
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6.7 DIFAC

Se utilizd la herramienta de MedChem en MOE® para realizar las
transformaciones quimicas partiendo de los compuestos seleccionados y el
farmacéforo construido (Ver Seccion 6.6) para cada caso, como referencia de las
caracteristicas estructurales y electrénicas identificadas en los compuestos para la
interaccion con el blanco (Figura 20). De los compuestos obtenidos se hizo un
cribado utilizando los flujos de trabajo de KNIME®? con los siguientes filtros:
presencia del nucleo de bencimidazol y cumplimiento de la regla de los cinco de
Lipinski (presentar en su estructura < 5 donadores de puente de hidrégeno, < 10
aceptores de puente de hidrogeno, peso molecular < 500 uma y LogP < 5).
Después del filtro, se realiz6 un estudio de acoplamiento molecular entre los
compuestos obtenidos de este flujo de trabajo, la diana molecular prometedora y
su ortodloga en el Homo sapiens utilizando el programa MOE como se describe en
la Seccién 6.4.4.1. Se calcul6 su coeficiente de selectividad y se trataron ambos
valores, energia de unidn y coeficiente de selectividad, por ranqueo (ver Seccidn
6.6). Finalmente, se seleccionaron aquellos que tienen tanto un coeficiente de
selectividad como energia de unidén en los cinco primeros lugares después del
tratamiento por ranqueo. Para este ultimo ranqueo s6lo se tomaron en cuenta
aquellos compuestos que presentaron una energia de unidn mas baja que los
compuestos de partida (los seleccionados en la Seccidén 6.6). Se obtuvo y analizé
una propuesta de sintesis de los compuestos resultantes utilizando la herramienta
IBM RXN.%3

Filtro en flujo de
trabajo de

Compuestos
disefiados
resultantes

Compuestos con valores

tanto de energia de unidn Tratamiento de
como de coeliciente de aal par

i rangueo

Compuesios
con energia de
unién igual o menor a
compuestos de
partida

v
evaluacién de ruta de ~
sintesis en IBM RXN selectivic los 5 mejor

Figura 20. Esquema de la metodologia general para la seccién de DIFAC.
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7.- Resultados y discusion

7.1 Busqueda por similitud estructural

A partir de la busqueda por similitud estructural se obtuvieron mas de 300
compuestos que presentaron similitudes estructurales con los derivados
bencimidazodlicos de partida (Ver Figura 17), los cuales, nuevamente, se filtraron
con la finalidad de descartar aquellos que no tienen una actividad biolégica
identificada, potencia reportada y, sobre todo, que no se conoce un blanco
molecular sobre el que actuan para llevar a cabo su actividad (dando lugar a 255
compuestos). Este ultimo requisito es clave debido a que dicho conocimiento es

crucial en la busqueda de potenciales blancos terapéuticos.

En la Figura 21, se muestra que los compuestos encontrados en la busqueda
(esferas solidas rojas) comparten el espacio quimico con los compuestos de
partida (esferas solidas azules), indicativo de la gran similitud entre los mismos en
términos estructurales y propiedades fisicoquimicas. Por ende, se espera una
tendencia similar para los blancos moleculares sobre los que podrian actuar. Esta
gran similitud o acercamiento dentro del espacio quimico entre ambas series de
compuestos refleja la idoneidad del algoritmo de trabajo empleado para la
busqueda por similitud estructural en el presente trabajo y el buen desemperio del
motor de busqueda de ChEBML, contribuyendo a la validacion de la presente
busqueda. De igual forma, se aprecia que los compuestos obtenidos de la
busqueda se expanden y distribuyen en una regidbn amplia dentro del mismo
espacio quimico, lo cual es adecuado ya que indica variedad dentro del mismo
conjunto de compuestos que resulta en informacion mas amplia y variada
disponible con respecto a actividades reportadas y blancos moleculares sobre los
que actuan este cumulo de compuestos resultado de la busqueda; esto aumenta
la probabilidad de encontrar el blanco o blancos potenciales para L. mexicana a

partir de los compuestos de partida.
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@ Bencimidazoles de partida @ Resultados bisqueda

Figura 21. Espacio quimico de los derivados bencimidazdlicos de partida (esferas azules
sélidas) y los compuestos obtenidos como resultado de la busqueda (esferas rojas
solidas). Diagrama obtenido en DataWarrior.%

En la Figura 22 se observa que los derivados bencimidazolicos de partida (esferas
sélidas rojas) presentan gran cercania con respecto a los antiparasitarios
aprobados por la FDA (esferas solidas azules) dentro del espacio quimico, lo cual
evidencia tanto la similitud estructural y fisicoquimica entre los compuestos de
prueba con actividad antiparasitaria demostrada en estudios in vitro y algunos de
estos antiparasitarios aprobados, asi como una probable relacién estructura-
actividad entre estos compuestos. De manera paralela, los compuestos
resultantes de la busqueda (esferas solidas verdes) también estan concentrados
dentro de este espacio quimico, lo cual refleja la gran similitud entre los
compuestos encontrados y las estructuras de los antiparasitarios, lo que
contribuye a la idea de la identificacion de potenciales dianas biolégicas que
puedan estar asociadas con la actividad antiparasitaria de los compuestos de

partida.
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pe2

@ Antiparasitarios aprobados @ Bencimidazoles de partida @ Resultados bisqueda

Figura 22. Espacio quimico de los antiparasitarios aprobados por la FDA obtenidos de la
base de datos ZINC??, derivados bencimidazolicos y compuestos resultados de la
busqueda. Diagrama obtenido en DataWarrior.%

En la Figura 23, los derivados bencimidazoélicos de partida (esferas solidas color
rojo) se encuentran concentrados en donde la mayoria de los farmacos aprobados
por la FDA (esferas sélidas color verde) se encuentran dentro del espacio quimico.
Esta observacidon muestra que los compuestos bencimidazoélicos de partida en
este trabajo poseen propiedades fisicoquimicas y caracteristicas estructurales
similares a estos farmacos aprobados. Esto sera de utilidad para estudios vy
desarrollo posterior de los mismos con objetivos terapéuticos. Por otro lado, se
observa que los compuestos generados a partir de la busqueda (esferas soélidas
color amarillo) siguen una tendencia similar, poniendo en evidencia la similitud que
poseen estos compuestos con respecto a los de partida y, por lo tanto, valida
nuevamente el algoritmo de trabajo y el programa usados en la busqueda por

similitud estructural.
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10

@ Antiparasitarios aprobados @ Bencimidazoles de partida

@Firmacos aprobados @

Figura 23. Espacio quimico de antiparasitarios aprobados por la FDA, bencimidazoles de
partida, farmacos aprobados y compuestos resultantes de la busqueda. Diagrama
obtenido en DataWarrior.%

Por otro lado, de los mas de 300 blancos identificados para los compuestos

obtenidos de la busqueda, sélo cinco de ellos resultaron estar presentes en L.

mexicana y ser importantes para la supervivencia del parasito con base en la

busqueda realizada con apoyo en la literatura cientifica. Los blancos encontrados

se muestran en la Tabla 8, junto con los sitios de union seleccionados para

realizar los estudios de acoplamiento molecular. También, se muestran las dianas

moleculares ortélogas en el Homo sapiens seleccionadas junto con los sitios de

union correspondientes con fines comparativos para el estudio.

Tabla 8. Blancos presentes en L. mexicana e identificados como importantes para la
supervivencia del parasito, asi como sus ortélogos humanos. También se muestran los
residuos que forman parte de los sitios de union seleccionados de interés®-101

Blanco en L. mexicana
(Cddigo PDB)

Residuos clave

Blanco en H. sapiens
(Cddigo PDB)

Residuos clave

Gliceraldehido-3-fosfato

deshidrogenasa (1132)

Arg92, Met39, Phe46,
Ser40, Val206, Leu208,
Asp38

Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (61Q6)

Phe102, Val101,
Thr99, Arg80,
Asn34, Pro36,
Phe37, Asp35,
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lle38, Gly193,
Pro191

Piruvato Cinasa (3HQP)

Lys453, His480, Ala489,
Leu399, Ser400, Alad81,
Ser405, Thr402, Arg404,
Asn407, Gly487,
Lys486, Gly403, Tyr48s,
Val485, Alad81, Argd56

Piruvato cinasa (4FXF)

Trp482, Arg489,
Arg455, Gly514,
Arg516, Gly518,
Phe521, Leu431,
Thr522, Ser437,
Thr432, Arg436,
Gly520, Ser434,
Ser519, Lys433

Fructosa-1,6-bisfosfato
aldolasa (2QDH)

Ser45, Ser48, Arg158,
Lys239, Gly197,
Leu280, Ala314, Tyr311,
Ala312, Ser281, Gly283,
Gly282, Arg313, Arg52,
Ser310, Alad1, Lys156,
Asp43, Lys51, Gly44,
Lys116

Fructosa-1,6-bisfosfato
aldolasa de musculo
humano (5KY6)

Arg303, Arg42,
Asp33, Lys107,
Lys146, Gly187,
Lys229, Ser271,
Ser35, Gly272,
Gly302, Tyr301

Dihidroorotato
deshidrogenasa
(DHODHLmM modelada)

Estabilizacion del
sustrato endoégeno y
actividad: Ser196,
Asn195, Asn68, Asn128
Ser100, Leu72, Lys44,
Gly71, Met70, Cys131

Otros residuos que
forman parte del sitio de
union: Gly101, Leu102,

Asn107, Leu129,
Ser130, Val134, Val140,
Pro132, Asn133,
Pro138, GIn139, Tyr150

Dihidroorotato
deshidrogenasa (2FPV)

Thr285, Asn284,
Asn212, Ser215,
Phe149, Lys100,
Gly148, Asn217,
Asn145, Cys131

Complejo conjugado de
ubiquitina E2 (UBCV2-
UEV1) (6ZM3)

Cys85, Asn77 y Pro76

Complejo conjugado de
ubiquitina E2 variante 2
(UBE2N-UBE2V2)

Cys87,  Aspé8i,
Asn123, Arg85,
Leu121, Ala122,
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(1J7D) Pro125.

Se puede observar, que tres de estas dianas moleculares estan asociadas con la
glucolisis: piruvato cinasa, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa y la fructosa
1,6-bisfosfato aldolasa. Dicha ruta metabdlica es la principal via por la cual el
parasito obtiene su energia en su forma amastigote dentro del ser humano,®® por
lo que la inhibiciobn de las enzimas que participan en la misma es una excelente
estrategia para el tratamiento contra este parasito. Por otro lado, el complejo
conjugado de Ubiquitina E2 (UBCV2-UEV1) recientemente ha cobrado mayor
importancia como potencial diana molecular para el desarrollo de farmacos
leishmanicidas, debido a que estudios recientes han demostrado su importancia
para la diferenciacion de la forma promastigote a amastigote del parasito. Es
importante recordar que esta ultima forma del parasito es la que se desarrolla y
divide dentro del ser humano.?® Finalmente, la dihidroorotato deshidrogenasa es
una enzima importante para la supervivencia y desarrollo del parasito al participar
en la sintesis de pirimidinas de novo, los cuales son bloques de construccion

indispensables para los acidos nucleicos.®”

De los blancos identificados, todos los que participan en la glucdlisis ya han sido
previamente estudiados y caracterizados como potenciales dianas moleculares
para el disefio de distintos potenciales farmacos contra la leishmaniasis.® El
complejo conjugado de ubiquitina E2 (UBCE2Lm) es un blanco cuyo interés para
el DIFAC ha crecido recientemente debido a que su utilidad dentro del parasito se
estd comprendiendo de manera mas detallada y completa, ademas de que, ha
sido posible obtener su estructura cristalizada.®®* De manera paralela, algunos
inhibidores han sido disefiados y evaluados para la dihidroorotato deshidrogenasa
(DHODHLmM) debido a que ha demostrado grandes diferencias estructurales en

comparacion con su ortélogo en el Homo sapiens.'>%7

La ya conocida utilidad en el disefio de farmacos en algunas de las dianas

moleculares identificadas, asi como la novedad de otras, contribuye al interés en
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estudiarlas por medio de acoplamiento molecular utilizando los derivados

bencimidazodlicos de partida.

En la busqueda de potenciales sitios de unién en las dianas encontradas para el
estudio de acoplamiento molecular, apoyado de la literatura, se centrd la
busqueda en aquellos sitios que han demostrado ser potencialmente claves para
inhibir a la enzima o blanco, que tienen un papel importante en la actividad de la
enzima y/o que difieran significativamente con respecto a las proteinas homdlogas
en el Homo sapiens, 1o que los hace sitios de union atractivos para inhibidores
selectivos. En este sentido, los residuos seleccionados para la piruvato cinasa de
L. mexicana (PYKLm) interaccionan y estabilizan al efector positivo fructosa-2,6-
bisfosfato (2,6-FBP). Este ultimo regula alostéricamente la actividad de la PYKLm,
por lo que, al unirse a la enzima, esta ultima se transforma en su forma activa
cataliticamente. De manera interesante, estudios de mutagénesis especificos en
los residuos Lys453 e His480 mostraron disminucion en la actividad de la enzima 'y
el impedimento para unirse a 2,6-FBP. Por otro lado, la piruvato cinasa humana
(PYKHSs) no es regulada por 2,6-FBP, si no por la fructosa-1,6-bisfosfato (1,6-FBP),
en un sitio distinto que involucra diferentes residuos para su estabilizacion (Tabla 8)
por lo que este sitio de union del efector 2,6-FBP es prometedor para el disefio de

inhibidores selectivos de PYKLm,%8-100

Para el caso de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de L. mexicana
(GAPDHLm), los residuos identificados forman parte de la cavidad en donde se
une la porcién adenosil del cofactor NAD* a la enzima. Dicha region de la enzima
muestra diferencias notorias en el tipo de residuos, tamafio y conformacién con
respecto a su homéloga humana (GAPDHHSs). De igual forma, la GAPDHLmM y
GAPDHHs solo comparten 50-53% de su secuencia, por lo que este sitio es

atractivo para el estudio de acoplamiento en el presente trabajo."

Los residuos encontrados en el caso de la fructosa 1,6-bisfosfato aldolasa de L.
mexicana (1,6-FBPALm), son aquellos que forman parte del sitio catalitico, los
cuales difieren de su homoéloga humana (1,6-FPBAHSs) en el tamafo y residuos

presentes (por ejemplo, Ala 132 en lugar de Gly302 en 1,6-FBPAHS), lo que lo
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hace un sitio adecuado para los estudios de acoplamiento entre esta diana y los

compuestos bencimidazoélicos.®®

En el caso del complejo conjugado de ubiquitina E2 de L. mexicana (UBCE2Lm),
los residuos encontrados también forman parte del sitio catalitico. En la actualidad,
algunos de los inhibidores para el ortélogo humano (UBCE2Hs) también han sido
inhibidores del UBCE2Lm sin mostrar ningun tipo de selectividad.'®? Por lo que
este blanco y sitio no s6lo son interesantes para el estudio de acoplamiento con
los bencimidazoles de partida, sino también con la finalidad de poder determinar si

existe una diferencia con respecto a los inhibidores disponibles actualmente.®

Para el caso de la DHODHLm, se sabe por analisis topograficos de la estructura
de la DHODH de L. major con el servidor CASTp, que ésta cuenta con dos sitios
que difieren de la proteina homéloga en el Homo sapiens (DHODHHSs): S1 (sitio
catalitico) y S2 (que se encuentra a lado de S1 y que es el Unico acceso a S1
conectandose al mismo por medio de los residuos Leu72, Asn128 y Cys131)
(Figura 24). No existe este ultimo canal, ni region equivalente a S2 en la
DHODHHSs. Por lo que los residuos seleccionados son de gran interés para llevar
a cabo los estudios de acoplamiento molecular y poder determinar la afinidad y

selectividad en términos de energia de union de los derivados por este sitio.%”

Figura 24. Representacion 2D de los sitios S1 (catalitico) y S2 (sitio adyacente y acceso
al sitio catalitico) de la DHODHLm en presencia del producto de la reaccion (orotato), asi
como del sitio adyacente nombrado S3.%7
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7.2 Modelado por homologia de la DHODHLm

A partir de la secuencia FASTA de la DHODHLm obtenida en Uniprot y la
busqueda de secuencias homélogas en BLAST, la secuencia de la proteina
dihidroorotato deshidrogenasa de L. major (3MHU) fue la que mostrd los mejores
parametros de valor de E, porcentaje de identidad y cobertura de la secuencia
problema (Tabla 9). La estructura de 3MHU se encuentra depositada en el PDB y
se ha empleado con un enfoque al disefio de farmacos.®” El valor de E (Expect
value) igual a O es indicativo de que el alineamiento entre ambas secuencias es
significativo y no simplemente por probabilidad. El porcentaje de identidad de
94.87% hace referencia a la gran similitud entre ambas secuencias, con ese
porcentaje de residuos idénticos para ambas. Finalmente, el valor de la cobertura
de la secuencia problema muestra que el 99 % de la misma es cubierta por la
secuencia molde, lo cual indica la utilidad de la proteina molde como base para la

construccion y disefo de la proteina de interés DHODHLm en Robetta.

Tabla 9. Proteina elegida como molde y los parametros de alineamiento obtenidos en

BLAST
Proteina Valor de E Porcentaje de Cobertura de la
identidad secuencia problema
3MHU (dihidroorotato
deshidrogenasa de L. 0.00 94.87 % 99 %
major)

En el alineamiento entre ambas secuencias utilizando Clustal Omega, se
determin6é que la amplia similitud entre las secuencias de ambas proteinas
también se ve reflejada en los residuos que forman parte del sitio de union que se
estudia en el acoplamiento (regiones S1 y S2). En este alineamiento (Figura 25),
se observa una gran conservacion de los residuos que forman parte de estos sitios
entre estas dos especies del parasito Leishmania (marcadas con una estrella en la
Figura 25), lo que contribuye y sustenta la idea de estudiar este sitio en el
acoplamiento molecular para la DHODHLm, al ser tan conservado y haber sido
utilizado para el disefio de inhibidores en la DHODH de L. major, con la que se

presenta amplia similitud o alineamiento en la secuencia.®’
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L.major  MSLQVNLLNNTFANPFMNAAGVMCTTTEELVAMTESASGSLVSKSCTPALREGNPTPRYQ 60
L. mexiceana  MSLQVNLLNNTFANPFMNAAGVMCSTMEDLVAMTESASGSLVSKSCTPALREGNPTPRYR 60
:xix:‘rzixixxx:xzxxxxiX*xi:: ::xxxx¢xi1$1:x:x XXXXX ix*x::ix::x:
L. major ALPLGSINSMGLPNNGFDFYLAYAAEQHDYGKKPLFLSMSGLSMRENVEMCKRLAAVATE 120
L. mexicana  ALPLGSINSMGLPNNGLDFYMAYAAEQHDYGKKPLFLSMSGLSVRENAEMCKRLAAVATE 120
x:g:***xzxxxxxnx: a::*:xx*xxxxxxxxx*xxx*xxkxx:::x::_xx*xx**xxzxx
L. major KGVILELNLSCPNVPGKPQVAYDFDAMRQCLTAVSEVYPHSFGVKMPPYFDFAHFDAAAE 180
L. mexicana KGVILELNLSCPNVPGKPQVAYDFDAMRQCLTAVSEVYPHSFGVKMPPYFDFAHFDAAAE 180
Rk kR kR kR R KR RERRRRER X Rk Kk kR Rk Rk R Rk Rk Rk Rk Rk Rk kR kR R Rk R R KRR R R Rk
L. major ILNEFPKVQFITCINSIGNGLVIDAETESVVIKPKQGFGGLGGRYVLPTALANINAFYRR 240
L. mexicana ILNEFPKVQFITCINSIGNGLVIDAETESVVIKPKQGFGGLGGHYILPTALANVNAFYRR 240
xxx*x)‘x:&xxkxixxxx.&xzxtxxxi:xxxrxx*txxxtxxiii:x:xzzt*xx:xxxxxx
L. major CPGKLIFGCGGVYTGEDAFLHVLAGASMVQVGTALQEEGPSIFERLTSELLGVMAKKRYQ 300
L. mexicana CPEKLIFGCGGVYTGEDAFLHVLAGASMVQVGTALQEEGPAIFERLTSELLSVMAKKGYQ 3e0
X =*x*xixx:xx=xt£X*xt!*:x:x=x=:t***x*=x::xxxxxx*t*.i:ixx xk
L major  TLDEFRGKVRTLDGTAESTR 320
L. mexicana TLDEFRGKVKTLD------- 313

EXEXRERERE . XXX

Figura 25. Alineamiento de las secuencias de la DHODHLm y la 3MHU en Clustal Omega.

Con base en los resultados de alineamiento entre ambas secuencias presentados
con anterioridad, se obtuvo la estructura 3D de la enzima DHODHLm (Figura 26)
por modelado por homologia en el servidor Robetta, utilizando la secuencia de la

DHODHLm y la estructura molde 3MHU como informacion de partida.

Figura 26. Estructura de la DHODHLmM modelada en Robetta.

El alineamiento espacial en PyMOL de la estructura molde (3MHU) y la generada

de DHODHLm por homologia (Figura 27), muestra que ambas estructuras son
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muy similares en su conformacion y estructura con un valor de RMSD de sélo
0.280 A, el cual se encuentra dentro del rango observado para pares de proteinas
idénticas en la base de datos de PDB (0-1.2 A) y por debajo del promedio
observado para los pares de proteina reportada-proteina modelada (2.3 A).'% Por
lo que dicho valor de RMSD confirma la gran aproximacion en espacio,
alineamiento tridimensional y similitud entre ambas estructuras. Se puede
observar que la desviacion del alineamiento entre ambas estructuras se encuentra
principalmente en los extremos, zona en la que no se encuentran los sitios S1 y
S2, los cuales son de interés para el acoplamiento molecular. Estos resultados
validan la decision de utilizar dicha proteina como molde, considerando el principal
objetivo del modelo obtenido y las principales zonas de interés para los estudios

de acoplamiento molecular.

Figura 27. Alineamiento estructural de la proteina molde en color morado (3MHU) y la
modelada en Robetta en color verde (DHODHDLm).
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La evaluaciéon de la calidad de la estructura modelada (Tabla 10) y el diagrama
general de Ramachandran (Figura 28), obtenidos en Molprobity, muestran que el
97.11 % de los residuos tienen angulos de enlace considerados favorecidos por
Ramachandran, con el 100 % de los mismos en regiones permitidas y 0 % de
outliers. Lo que indica que, en general, la combinacion de todos los angulos
torsionales ¢ y y de los enlaces que forman parte del esqueleto principal de la
proteina poseen los valores adecuados para evitar choques o contactos
desfavorecidos energéticamente entre los atomos de la cadena principal o entre la
cadena principal y las cadenas laterales.®® Esta bondad del modelo también se ve
reflejada en el clashscore, el cual muestra que la estructura es mejor que el 99 %
de un conjunto de proteinas depositadas en PDB con las que se compard en
términos de contactos y choques estéricos. Estos valores, de manera general,
ponen en evidencia la adecuada conformacién, angulos de torsion vy
posicionamiento de atomos dentro de la cadena principal o esqueleto para evitar
contactos no favorecidos energéticamente o superposiciones mayores a 0.4 A

entre los atomos de la proteina.”

160

-180
-180 0 Phi =1}

Figura 28. Diagrama de Ramachandran general de la proteina DHODHLmM modelada
generado en Molprobity. Regién delimitada en azul claro = zona favorecida; regién
delimitada en azul fuerte= zona permitida.
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Por otro lado, los rotameros son las conformaciones energética (superposiciones
desfavorecidas, energia potencial, etc.) y geométricamente (angulos de torsion y,
contactos desfavorecidos, etc.) permitidas de las cadenas laterales de los residuos
de la proteina. De acuerdo con la evaluaciéon de MolProbity (Tabla 10), hay cero
rotameros pobres, con 99.64 % de los mismos favorecidos desde el punto
geomeétrico y energético. Estos valores indican que las cadenas laterales de los
residuos de la proteina respetan los valores de angulos y espacio estérico para
evitar malos contactos o choques que impidan el alcance de minimos locales de la

estructura de la proteina.’®

Las desviaciones Cp son una medida que permite combinar todas las
desviaciones que surgen con respecto al Ca. Para el caso de la proteina
modelada, esta desviacion se encuentra ligeramente fuera dentro del valor
objetivo para un modelo ideal. Sin embargo, el porcentaje de angulos y enlaces

malos es muy cercano al valor objetivo de un modelo ideal.

Tabla 10. Resultados principales de la evaluacién del modelo utilizando MolProbity

Contactos de Clashscore, todos los 1.480 Percentil 99 % (N= 1784,
todos los atomos todas las resoluciones)
atomos Clashscore es el numero de traslapes estéricos serios (> 0.4 A)
Rotameros pobres 0 0.00% Objetivo: < 0.3 %
Geometria Rotameros favorecidos 254 99.64 % Objetivo: > 98 %
proteica Outliers de Ramachandran 0 0.00 % Objetivo: < 0.05 %
Favorecidos por 302 97.11 % Objetivo: > 98 %
Ramachandran
Z-Score de distribucion -0.70 £0.44 Objetivo: abs(Z score) < 2
Ramachandran
Puntaje(score) Molprobity 0.97 Percentil 100 (N= 27675,
0A-0.99A)
Desviaciones CB >0.25 A 1 0.35 % Objetivo: 0
Malos enlaces 5/2421 0.21 % Objetivo: 0 %
Malos angulos 12/3280 0.37 % Objetivo: < 0.1 %
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De menara general, tanto los valores de Z-score como el de Molprobity (el cual
toma en cuenta los valores de los diagramas de Ramachandran, clashscore, etc.)
indican la buena calidad del modelo de manera global, resumiendo los resultados
de validacién y evaluacion de calidad ya descritos anteriormente. El score de
Molprobity coloca, con base en la informacién de calidad de la proteina evaluada,
a dicha proteina en un percentil de 100 % comparado con una muestra de 27675

proteinas reportadas con una resolucion similar.

De manera paralela, la evaluacién en el servidor de QMEAN4 y ModFOLDG6
mostraron un puntaje de calidad global del modelo de 0.92 y 0.5680 (con un valor
de p= 9.34x10%), respectivamente. Para el caso del valor de QMEAN4, este es
considerado como un puntaje obtenido a partir de la calidad local y global de un
modelo que va de 0 a 1. Por lo que el valor de 0.92 es un indicador de la buena
calidad del modelo de manera global. El puntaje de ModFOLD6 va de 0 a 1 de
igual forma, y de acuerdo con su estimador de calidad: aquellos modelos con un
puntaje mayor a 0.4 hacen referencia a modelos mas confiables y completos, los
cuales son altamente probables de ser muy similares a la estructura nativa. En
este sentido, la Figura29a (obtenida del servidor QMEAN de SWISS) y 29b
(obtenida del servidor ModFOLDG6) permiten observar la buena calidad general
alrededor del modelo (color azul) en contraste a las pocas zonas que presentan
desviaciones notorias en la calidad de este (color rojo), principalmente localizadas
en el extremo de la cadena. Ambos servidores muestran una misma tendencia, lo
que permite validar la evaluacion de la calidad del modelo utilizando dos

estimadores distintos.
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Figura 29. Representacion grafica de la calidad de la estructura de la DHODHLm
modelada generada por A) QMEAN y B) ModFOLDSG.

De manera complementaria, una observaciéon mas detallada en la calidad local de
los diferentes residuos (Figuras 30, 31 y 32), permite determinar que los residuos
de interés para el estudio de acoplamiento molecular (residuos de los sitios S1 y
S2 que se encuentran en la regién 44-196) cuentan con una buena calidad,
mientras que la regidon en el extremo de la cadena muestra una mayor desviacion
de la calidad para el modelo (Figuras 29a y 29b). Esto se puede deber,
principalmente, a que en el extremo terminal es en donde el alineamiento entre la
secuencia de la proteina molde (3MHU) y la objetivo (DHODHLm) son diferentes
(Figura 25), por lo que el programa realiza el modelado de estos residuos por un

meétodo de novo que puede contribuir a una mayor variacion dentro del modelo.
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Estimacion de calidad local
1.0

0.6

04

0.2

0.0
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Numero de residuo

Similitud Local Predicha con la proteina Objetivo

Figura 30. Calidad local del modelo DHODHLm por el servidor QMIEAN.

La Figura 30, obtenida en el servidor QMEAN, por un lado muestra la desviacion
de la similitud predicha con respecto a la proteina objetivo por residuo de ésta, en
donde 1 representa el valor maximo de similitud (idénticos). Mientras que en la
Figura 31 se muestra el error asociado por residuo en A. En ambos casos, se
observa que los residuos de interés que se encuentran en la region 68-196
presentan una buena calidad en general, siendo los residuos en el extremo los
que presentan una mayor desviacion en el valor de similitud (Figura 30) y error
asociado (Figura 31), lo cual se puede deber a la razdén antes discutida. Se
observa que para los residuos de interés (Lys44, Asn68, Met70, Gly71, Leu72,
Ser100, Asn128, Asn195 y Ser196) la mayor desviacion en la similitud predicha es
de 0.4 unidades con respecto al valor maximo de 1 (Figura 30), y que el error
asociado maximo no supera los 4 A (Figura 31). Esto contribuye a los resultados
positivos sobre la calidad general global y local del modelo obtenido discutidos a lo

largo de la presente seccion.
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Score QVIEAN4 Normalizado

Error predicho por residuo (A)

0 50 100 150 200 250 300 350
Namero de residuo

Figura 31. Evaluacion local del modelo DHODHLm obtenida usando el servido MolFOLDG6.

La Figura 32 muestra, de manera puntal, que los residuos que forman parte de los
sitios de interés para el acoplamiento molecular (Lys44, Asn68, Met70, Gly71,
Leu72, Ser100, Asn128, Cys131, Asn195, y Ser196) presentan una calidad idonea
(color azul), lo que refleja lo observado anteriormente. Esto es indicativo que
dichos residuos poseen los valores de angulos de torsion, longitud de enlace,
rotdmeros favorecidos, contactos o superposiciones, adecuados para obtener su

conformacién con la minima energética local.

Puntaje de calidad local

Secuencia coloreada con base en su calidad local: _

0 05 1
75
150

Figura 32. Calidad local por residuo y cédigo de colores con base en los valores de
QMEAN4 locales [0,1].

En este sentido, estos resultados junto con los observados en las Figuras 31, 30 y

29 nos permiten ver la idoneidad del modelo con respecto a este sitio para los
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estudios de acoplamiento molecular. Con base en los resultados presentados con
respecto a la calidad local de las regiones de interés (Figuras 29, 30y 31) y a lo
observado con respecto a la calidad global del modelo por medio de distintas
herramientas y servidores (Tabla 10 y Figuras 27, 28 y 29), se determin6 que el
modelo cuenta con la calidad idonea para realizar los trabajos de acoplamiento

molecular utilizando los sitios de unidn de interés en el presente trabajo.

7.3 Acoplamiento molecular

7.3.1 Validacién

Para la validacion del acoplamiento molecular se siguié la metodologia descrita en
la Seccidén 6.4.5 para ambos programas utilizados (Autodock 4.2.6 y MOE). Los
ligandos de referencia y/o sustratos enddgenos que se encuentran cristalizados y
que fueron empleados para la validacion del acoplamiento molecular se muestran
en las Tablas 11 y 12 junto con el papel que juegan dentro del blanco molecular al
que estan asociados. Para el caso de UBCE2Lm y UBCEZ2HSs, al no tener algun
ligando cocristalizado de referencia, se determin6 el RMSD asociado a los

resultados del acoplamiento de los 25 derivados (ver Seccidn 6.4.5).

Tabla 11. Ligandos cristalizados de referencia para las dianas en L. mexicang®-97:99-101.105

Blanco molecular Ligando de referencia y/o Funcion/importancia

sustrato endégeno

PYKLm Fructosa-2,6-bisfosfato (2,6- | Regulador alostérico y positivo de la
FBP) actividad de la PYKLm
GAPDHLm NMD Tanto el NMD como TND son
TND inhibidores reportados sobre
NAD* GAPDHLm
NAD* es el cofactor de la enzima.
1,6-FBPALmM Manitol-1,6-bisfosfato (1,6- La 1,6-FBP es sustrato endogeno de la
MBP) enzima, mientras que el 1,6-MBP es

Fructosa-1,6-bisfosfato (1,6- | un inhibidor reportado.
FBP)

DHODHLm Orotato* El orotato es el producto de la reaccion
Acido 4-aminoorético (L27)* | de la DHODHLm. Este se encuentra
unido y estabilizado por los mismos

residuos que el sustrato enddgeno
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un

(dihidroorotato). ElI compuesto L27 es
inhibidor de Ia

reportado que se une al mismo sitio

DHODHLm

que el sustrato endogeno.

*Ligandos que no se encuentran cocristalizados en la

acoplamiento molecular

misma proteina con la que se realizé

el

Estos ligandos tienen el propdsito de servir como punto de referencia para los

valores de energia de union y coeficiente de selectividad obtenidos para los

derivados estudiados, al tratarse de sustratos enddégenos o inhibidores cuya

actividad se encuentra descrita en la literatura. Adicionalmente, para el caso de los

sustratos endogenos, la comparacién entre dichos valores predice si la interaccion

es energéticamente mas favorable entre un blanco dado y alguno de los derivados

estudiados con respecto al sustrato enddgeno, lo que permitiria predecir si los

compuestos bajo estudio previenen la unidn de los sustratos en el sitio de unién

catalitico y con ello si inhiben la actividad de la enzima.

Tabla 12 Ligandos cristalizados de referencia para las dianas en H. sapiens®5-°7.101,105

Blanco molecular

Ligando de referencia y/o

sustrato endégeno

Funcién/importancia

PYKHs Fuctosa-1,6-bisfosfato (1,6- Regulador alostérico y

FBP) positivo de la actividad de la
PYKHs.

GAPDHHs NAD* NAD* es el cofactor de la
enzima.

1,6-FPBAHs Manitol-1,6-bisfosfato (1,6- La 1,6-FBP es sustrato

MBP) endégeno de la enzima,

Fructosa-1,6-bisfosfato (1,6- | mientras que el 1,6-MBP es

FBP) un inhibidor reportado.
DHODHHs Orotato El orotato es el producto de la

Acido 4-aminoorético (L27)*

reaccion de la DHODHLm.
Este se encuentra unido y
estabilizado por los mismos

residuos que el sustrato
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endogeno (dihidroorotato). El
compuesto L27 es un
inhibidor de la DHODH de L.
major reportado que se une al
mismo sitio que el sustrato
endoégeno. Estos ultimos han
demostrado selectividad
sobre DHODH de L. major
con respecto a la DHODHHs.

*Ligandos que no se encuentran cocristalizados en la misma proteina con la que se realizo el

acoplamiento molecular.

La Tabla 13 enlista el valor de RMSD obtenido a partir del alineamiento entre el
ligando de referencia o sustrato enddgeno cristalizado, con la mejor conformacion
generada del mismo en el acoplamiento molecular por cada programa,
respectivamente. El RMSD determina la variacion en la conformacién que existe
entre ambas representaciones o modos de unidén. Se observa en dicha tabla que
los valores de RMSD se encuentran por debajo del limite establecido de 2 A para
la validacion del acoplamiento.*® Lo que demuestra que ambos programas tienen
la capacidad de generar modos de unidn y predecir energias de union confiables,
es decir, que son cercanos a los valores nativos de los ligandos estudiados. Los
valores de RMSD para UBCE2Lm y UBCE2Hs se refieren a la tendencia
encontrada para los 25 derivados bencimidazdlicos. Para el caso de aquellos
ligandos que no se encuentran cocristalizados en la misma proteina con la que se
realizd el acoplamiento molecular (marcados con asteriscos en Tablas 11 y 12),
esta capacidad del programa es aun mas notoria. De particular interés, es el caso
de la proteina obtenida por modelado por homologia (DHODHLmM) en donde se
logr6 obtener una conformacibn muy similar a la reportada por el ligando

cocristalizado en la proteina homologa en L. major, con un valor de RMSD de 0.00.

Las diferencias observadas en los valores de RMSD entre ambos programas
utilizados se debe a que en cada programa se utilizé una diferente funcién de
evaluacion y algoritmo de busqueda para el acoplamiento (ver Secciones 6.4.4 y

6.4.5). A pesar de estas diferencias, ambos muestran la misma tendencia positiva
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sobre los valores de RMSD, es decir, que se encuentran dentro del limite de 2 A.

Lo cual enriquece y contribuye a la validacion del acoplamiento molecular al
tratarse de dos métodos distintos (ATD4 y MOE) para obtener dichas

conformaciones para los ligandos.

Tabla 13. Valores de RMSD obtenidos para la validacién del acoplamiento molecular en

MOE y ATD4
Ligando de RMSD en A | RMSD en A Ligando de RMSDenA | RMSDenA
referencia o (ATD4) (MOE) referencia o (ATD4) (MOE)
sustrato sustrato
enddgeno enddgeno
(L. mexicana) (H. sapiens)
2,6-FBP 0.144 1177 1,6-FBP 1.703 1.617
NMD 1.42 1.35 NAD* 0.00 0.00
TND 1.38 1.745
NAD* 0.00 1.624
1,6-MBP 0.913 1.686 1,6-MBP 1.645 1.524
1,6-FBP 1.163 1.544 1,6-FBP 2.644 1.264
UBCE2Lm Menor a 2 Menor a 2 UBCE2Hs Menor a 2 Menor a 2
L27 0.00 0.227 L27 0.00 0.487
L28 0.00 0.082 L28 0.00 0.239
Orotato 0.00 0.049 Orotato 0.00 0.073

7.3.2 Resultados globales de energia de unién y coeficiente de
selectividad en la energia de union

Las Tablas 14 y 15 presentan los valores promedio de energia de union y
coeficiente de selectividad en términos de energia de unién obtenidos de los
derivados bencimidazoélicos (primeras 5 filas), asi como de los ligandos de
referencia. Los coeficientes de selectividad fueron calculados para cada blanco
molecular en L. mexicana en relacion con su correspondiente blanco ortélogo en el
Homo sapiens a partir de los resultados de energia de unién de MOE y ATD4,

respectivamente. Tanto el promedio de energia de union y coeficiente de
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selectividad mostrados en las Tablas 14 y 15 son representativos de los valores

individuales para cada derivado. (Ver anexo 11.3)

Tabla 14.Valores de energia de union promedio y coeficiente de selectividad en energia
de unién obtenidos en MOE para los 25 derivados bencimidazélicos y los ligandos de

referencia. Todos los valores de energia estan en kJ/mol

Parametro Gliceraldehido | Fructosa- Piruvato Complejo Dihidroorotato
-3-fosfato- 1,6- cinasa de Deshidrogenasa
deshidrogenas | bisfosfato (PYKLm | Ubiquitina (DHODHLmM y
a aldolasa y PYKHs) E2 DHODHHSs)
(GAPDHLm y (1,6- (UBCE2Lm
GAPDHHs) FBPALmMy y
1,6- UBCE2HSs)
FBPAHSs)
Promedio de
coeficiente de 1.27 0.86 1.01 1.04 1.85
selectividad en
energia de unién
sobre el blanco
en L. mexicana
(bencimidazoles)
Mejor energia de 22 3 13 17 25
union en L.
mexicana.
(bencimidazoles)
Mejor energia de 3 22 12 8 0
union en H.
sapiens.
(bencimidazoles)
Promedio de -9.64 -9.16 -9.07 -10.07 -14.68
energia de unién
en L. mexicana.
(bencimidazoles)
Promedio de -7.72 -10.79 -9.05 -9.66 -8.02
energia de unién
en H. sapiens.
(bencimidazoles)
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Coeficiente de NMD: 1.12 NSC697923: | L27:0.79
selectividad de 1,6-MBP: L29:
0.89 1.16 1.14
energia de unién TND: 1.28
de ligandos de BAY11-7082
. 0.99
referencia sobre
L. mexicana.
Energia de union NMD: 1,6-MBP: L29: NSC697923 L27:
de ligandos de -10.26 -15.27 861 : -10.79
referencia ylo TND: 1,6-FBP: -8.77 Orotato
sustratos -10.53 1526 | 26FBP: -10.44
u ' ' BAY 11- '
endégenos en L. NAD* -20.33 7082: Dho:
mexicana. -11.25 -6.78 -8.45
Energia de union NMD: 1,6-MBP: L29: NSC697923 L27:
. -9.18 :
de ligandos de TND- -17.08 -7.42 -13.63
referencia ylo -8.24 -7.68 Orotato:
NAD*: 1,6-FBP: 1,6-FBP:
sustratos -12.00 BAY 11- -12.83
endégenos en H. -17.60 -12.40 7082: Dho:
sapiens. -6.83 -9.42

7.3.2.1 Analisis de resultados de energia de uniéon y coeficiente de
selectividad de la Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDHLm
y GAPDHHs)

Se observa en ambas tablas (Tablas 14 y 15) que el promedio de las energias de
union entre los derivados y la GAPDHLmM es mayor que el valor de energia de
unién entre los inhibidores de referencia (NMD y TND) y el cofactor NAD* con la
misma enzima respectivamente. Lo anterior indica que los derivados en general no
muestran una mayor afinidad (en términos de energia de unidn) hacia este blanco
en el sitio de union del cofactor en relacidbn con los inhibidores reportados y al
mismo cofactor. Por otro lado, la energia de unién promedio entre los derivados
bencimidazoélicos y la GAPDHHs es menor en comparacién con el valor mostrado
por los inhibidores reportados con la misma enzima. Lo cual se ve reflejado en que

la mayoria de los derivados bencimidazélicos muestran una mejor energia de
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union hacia GAPDHLmM que a GAPDHHs (22 de 25y 16 de 9 derivados en MOE y
ATD, respectivamente). Sin embargo, el coeficiente de selectividad promedio que
presentan los derivados sobre la GAPDHLm es, en general, comparable o igual
que los inhibidores de referencia, con sélo unas décimas de diferencia, en especial

con respecto al inhibidor NMD.

7.3.2.2 Analisis de resultados de energia de unidon y coeficiente de
selectividad de la fructosa-1.6-bisfosfato aldolasa (1,6-FBPALmM vy 1,6-

FBPAHSs)

El promedio de las energias de union entre los derivados bencimidazdlicos y la
1,6-FBPALmM es mucho mayor que el valor obtenido para el inhibidor de referencia
(1,6-MBP) y el sustrato enddégeno (1,6-FBP) con la misma enzima,
respectivamente. De manera paralela, el promedio del coeficiente de selectividad
de los derivados sobre 1,6-FBPALmM es muy similar (diferencia en centésimas) al
del valor del inhibidor de referencia 1,6-MBP. Lo anterior refleja una pobre
selectividad en términos de energia de union, ya que 1,6-MBP es un inhibidor

competitivo conocido por ser poco selectivo sobre esta enzima.

Finalmente, al comparar el promedio de los valores de energia de union entre los
derivados y 1,6-FBPALm con la 1,6-FBPAHSs, en el caso de MOE, el valor para el
ortélogo en H. sapiens es mayor (lo cual coincide con su pobre coeficiente de
selectividad), mientras que estos dos valores varian unicamente por centésimas
en el caso de ATD4. Sin embargo, en ambos programas la mayoria de los
derivados bencimidazélicos presentan una mejor energia de union para 1,6-
FBPAHs en contraste con 1,6-FBPALm. Por lo cual, en general estos valores no

colocan a esta proteina como una diana prometedora para este estudio.
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Tabla 15. Valores de energia de union promedio y coeficiente de selectividad en energia
de unién obtenidos en ATD4 para los 25 derivados bencimidazélicos y los ligandos de

referencia. Todos los valores de energia estan en kdJ/mol

Parametro Gliceraldehido- | Fructosa- | Piruvato | Complejo Dihidroorotato
3-fosfato- 1,6- cinasa de Deshidrogenasa
deshidrogenasa | bisfosfato | (PYKLm | Ubiquitina (DHODHLm y
(GAPDHLmy aldolasa y E2 DHODHHSs)
GAPDHHs) (1,6- PYKHs) | (UBCE2Lm
FBPALmM y
Y UBCE2HSs)
1,6-
FBPAHS)
Promedio de 1.03 1.02 0.98 1.11 1.28
coeficiente de
selectividad en
energia de
union.
(bencimidazoles)
Mejor energia de 16 12 10 22 25
union en L.
mexicana.
(bencimidazoles)
Mejor energia de 9 13 15 3 0
union en H.
sapiens.
(bencimidazoles)
Promedio de -5.38 -5.00 -4.23 -6.24 -6.90
energia de unién
en L. mexicana.
(bencimidazoles)
Promedio de -5.33 -4.96 -4.36 -5.64 -5.51
energia de unién
en H. sapiens.
(bencimidazoles)
Coeficiente de NMD: 1,6-MBP: L29: NSC697923: L27:
selectividad de 0.93 0.95 0.89 0.86 1.13
energia de unién TND: BAY 11-
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de ligandos de 1.02 7082:
referencia sobre 1.06
L. mexicana.
Energia de union NMD: 1,6-MBP: L29: - NSC697923: L27:
de ligandos de -8.22 . 338 -3.26 -5.98
referencia ylo TND: . 2 6-FBP: BAY 11- Orotato:
sustratos -8.44 1,6-FBP: 7082:
| -8.76 : -5.87
enddgenos en L. NAD™: -7.37 -3.14
. -9.30 Dho:
mexicana.
-2.77
Energia de union NMD: 1,6-MBP: L29: - NSC697923: L27:
de ligandos de -8.86 e 4.26 -378 -5.30
referencia ylo TND: 1,6-FBP: BAY 11- Orotato:
sustratos -8.29 VOFER L ks 7082: -5.31
endégenos en H. NAD*: -9.04 -2.95 Dho:
Sapiens -7 -2.84

7.3.2.3 Analisis de resultados de energia de union y coeficiente de

selectividad de la piruvato cinasa (PYKLm y PYKHSs)

Continuando ahora con la PYKLm, el promedio de energia de unién entre la
proteina y los derivados bencimidazolicos es mas bajo que con el inhibidor de
referencia (L29), pero mucho mayor que con el ligando endoégeno de referencia (el
efector alostérico 2,6-FBP) en ambos programas. En este sentido, los valores de
energia de union promedio entre los derivados y la PYKLm, asi como con la
PYKHs son muy similares entre si, con sélo una ligera diferencia en centésimas
entre ambos programas. Esto ultimo se ve reflejado en su bajo coeficiente de
selectividad promedio, siendo uno de los mas bajos entre los blancos evaluados, y
en que la mayoria de los derivados presentan un mejor valor de energia de unién

para el blanco en H. sapiens que en L. mexicana.
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7.3.2.4 Analisis de resultados de energia de unidon y coeficiente de

selectividad del complejo conjugado de ubiquitina E2 (UBCE2Lm vy

UBCE2HSs)

El valor promedio de la energia de union entre los derivados bencimidazdlicos y la
diana UBCE2Lm es menor con respecto al mostrado por los inhibidores de
referencia (NSC697923 y BAY-117082). En este sentido, el valor promedio de
energia de unién entre los derivados y la UBCE2Lm también es menor con
respecto al que existe entre estos compuestos y el blanco UBCE2Hs. En contraste,
el promedio del coeficiente de selectividad es muy similar a los inhibidores ya
reportados, los cuales se sabe actuan sobre dicha diana tanto en L. mexicana

como en H. sapiens sin mostrar una selectividad clara.%

7.3.2.5 Analisis de resultados de energia de union y coeficiente de

selectividad de la dihidroorotato deshidrogenasa (DHODHLmM vy

DHODHHSs)

De manera notable, y con una tendencia no vista para los anteriores blancos en
ambos programas, el promedio de los valores de energia de unién entre los
derivados bencimidazélicos y la DHODHLmM es mucho mas bajo que el mostrado
por el inhibidor de referencia y los ligandos enddgenos. Este valor también es
mucho mas bajo con respecto al promedio entre estos derivados y la proteina
ortéloga en H. sapiens. En este mismo sentido, el promedio del coeficiente de
selectividad es notablemente mas alto que el del inhibidor de referencia, siendo el
mas alto de todos los blancos evaluados. Mientras que la energia de union
promedio es la mas baja entre todos los blancos evaluados. De igual manera,
todos los derivados bencimidazdélicos poseen un valor de energia de uniébn mejor
para DHODHLm con respecto a la ortéloga humana DHODHHSs, lo cual no es el
caso con ningun otro blanco evaluado. Las observaciones antes descritas para la

DHODHLm estan presentes, claramente, en ambos programas utilizados.

Debido a estos resultados (resumidos en la Tabla 16), se determiné a la
DHODHLm como la diana molecular mas prometedora en este trabajo y, por ende,

la ideal para los siguientes estudios del presente trabajo. Es importante destacar
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que el resto de los blancos moleculares podran ser utiles con propoésitos de

optimizacién y propuesta de nuevas series de compuestos. Por ejemplo, para el

caso de la UBCE2Lm (la segunda mejor diana), los derivados pueden ser

optimizados para incrementar el coeficiente de selectividad con respecto a los

inhibidores ya reportados (lo cuales se sabe no son selectivos y actuan sobre

dicha diana molecular tanto en L. mexicana como en H. sapiens). Esto podra ser

estudiado y evaluado en trabajos posteriores de nuestro grupo de investigacion.

Tabla 16. Resumen de resultados de acoplamiento molecular entre los derivados
bencimidazélicos y dianas estudiadas

GAPDHLmM 1,6- PYKLm UBCE2Lm DHODHLm
FBPALmM
Resultado de | Mayor Mayor Mayor Coeficiente Notablemente
acoplamiento energia de | energia de | energia de | de mejor energia
molecular de los | union que | unién que | unién que el | selectividad de unién sobre
derivados los los ligandos | sustrato bajo, muy | la DHODHLm
bencimidazélicos | inhibidores de endoégeno. similar a los | que sobre
con respecto a | de referencia | referencia. La mayoria | inhibidores DHODHHSs.
cada diana | y sustrato | Bajo de los | pocos Coeficiente de
molecular enddgeno. coeficiente derivados selectivos selectividad
estudiada. Bajo de presenta una | reportados. marcadamente
coeficiente selectividad. | mejor alto (El mejor
de Mejor energia de entre todos los
selectividad. | energia de | unidbn sobre blancos).
unién sobre | PYKHs. Menor energia
1,6-FPBAHSs. de union que
Bajo/pobre L
el inhibidor de
coeficiente ]
referencia y/o
de
sustrato
selectividad. .
enddgeno.
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7.3.3 Resultados individuales de energia de union y coeficiente de
selectividad en la energia de union sobre DHODHLm

La alta selectividad en la energia de unién y la notable baja energia de union de
los derivados bencimidazdélicos hacia DHODHLm, en contraste con la ortologa
humana y el resto de los blancos evaluados, se puede visualizar de manera
individual para cada derivado al comparar la energia de union entre ambas
proteinas (DHODHLmM y DHODHHSs), los derivados bencimidazodlicos y los ligandos
de referencia, asi como los coeficientes de selectividad en términos de energia
asociados a los mismos (Tabla 17).
Tabla 17. Valores de energia de union entre DHODHLm, DHODHSs, los derivados

bencimidazolicos y ligandos de referencia, asi como los coeficientes de selectividad
correspondientes. Todos los valores de energia estan en kd/mol

Coeficiente de
Blanco DHODHLm DHODHHs selectividad (energia de
unién)
Ligando MOE ATD4 MOE ATD4 MOE ATD4
1 -14.27 -8.90 -10.70 -7.43 1.33 1.20
2 -11.97 -6.72 -6.80 -3.93 1.76 1.71
3 - 14.62 -9.45 -9.43 -7.73 1.55 1.22
4 -12.48 -7.30 -7.87 -4.22 1.59 1.73
5 -13.80 -9.13 -10.73 -7.39 1.29 1.23
6 -13.10 -5.17 -7.08 -4.48 1.85 1.15
7 -13.31 -8.19 -9.58 -7.36 1.39 1.11
8 -12.73 -5.86 -7.03 -4.57 1.81 1.28
9 -14.48 -5.30 -6.79 -4.72 213 1.12
10 -15.28 -6.42 -7.58 -4.90 2.02 1.31
11 -15.84 -6.18 -7.76 -4.71 2.04 1.31
12 -15.42 -5.80 -7.47 -4.73 2.06 1.23
13 -16.25 -6.35 -7.59 -4.84 214 1.32
14 -14.75 -6.01 - 7.66 -4.33 1.92 1.39
15 -15.22 - 6.65 - 8.11 -4.70 1.88 1.41
16 -15.05 -6.42 -7.63 -4.47 1.97 1.44
17 - 15.56 -5.84 - 8.01 -4.44 1.94 1.32
18 -16.72 -6.26 -8.34 -5.82 2.01 1.08
19 -18.34 -7.26 -7.91 -5.82 2.32 1.25
20 -15.59 -6.79 -8.26 - 5.81 1.89 1.17
21 -15.60 -6.48 -7.86 -5.19 1.99 1.25
22 -15.07 -6.05 -7.58 -4.26 1.99 1.42
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23 -13.90 - 8.21 -7.23 -7.02 1.92 117
24 -14.73 -8.50 -7.80 -7.55 1.89 1.13
25 -12.90 -7.37 -7.78 -7.36 1.66 1.00
L27 -10.79 -5.98 -13.63 -5.30 0.79 1.13
Orotato -10.44 -5.87 -12.83 -5.31 NA NA
Dho -8.45 -2.77 -9.42 -2.84 NA NA

La Figura 33 muestra que el ligando 1 interacciona con residuos que forman parte
de las regiones S1 y S2, sitio catalitico y regién adyacente para ingresar al sitio
catalitico, respectivamente. Estos sitios son clave para la estabilizacion del
sustrato endégeno y actividad catalitica de la enzima DHODHLm. Estos residuos
se refieren a la Cys131, Leu72 y Met70 por mencionar algunos. De especial
interés, es su interaccion con Cys131, que funge como base catalitica para

sustraer un hidrégeno del dihidroorotato durante su transformacion al orotato.®’:106

GLN

A:139 Llig
o o7 P  an
A ki3 5 : K141
PRO S <Y .
A:132 o
VAL R
A:134 AR -
SER
SER A:130
A:69 .
GLY
A7l |
LEU
A:T2 LEU
kﬂ% A:102
SER GLY
Al0D  A:101
Interacciones:
U1 Wan der Waals "] Pi-Par de electrones

I Puente de hidrogeno convencional 1 Piadguilo
1 Pisulfuro

Figura 33. Diagrama 2D de las interacciones entre la DHODHLm y el ligando 1.

El ligando 1 también presenta interaccion con los residuos Leu102, Leu129,
Pro132, Asn133 y Val140, los cuales forman parte de las zonas S1 y S2. Aunado a
esta observacion, el ligando se localiza de manera cercana a otros residuos
importantes para la estabilizacion del sustrato endogeno, tales como Gly71,
Ser100, Gly101, Ser130, Val134 y GIn139. Dichas observaciones reflejan la

adecuada localizacion del ligando 1 en el sitio de interés. En este sentido, la
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Figura 34 muestra que el ligando 1 se encuentra posicionado dentro del sitio de
unién de interés, con la parte del bencimidazol en la zona S2 que hace referencia
a la zona adyacente al sitio catalitico y la parte del nitrobencilo dentro del canal de
la cavidad referente al sitio catalitico (zona S1). Esta conformacién permite
observar la importancia del metileno entre el bencimidazol y el benceno de la
molécula, para que este ultimo fragmento pueda ingresar al sitio catalitico debido a
la flexibilidad del carbono alifatico que une estas dos subestructuras. Con base en
la localizacién en la entrada de la cavidad catalitica y la energia de unidbn mas baja
del ligando 1 con respecto al sustrato enddégeno (Tabla 17), se podria inferir un

bloqueo en la entrada e interaccion del sustrato con el sitio catalitico.

Figura 34. Representacion 3D del complejo DHODHLm-ligando 1.

Una visualizacibn mas cercana en el sitio de union (Figura 35), permite observar
que, efectivamente, el ligando se encuentra interaccionando con residuos
importantes (Cys131, Leu72, Gly71, Leu129, Leu102, etc.) dentro del sitio de
interés. Es importante destacar que las interacciones entre el ligando 1 y la
DHODHLm son representativas de las presentes entre los 8 derivados

bencimidazdlicos de tamafo pequeno estudiados (serie ARM en la Tabla 4),
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variando solo algunos pocos de los residuos involucrados que forman parte de las

zonas de interés (S1y S2). Por ejemplo, Met70 en lugar de Leu72, etc.

Figura 35. Representacion 3D del complejo DHODHLm-ligando 1 en el sitio de unién.

Por otro lado, la Figura 36 muestra las interacciones presentes entre el ligando 16
y la DHODHLm, en donde el ligando es capaz de interaccionar con diferentes
residuos que forman parte de la region S1y S2, incluyendo Lys44, Leu72 y Met70.
De igual forma, se observa que el ligando se posiciona cerca de otros ligandos
importantes, tales como Asn68, Gly71, Asn128 y Pro132, que confirma su

posicionamiento adecuado dentro de los sitos de interés.
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Interacciones:

[ Van der Waals 1 Alguilo
I Puente de hidrogeno convencional 1 Pi-Alquilo
=3 pisulfuro

Figura 36. Diagrama 2D de las interacciones entre la DHODHLm y el ligando 16.

De manera general, esta tendencia se presenta con todos los compuestos de

mayor tamafio (series MolA, MolB y MolC en la Tabla 4).
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Las representaciones 3D obtenidas para el complejo ligando16-DHODHLm, a
partir de MOE y ATD4 (Figuras 37 y 38 respectivamente), posicionan al ligando
unido en la zona de interés (S1 y S2). Sin embargo, en el caso de ATD4 (Figura
38), la porcién del bencensulfonilo del ligando se coloca por arriba de la cavidad
catalitica, mientras que, en el caso de MOE (Figura 37), el ligando se encuentra
totalmente dentro de la cavidad. Estas diferencias se pueden deber a los
diferentes meétodos seguidos por cada programa (ver Seccion 6.4.4), y se
observan con algunos de los compuestos de mayor tamaro incluyendo el ligando
16. Por lo tanto, la dinamica molecular nos permitira tener una mejor idea del
comportamiento de este tipo de derivados en el sitio de unién de interés en la
DHODHLm.

Figura 37. Representacion 3D del complejo DHODHLm-ligando 16 obtenido en MOE.
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Figura 38. Representacién 3D del complejo DHODHLm-ligando 16 obtenido en ATD4.

Con la finalidad de entender con mayor detalle la alta selectividad en energia de
uniéon presentada por los derivados bencimidazélicos sobre la DHODHLm, se
comparan las interacciones entre uno de los ligandos con el coeficiente de
selectividad mas alto en ambos programas (ligando 10, ver Tabla 17) y la
DHODHLm y DHODHHSs (Figuras 39 y 40, respectivamente).
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ASN Ac45 g
THR A6E LYs
LI - SE .
Ash A2 K196 A.155$
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Ao W ro
ALA VAL A:132
A272 A1 A22 M;a o)
ILE cY GLN A AT73
AsSe  A2ds A276
TR GLY
ILE A:59 +
AlT94 &
Interacciones:
[ van der Waals [ Haldgeno (CL, Br, )
Puente de hidrdgena covencional ] A

[] Enlace carbono-hidrigeno ] Pigul

Figura 39. Diagrama 2D de las interacciones entre la DHODHLm y el ligando 10.
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La Figura 39 demuestra nuevamente que los derivados bencimidazolicos son
capaces de interaccionar con diferentes residuos que forman parte del sitio de
union de interés en DHODHLm (S1 y S2) y que participan en la estabilizacién del
sustrato enddégeno y en la actividad catalitica (Leu72, Met70, etc.). Mientras que la
Figura 40 pone en evidencia que, por un lado, los derivados bencimidazolicos sélo
interaccionan con algunos pocos residuos dentro del sitio de union en la
DHODHHSs, y por el otro que estos residuos con los que interaccionan no son los
reportados clave para la estabilizacion del sustrato y actividad catalitica en la
DHODHHSs.%” De especial interés es el nucleo de bencimidazol presente en los
compuestos estudiados, el cual forma interacciones con un niumero considerable
de residuos dentro del sitio de interés en la DHODHLm, incluyendo aquellos clave
para la estabilizacion del sustrato enddégeno y actividad catalitica (Met70, Asn68,

Cys131, etc.), fendbmeno que no sucede con la DHODHHs.
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[ ] Wan der Wasts B Fi-Sigma
B Fuente de hidrégeno convencional B Amida-Apilamiento Pi
1 Halégena (CI, Br, 1) [ Pi-Aiquilo

Figura 40. Diagrama 2D de las interacciones entre la DHODHHSs y el ligando 10.

De manera complementaria, las Figuras 41 y 42 reflejan la gran diferencia en el
sitio de unidén entre ambos blancos, lo que permite explicar mejor la selectividad en
energia de unidbn mostrada por los derivados bencimidazélicos sobre la

DHODHLm. Para empezar, la Figura 41 presenta al ligando 10 dentro de la
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cavidad catalitica en DHODHLm, por lo que podria inferirse que su posicion aqui
impida la entrada del sustrato enddgeno, al igual que cualquier coactivador de la

enzima, como el FMN.

Figura 41. Representacion 3D del complejo DHODHLm-ligando 10.

Por otro lado, la Figura 42 muestra que sélo la parte del diclorofenilo del ligando

10 se posiciona cerca del sitio de interés en DHODHHS.

Figura 42. Representacion 3D del complejo DHODHHs-ligando 10.

La Figura 43 muestra de manera mas detallada cémo el ligando 10 se encuentra
en el sitio catalitico de la DHODHLm, y como éste se encuentra interaccionando

con residuos que permiten la estabilizacién del sustrato endégeno (Met70, etc.).
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Figura 43. Representacion 3D del complejo DHODHLm-ligando 10 en el sitio de unién.

Finalmente, las Figura 43 y 44 muestran la gran diferencia entre la DHODHHs y la
DHODHLm en el sitio de union, asi como en la localizacion del ligando 10. Lo que
permite ver a mas detalle el porqué de la selectividad en energia de union

presentada por los derivados bencimidazélicos sobre la DHODHLm.

Figura 44. Representacion 3D del complejo DHODHHSs-ligando 10 en el sitio de unién.

7.4 Dinamica molecular

La dindamica se realizd con dos derivados bencimidazolicos distintos, uno de
tamano pequeno (ligando 3, representando la serie ARM) y uno de mayor tamano

(ligando 19, representando las series MolA, Molb y MolC), con la finalidad de
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observar el compartimiento de ambos subgrupos de compuestos de la serie de

bencimidazoles en el sitio de unién de interés en la DHODHLm. (Ver Seccion 6.5)

7.4.1 Resultados del ligando 3

El estudio de dinamica molecular se corri6 durante 25 ns. El movimiento del

ligando 3 a lo largo de la dinamica se encuentra representado en la Figura 45 en

términos de RMSD (nm).

RMSD del ligando 3 a traves de los 25 ns
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Figura 45. Valores de RMSD del ligando 3 en el lapso de la MD (25 ns).

El RMSD del ligando 3 en el tiempo cero se refiere al valor que presenta la mejor
conformacién obtenida en ATD4 para este ligando (ver secciéon 6.5), y cuyo valor
aumenta conforme transcurre la dinamica hasta alcanzar un maximo alrededor de
los 8100 ps, a partir del cual se mantiene constante, observandose una ligera
disminucién en el valor de RMSD en el rango de tiempo 15340-18940 ps. Después
de este lapso, el valor de RMSD sube y vuelve a la tendencia previa,

manteniéndose relativamente constante (fluctuando en un maximo de 0.2 nm) por
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el resto de la dinamica, indicando que, probablemente, en este lapso el ligando
posee la conformacion correspondiente al modo de unibn a DHODHLmM mas
estable. Este valor constante de RMSD relativo entre 8100 a 25000, concuerda
con la alta similitud entre los distintos complejos ligando 3-DHODHLm que

corresponden a este lapso de la dinamica. (Figuras 48 y 49)

En ningun momento de la dinamica (Figura 45) ocurre un cambio considerable en
el valor de RMSD que demuestre que el ligando se separa del sitio de union de
interés o bien que deje de formar el complejo ligando-receptor. Esta observacion
junto con el valor relativamente constante de RMSD demuestran que la union del
ligando a la DHODHLmM es estable y favorable durante todo el tiempo de la
dindmica. Tiempo en el cual de manera hipotética el ligando podria inhibir el

blanco.

Las Figuras 46-49 representan al complejo ligando 3-receptor en diferentes puntos
a lo largo de la dinamica. En la Figura 46, el ligando presenta la conformacién
obtenida por el acoplamiento molecular y representa al tiempo cero de la dinamica.
De manera similar a lo descrito anteriormente en los resultados de acoplamiento
molecular (seccion 7.3.3), el ligando 3 se encuentra interactuando con residuos en
la zona de interés, S1 y S2. Con la parte del bencimidazol interactuando con
ambas partes, y la parte del bencilo posicionada en la cavidad catalitica donde se
une el sustrato enddgeno, lo que podria implicar el bloqueo de la entrada del

sustrato y, por lo tanto, la inhibicion de la enzima.
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Figura 46. Representacion del complejo DHODHLm-ligando 3 inicial de la MD.

Conforme la dinamica transcurre, el ligando comienza a moverse dentro del sitio
de wunién buscando un nuevo minimo local de energia sin despegarse
bruscamente del mismo, reflejando su gran afinidad sobre éste. Mientras que los
sitios sufren cambios conformacionales en donde comienzan a envolver cierta
porcion del ligando y permiten su entrada a la zona hidrofébica de la misma

proteina. (Figura 47).
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Figura 47. Representacion del complejo DHODHLm-ligando 3 a los 5000 ps de la MD.

En el tiempo de 8500 ps, en donde se observa que se alcanza un maximo de
RMSD que se mantiene relativamente constante hasta el final de la dinamica
(Figura 45), el ligando se encuentra envuelto por residuos que forman parte del
sitio adyacente (S2), mientras que ambos sitios (S1 y S2) han sufrido cambios
notables en su conformacion que podria afectar la unién y estabilizacion del
sustrato endégeno para que la enzima lleve a cabo su actividad catalitica (Figura
48).
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Figura 48. Complejo 3D Ligando 3-DHODHLm a los 8500 ps de la MD.

La Figura 49 (complejo ligando-receptor al final de la MD) muestra que el ligando
no ha cambiado mucho en su posicion con respecto a la Figura 48, demostrando
que el ligando alcanz6 una conformacion estable indicado por la constante en los
valores de RMSD mostrados en la Figura 45. De igual forma, el ligando se
encuentra posicionado en el sitio S2 y el sito de catalitico (S1), los cuales han
sufrido cambios conformacionales espacialmente importantes. Estos dos
fendmenos podrian prevenir la union del sustrato endogeno, tanto por la alta
energia de union del derivado bencimidazolico hacia el sitio de unién y bloqueo
estérico, como por los cambios conformacionales del sitio de unién que podrian no

favorecer la interaccion con el sustrato enddgeno.
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Figura 49. Representacion del complejo DHODHLm-ligando 3 al final de la dinamica.

En este sentido, el ligando 3 interacciona con residuos que son clave para la union
y estabilizacion del sustrato durante toda la dinamica (Tabla 18). De principal
interés es su interaccion con la Cys131 y los diferentes tiempos discutidos aqui
(Tabla 18). Esta observacion, junto con la mejor energia de unién del ligando 3
con respecto al sustrato enddgeno, podrian sugerir un impedimento en la

interaccion entre la Cys131 (residuo catalitico) y el sustrato enddégeno por parte

del ligando 3.
Tabla 18. Residuos de la proteina DHODHLm con los que interactua el ligando 3 durante
la MD
Figura (tiempo) Residuos que Otros residuos que Otros Residuos
estabilizan el sustrato | forman parte de las con los que
endégeno o zonas S1y S2 interacciona

participan en la

actividad catalitica

46 (inicio de la Pro132, Val134,
dinamica) Met70, Leu72 y Cys131 Val140, GIn139, Ser69 y Asn54
Leu129, Leu102y
Asn133
47 (5000 ps) Gly71, Leu72 y Cys131 Leu 102 y Asn 133. Ser69 y Lys215
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48 (8500 ps) Ser100 y Cys131 Leu102 Arg51, Lys215
49 (final de la Cys131, Ser100 y Leu102, Asn133, Arg51
dinamica) Leu72 Gly101

En la Figura 50, se grafican los valores de RMSF para la cadena principal y la
cadena lateral de la DHODHLm. El valor de RMSF, en la Figura 50, representa el
promedio de la desviacibn en el espacio (RMSD) para los residuos de la
DHODHLm durante la dinamica. El grafico ilustra que los residuos importantes y
principales para la estabilizacion del sustrato enddégeno y actividad de la enzima
(Lys44, Asn68, Met70, Gly71, Leu72, Ser100, Asn128, Asn195 y Se196) no
muestran una gran variacion en el valor de RMSF, tanto en la cadena lateral como
en la principal, lo cual indica que, efectivamente, estdn interaccionando
fuertemente con el ligando 3 y siendo estabilizados por el mismo, previniendo su
libre movimiento. Cabe notar que, el RMSF de la cadena lateral alcanza valores
mas altos con respecto al RMSF de la cadena principal. Esto se puede deber al
mayor numero de grados de libertad asociados con las cadenas laterales de los
residuos (sustituyentes) en comparaciéon con la cadena principal, constituida
principalmente por los fragmentos de la proteina que participan en enlaces

peptidicos y que ademas forman la estructura secundaria.
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Valor de RMSF por residuo

RMSF [nm)

Figura 50. RMSF de la cadena principal y lateral de los residuos de la DHODHLmM en
presencia del ligando 3.

Por otro lado, los puentes de hidrégeno formados a lo largo de la dinamica entre el
ligando y el receptor (DHODHLmM) se encuentran graficados en la Figura 51. En la
misma, se observa que se comienza con un numero de cuatro puentes de
hidrégeno, los cuales estan asociados con la mejor conformacién generada por el
estudio de acoplamiento. Conforme el tiempo de la dinamica transcurre, el nimero
de puentes de H comienza a fluctuar considerablemente, alcanzando un valor
maximo de 6. Este tiempo coincide con el cambio acelerado del RMSD en el
tiempo de 40-8100 ps. Después de este tiempo, el numero de puentes de
hidrbgeno se mantiene relativamente constante, fluctuando entre 0/1 a 4. Este
comportamiento puede ser explicado a que se parte de la conformacion generada
por el acoplamiento molecular con un numero de puentes de hidrégeno asociados,
los cuales comienzan a fluctuar conforme el ligando busca nuevos minimos
locales energéticos de su interaccion con la DHODHLm, hasta que encuentra una
conformacion estable (energéticamente favorecida) en donde el numero de
puentes de hidrogeno se mantiene relativamente constante al igual que los valores
de RMSD (Figura 45).
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Puentes de hidrégeno a lo largo de los 25 ns
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Figura 51. Puentes de hidrégeno presentes entre la DHODHLm y el ligando 3 durante la
MD.

Finalmente, la Figura 52 complementa los resultados antes discutidos con
respecto a los valores de RMSD y numero de puentes de hidrogenos presentes.
En esta figura, se representa al numero de pares de atomos entre la proteina y
ligando que se encuentran con una aproximacion de 0.35 nm. De manera simple,
esto se asocia con una mayor probabilidad de formacién de interacciones ligando-
proteina. Aunque es importante aclarar que no forzosamente todas las

aproximaciones son favorables.
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Pares de atomos dentro de 0.35 nm a lo largo de los 25 ns
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Figura 52. Pares de atomos ligando 3-receptor dentro de 0.35 nm durante la MD.

En este sentido, al principio el numero de pares de atomos ligando-receptor dentro
de 0.35 nm tiene un buen valor ya que se trata de la mejor conformacién generada
para el ligando, después este numero comienza a fluctuar debido a que el ligando
busca otro minimo local y al encontrar el modo de union mas estable en el tiempo
de la dinamica, éste se mantiene constante, de manera general, durante el resto

de la dinamica. (Ver Figura 52)

7.4.2 Resultados del ligando 19

De manera analoga al ligando 3, la Figura 53 presenta los valores de RMSD del
ligando a lo largo de los 25 ns de la dinamica. Para este caso, el valor de RMSD
es relativamente constante desde un principio de la MD, fluctuando dentro de un
rango de 0.2 unidades de manera ciclica. Esto es indicativo de que la
conformacioén del ligando inicial, la cual fue generada por el programa de
acoplamiento, refleja muy probablemente el modo de unidbn mas estable y cercano
al nativo del ligando hacia la DHODHLm, contribuyendo a la validacion de los

modos generados en el acoplamiento.
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Los valores de RMSF para la cadena lateral y cadena principal de la DHODHLm

en presencia del ligando 19 (Figura 54) siguen la misma tendencia observada con
el ligando 3; es decir, que los residuos que participan de manera directa en la
estabilizacion del sustrato enddgeno presentan un bajo valor de RMSF, indicando

un menor movimiento en el lapso de la dinamica resultado de su fuerte interacciéon

y estabilizacion con el ligando 19.

RMSD del ligando 19 a través de los 25 ns
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Figura 53. Valores de RMSD del ligando 19 en el lapso de la MD (25 ns).
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Valor RMSF por residuo

m— RMSE cadena lateral

RMSF [nm)
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Figura 54. RMSF de la cadena lateral y principal de los residuos de la DHODHLmM en
presencia del ligando 19.

El numero de puentes de hidrégenos a lo largo de los 25 ns de la MD, graficados
en la Figura 55, converge con los resultados de RMSD mostrados en la Figura 52,
ya que, practicamente, el numero de puentes de hidrogeno no cambia a lo largo
del tiempo. Esto muestra una constante en el numero de puentes de hidrégeno
presentes entre el ligando y el receptor (DHODHLm), lo cual prueba, nuevamente,
la estabilidad asociada al modo de unidbn generado y presentado por el

acoplamiento molecular en un inicio.
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Puentes de hidrégeno a lo largo de los 25 ns
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Figura 55. Puentes de hidrogeno presentes entre la DHODHLm y el ligando 19 durante la
MD.

Para el caso de los pares de atomos ligando-receptor dentro de 0.35 nm (Figura
56), estos tienen una tendencia similar a la observada para los parametros
anteriores. En general, se trata de una variacion ciclica asociada a los valores de
RMSD constantes que oscilan dentro de un mismo rango a lo largo de la dinamica
(Figura 53) y se ve reflejado en el numero, relativamente constante, de puentes de
hidrogeno presentes entre el ligando y el receptor en el lapso de la dinamica
(Figura 55). Esto se debe a que el numero de aproximaciones entre estos pares
de atomos, de manera simple, se asocia con una mayor probabilidad en la
formacion de interacciones intermoleculares, incluyendo puentes de hidrégeno.
Las diferencias entre estos dos parametros (Figuras 54 y 55) se deben a que no
todas las aproximaciones son favorables o involucran puentes de hidroégeno, si no
otro tipo de interacciones, lo cual refleja la importancia de otras interacciones

(hidrofobicas, etc.) para la estabilizacion del complejo ligando-receptor.'%
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Pares de atomos dentro de 0.35 nm alo largo de los 25 ns
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Figura 56. Pares de atomos ligando 19-receptor dentro de 0.35 nm durante la MD.

Las Figuras 57-60 representan al complejo ligando 19-receptor en distintos
tiempos a lo largo de los 25 ns de simulacién. EI complejo en la Figura 57 muestra
el primer punto en la dinamica y corresponde al modo de union del ligando
generado por acoplamiento. La posicién del ligando en el sitio de union en las
diferentes figuras coincide con el comportamiento descrito para el RMSD en la
Figura 53, en donde los valores de RMSD mantienen una fluctuacion constante
dentro de un rango. En este sentido, el ligando en las Figuras 57 y 59,
correspondientes a los tiempos inicial y 20,000 ps, respectivamente, se encuentra

por encima o a lado del sitio de union.

97



2 RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 57. Representacion 3D del complejo DHODHLm-ligando 19 en el punto inicial de
la MD.

Mientras que en las Figuras 58 y 60, que corresponden a los tiempos 10000 y
25000 ps, respectivamente, el ligando se encuentra justo por delante del sitio de
unién, bloqueando su acceso lo que, hipotéticamente, impediria la unién del

sustrato endogeno.

Figura 58. Representacion 3D del complejo DHODHLm-ligando 19 a los 10000 ps de la
MD.
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El comportamiento descrito en las Figuras 56-59, demuestra la gran afinidad del

ligando 19 por el sitio de interés a lo largo del estudio de MD.

Figura 60. Representaciéon 3D del complejo DHODHLm-ligando 19 a los 25000 ps de la
MD.
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Durante los diferentes tiempos de la dinamica, representados en las Figuras 57-60,
el ligando es capaz de interaccionar con diferentes residuos que forman parte de
las zonas de interés (Tabla 19), incluyendo aquellos que estabilizan el sustrato
endoégeno (Leu72, etc.) y que participan en la actividad catalitica de la enzima
(Cys131). Lo que al igual que el ligando 3, podria impedir la actividad de la enzima
sobre el sustrato endoégeno, ya sea por bloqueo directo/estérico de su paso al sitio
catalitico o su alta interaccidén con los residuos necesarios para la estabilizacion y

unién con el sustrato endogeno.

Tabla 19. Residuos de DHODHLm que interactuan con el ligando 19 durante la MD

Figura (tiempo) Residuos que Otros residuos que Otros residuos
estabilizan el sustrato | forman parte de las con los que
endégeno o zonas S1y S2 interacciona

participan en la

actividad catalitica

57 (inicial) Cys131 Leu102, Gly101, Ala49, Pro48,
Val140 Arg51, Cys150
58 (10000) Cys131, Leu72 Asn133 Ly215
59 (20000 ps) Leu72, Cys131 Leu102, Val140 Arg51
60 (25000 ps) Cys131, Leu72 Leu102, Asn133 Arg51

Los valores de energia de unién entre la DHODHLm y los ligandos 3 y 19 (Tabla
20), determinados en la MD, demuestran que ambos ligandos tienen una afinidad
similar hacia la DHODHLm a pesar de las ligeras diferencias existentes entre los
modos de union de ambos ligandos, con una T-student en donde no se encontro
diferencia significativa. Ademas, ambos interaccionan con los residuos clave para
la unién y estabilizacion del sustrato enddgeno, asi como para la actividad de la
enzima (Lys44, Asn68, Met70, Gly71, Leu72, Ser100, Asn128, Asn195 y Ser196).
Con base en estos resultados y a la tendencia mostrada en el acoplamiento, en
general, se espera que los 25 derivados bencimidazolicos tengan un

comportamiento similar.
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Tabla 20. Energia de unién de los ligandos 3 y 19 obtenida en MD durante los ultimos 5

ns
Ligando Energia de union promedio mas la
desviacion estandar
Ligando 3 -115.876 = 21.057 kJ/mol
Ligando 19 -84.766 + 19.474 kd/mol

7.5 Construccion del farmacoforo

Esta seccidon del trabajo tiene como finalidad identificar las caracteristicas
electrénicas, estéricas y estructurales requeridas en los bencimidazoles
estudiados para su adecuada interaccion con la DHODHLm. Para la construccién
del farmacéforo se siguidé la metodologia descrita en la Seccion 6.6. En primera
instancia, se eligieron los compuestos mas prometedores para la DHODHLm y de
los cuales se obtendran las caracteristicas farmacoféricas. Para ello, se utilizaron
los valores de energia de union y coeficiente de selectividad asociado de los 25
derivados bencimidazodlicos y ligandos de referencia con respecto a la DHODHLmM
(Tabla 17). Para elegir dichos compuestos, se realizaron dos acciones distintas: un
tratamiento de datos por ranqueo y una estrategia de evaluacion consenso de
ranqueo por voto, respectivamente. La Tabla 21 presenta los resultados del
tratamiento por ranqueo de las energias de unidbn entre los derivados
bencimidazoélicos y la DHODHLm. Mientras que en la Tabla 22, se encuentran los
resultados del tratamiento por ranqueo de los coeficientes de selectividad sobre la
DHODHLm, en términos de energia de unidén, de los 25 derivados

bencimidazdlicos.
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Tabla 21.Tratamiento de los valores de energia entre los derivados benicmidazdlicos,
ligandos de referencia y la DHODHLm

ATD4 MOE
Ligando Energia Energia de
de unién Ranking union (kJ/mol) | Ranking
(kdJ/mol)

1 -8.90 3 -14.27 17
2 -6.72 11 -11.97 25
3 -9.45 1 -14.62 15
4 -7.30 8 -12.48 24
5 -9.13 2 -13.80 19
6 -5.17 27 -13.10 21

7 -8.19 6 -13.31 20

8 -5.86 23 -12.73 23

9 -5.30 26 -14.48 16
10 -6.42 14 -15.28 9
11 -6.18 18 -15.84 4
12 -5.80 25 -15.42 8
13 -6.35 16 -16.24 3
14 -6.01 20 -14.75 13
15 -6.65 12 -15.22 10
16 -6.42 15 -15.05 12
17 -5.84 24 -15.56 7
18 -6.26 17 -16.72 2
19 -7.26 9 -18.34 1
20 -6.79 10 -15.59 6
21 -6.48 13 -15.60 5
22 -6.05 19 -15.07 11
23 -8.21 5 -13.90 18
24 -8.50 4 -14.73 14
25 -7.37 7 -12.90 22
L27 -5.98 21 -10.79 26
27 -5.87 22 -10.44 27

(Orotato)

Dho -2.77 28 -8.45 28
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Tabla 22. Tratamiento de los valores de coeficiente de selectividad sobre la DHODHLm,
en términos de energia, de los derivados bencimidazolicos

Ligando Ranking Ranking
MOE ATD4

1 24 17
2 19 2

3 22 16
4 21 1

5 25 14
6 17 20
7 23 24
8 18 11
9 3 23
10 6 10
11 5 8
12 4 15
13 2 9
14 12 6
15 16 5
16 10 3
17 11 7
18 7 25
19 1 13
20 15 19
21 9 12
22 8 4
23 13 18
24 14 22
25 20 26

La segunda parte de la metodologia (Seccion 6.6), la estrategia de ranqueo por

voto, permite tomar en cuenta un consenso en ambos programas (Tabla 23). Esta

se realizd para la identificacion de los compuestos mas prometedores para la

unién con la DHODHLm. Dicha estrategia se encuentra descrita a detalle en la

Seccidbn 6.6. Los criterios para

la asignacion de votos a
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bencimidazoles estudiados fueron que su energia de unidon se encuentre en la
mitad superior del ranqueo (S50%), que dicho ranqueo de energia sea mejor con
respecto al ligando de referencia (MLR), que el ranqueo del coeficiente de
selectividad en energia de unién se encuentre dentro de los 10 mejores (10 MCS),
que la energia de unidn sea mejor que la del sustrato endégeno (MSE) y que el
namero de anillos aromaticos (NAR) sea igual o menor a 3.

Tabla 23. Resultados de la estrategia de ranqueo por voto para los derivados

bencimidazélicos. Cada voto asignado en cada criterio se hizo por programa (2 maximo, 1
por programa respectivamente)

Ligando Ranking | Ranking | S50 % | MLR 10 MSE NAR Conteo de
Energia Energia MCS votos
de uniéon | de unidén

MOE ATD4
1 17 3 1 2 0 2 0 5
2 25 11 1 2 1 2 0 6
3 15 1 1 2 0 2 0 5
4 24 8 1 2 1 2 0 6
5 19 2 1 2 0 2 0 5
6 21 27 0 1 0 2 0 3
7 20 6 1 2 0 2 0 5
8 23 23 0 1 0 2 0 3
9 16 26 0 1 1 2 -1 3
10 9 14 1 2 2 2 -1 6
11 4 18 1 2 2 2 -1 6
12 8 25 1 1 1 2 -1 4
13 3 16 1 2 2 2 -1 6
14 13 20 0 2 1 2 -1 4
15 10 12 2 2 1 2 -1 6
16 12 15 1 2 2 2 -1 6
17 7 24 1 1 1 2 -1 4
18 2 17 1 2 1 2 -1 5
19 1 9 2 2 1 2 -2 5
20 6 10 2 2 0 2 -1 5
21 5 13 1 2 1 2 -1 5
22 11 19 1 2 2 2 -1 6
23 18 5 1 2 0 2 -2 3
24 14 4 1 2 0 2 -2 3
25 22 7 1 2 0 2 -2 3

104



2 RESULTADOS Y DISCUSION
Se considero el numero de anillos aromaticos (NAR, en la Tabla 23) presentes en
la molécula, ya que esta caracteristica ha demostrado estar asociada con
propiedades fisicoquimicas (LogP, solubilidad, toxicidad hERG, unién a proteinas,
etc.) que afectan su desarrollo, biodisponibilidad, evaluacién in vitro e in vivo,
formulacién, etc. del compuesto, es decir, su potencial de emerger como un
farmaco para el tratamiento de la enfermedad objetivo (druglikeness). En este
sentido, la mayoria de los farmacos aprobados presentan de 0 a 3 anillos
aromaticos y se ha demostrado, a partir de distintos estudios, que al aumentar
este numero de anillos aromaticos decrementa las propiedades antes

mencionadas, haciéndolas inadecuadas para el desarrollo del producto.'07:108

En la Tabla 23, 7 compuestos de los 25 derivados bencimidazdlicos alcanzaron un
alto puntaje (6 votos). Considerando el hecho de que si un compuesto presenta
valores similares de modos de union y energia de unién en dos programas
(consenso), es mucho mas probable que estos valores sean los mas cercanos a la
forma nativa del mismo.®° Por lo tanto, se busco sélo aquellos compuestos de
estos 7 derivados que tuvieran un coeficiente de selectividad dentro de los 10
mejores valores para ambos programas (2 votos bajo el criterio de 10 MCS en la
Tabla 23). Con este enfoque, sélo los compuestos 10, 11, 13, 16 y 22 cumplen con
este criterio. De éstos, los compuestos 10, 11 y 13 forman parte del subgrupo de
compuestos MolA, mientras que los compuestos 16 y 22 representan al subgrupo
Molb (Ver Tabla 4 para los subgrupos). Por lo cual, con base en la premisa
anterior respecto al consenso, se identificé aquel compuesto de cada grupo en el
que la energia de union es la mas cercana en ambos programas (Ver Tablas 21 y
23). A partir de este ultimo enfoque, se obtuvo el compuesto 10 del subgrupo MolA

y el compuesto 16 del subgrupo MolB (Ver Tabla 4 para los subgrupos).

Las caracteristicas electronicas y estructurales que estan presentes en ambos
compuestos, ligandos 10 y 16, y que son necesarios para la interaccion con la
DHODHLmM se muestran en las Figuras 61 y 63, respectivamente. Estas

caracteristicas farmacoféricas fueron obtenidas utilizando la herramienta de MOE.

105



» RESULTADOS Y DISCUSION
Para ambos compuestos, estas caracteristicas corresponden a tres componentes
de aceptores de puentes de hidrégeno (representado con Acc, color azul), 2
componentes aromaticos (representado con Aro, color naranja) y un componente

hidrofobico (representado con Hyd, color verde) (Ver Figuras 61 y 63).

Figura 61. Farmacoforo del ligando 10. Esferas color azul: componente aceptor de
puentes de hidrégeno; Esferas color naranja: componente aromatico; Esferas color verde:
componente de interacciones hidrofébicas.

Uno de los componentes de Acc es el nitrdgeno de la posicién 3 del bencimidazol,
cuyo par de electrones no estd comprometido en la aromaticidad del anillo.
Mientras que los otros dos componentes Acc hacen referencia a los oxigenos de
la sulfonamida (Figuras 61-64). El nitrogeno en la posicion 3 del bencimidazol en
el ligando 10 interactua con la Asn195 (residuo importante para la estabilizaciéon
del sustrato enddgeno) por puente de hidrégeno (Figura 62), mientras que en el
ligando 16 este mismo nitrbgeno forma un puente de hidrégeno con la Lys44
(Figura 64), otro residuo importante para la estabilizacion del sustrato endogeno.
En el caso de los oxigenos de la sulfonamida, éstos participan por medio de
puentes de hidrogeno con distintos residuos, incluyendo la Asn195 y la Leu72 en
el ligando 10 y 16, respectivamente (Figuras 62 y 64), los cuales son residuos

importantes en la estabilizacién del sustrato endégeno de la enzima.
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Figura 62. Diagrama 2D de interacciones entre la DHODHLm y el ligando 10.
Para el caso de los componentes aromaticos (Aro, color naranja en Figuras 61 y
63), estos se refieren al nucleo aromatico del bencimidazol en ambos ligandos: 10
y 16. Este interacciona con distintos residuos del sitio de unién de la enzima por
medio de diferentes tipos de interacciones. De particular interés, es la interacciéon
de estos anillos aromaticos tanto en el ligando 10 como 16, con la Met70 por
medio de la interaccion n-alquil (Figura 62 y 64 respectivamente), el cual es un

residuo que contribuye a la estabilizacion del sustrato endégeno.
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Figura 63. Farmacoforo del ligando 16. Esferas color azul: componente aceptor de
puentes de hidrégeno; Esferas color naranja: componente aromatico; Esferas color verde:
componente de interacciones hidrofobicas.

El componente del farmacoforo hidrofébico para ambos ligandos (Hyd, color verde
en Figuras 60 y 62) hace referencia al atomo de cloro unido al nucleo de
bencimidazol y que interactua con diferentes residuos adyacentes al sitio de union

que contribuyen a la estabilizacion de la unidn entre ambos ligandos y la

DHODHLm (Figuras 61y 63).
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Figura 64. Diagrama 2D de las interacciones entre la DHODHLm y el ligando 16.
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Las interacciones presentes entre los componentes farmacoféricos y residuos
clave en el sitio de unién de interés, demuestran la importancia de la presencia del
nucleo de bencimidazol clorado y la sulfonamida para favorecer la unidén e
interaccion entre los derivados bencimidazélicos y la DHODHLm en el sitio de
unidn de interés. Por Ilo anteriormente descrito, estas caracteristicas
farmacoféricas se usan como base en las transformaciones quimicas propuestas
realizadas a los derivados bencimidazdlicos de partida en la seccidon

correspondiente al DIFAC.

7.6 DIFAC (propuestas y diseio)

Se disefaron otros compuestos bencimidazolicos siguiendo la metodologia
descrita en la Seccidén 6.7, partiendo de los ligandos 10 y 16 como esqueleto base,
asi como de sus caracteristicas farmacoféricas (ver Seccién 7.5) como criterios
requeridos para la construccién de los compuestos. Esto con el fin de proponer
otros compuestos basados en la informacion de energia de unién y selectividad en
términos de la misma energia de los derivados bencimidazdlicos estudiados en el
presente trabajo, incluyendo los ligandos 10 y 16, sobre la DHODHLm. Se espera
que éstos tengan actividad antiparasitaria y propiedades de energia de union y
selectividad similares o mejores a las presentadas por los 25 derivados

bencimidazdlicos.

Se obtuvieron 735 compuestos empleando la herramienta Medchem, en el
programa MOE, la cual permite cambiar diferentes fragmentos de la molécula a
partir de un base de datos de quimica farmacéutica, respetando los criterios
establecidos por el farmacéforo. Los compuestos se filtraron, seleccionando
aquellos que cumplen con la regla de los cinco de Lipinski, que presentan el
nucleo de bencimidazol deseado y una energia de unién hacia la DHODHLm igual

o0 menor que los ligandos de partida: ligandos 10 y 16. (Ver Figura 65)
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Figura 65. Esquema de los resultados de las transformaciones en Medchem vy los filtros
para el DIFAC.

En la Figura 66, observamos a los 71 compuestos bencimidazolicos obtenidos
(esferas color rojo), los cuales se encuentran distribuidos en un sitio dentro del
espacio quimico relativamente cercano a los derivados bencimidazédlicos de
partida (esferas color azul), pero el cual no es explorado por estos ultimos. Por lo
cual, las transformaciones quimicas en Medchem permitieron explorar y obtener
distintos compuestos a los de partida que poseen algunas propiedades
fisicoquimicas o estructurales distintas que podrian resultar en una mejor union
hacia DHODHLm, mientras mantienen las propiedades farmacoféricas deseadas

para la misma union.

@ Bencimidazoles de partida @ DIFAC

Figura 66. Espacio quimico de los 25 derivados bencimidazoélicos de partida y los 71
compuestos obtenidos en DIFAC. Diagrama obtenido en DataWarrior.%
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A pesar de la exploraciéon en la diversidad de compuestos en el espacio quimico
permitida por las transformaciones en Medchem, los 71 compuestos generados
estan situados cerca de los farmacos aprobados y antiparasitarios dentro del
espacio quimico (Figura 67), por lo cual se espera que esos compuestos
obtenidos por DIFAC continuen teniendo propiedades fisicoquimicas y biologicas
similares a los farmacos aprobados y antiparasitarios reportados. En caso de
encontrarse biolégicamente activos, estos compuestos, en un futuro, puedan ser
desarrollados como posibles farmacos.
pc2

A 2 3
4 3.2 -1 0 1
8 % 3o S35 hs ab 35| 4

pc3

@ Antiparasitarios aprobados @ Bencimidazoles de partida
@ DIFAC @ Farmacos aprobados

Figura 67. Espacio quimico de los compuestos obtenidos por DIFAC, antiparasitarios
aprobados, bencimidazoles de partida y farmacos aprobados por la FDA. Diagrama
obtenido en DataWarrior.%*
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2 RESULTADOS Y DISCUSION
De los 71 compuestos que resultaron a partir del filtro realizado a las estructuras
obtenidas por DIFAC, se obtuvieron los valores de energia de uniéon a DHODHHs
y se calcularon los coeficientes de selectividad. Tanto los valores de energia de
union a DHODHLmM, como los de coeficiente de selectividad asociado se trataron
usando una estrategia de ranqueo por voto (Seccidon 6.5). Se escogieron aquellos
compuestos que obtuvieron un ranking dentro de los 5 mejores para ambos
criterios en el tratamiento (ser de los primeros 5 en el ranking para baja energia de
union a DHODHLm vy alto coeficiente de selectividad en términos de energia de
uniéon sobre la DHODHLm). En el Anexo 11.5 se encuentran los valores de
energia union hacia DHODHLm y DHODHHSs y coeficientes de selectividad para

los 71 compuestos, asi como el tratamiento de éstos por ranqueo por voto.

Tres compuestos, de estos 71, cumplieron con el criterio de ranqueo descrito
anteriormente y presentan las estructuras farmacoféricas encontradas adecuadas
para la interaccion con la DHODHLmM (Secciéon 7.5). Estos compuestos son
nombrados ligandos 32, 49 y 60 con motivos de discusion en el presente trabajo
(Tabla 24).
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Tabla 24. Compuestos obtenidos del DIFAC con los mejores valores de energia de union
y coeficiente de selectividad

o
. ) mh‘“‘sﬁ
\>7 / o
NH
R2

s MH

Estructura general de los ligandos 32, 49 y 60

Ligando R1 R2 Ranking de | Ranking de
energia de | coeficiente
union de
(Energia de | selectividad
union
kJ/mol)
32 5(-17.69) 5(1.85)
n CH, 3
£ 9.
49 3(-17.88) 4 (1.85)
A0
N
H
60 2(-18.12) 1(1.88)
NH. | ‘\ .
=
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En el estudio de acoplamiento molecular entre los ligandos 32, 49 y 60 y la
DHODHLm (seccién 6.7), éstos presentan su mejor modo de union y/o
conformacion interaccionando con el sitio catalitico S1 y adyacente S2 en la parte
interior de la enzima, los cuales forman el sitio de unién de interés en donde se
une y es estabilizado el sustrato endogeno. (Figuras 68a, 68b y 68c); resultados
similares a los observados para los derivados bencimidazélicos de partida
(Seccion 7.3), incluyendo mejor energia de unidn que el sustrato enddégeno. Con
base en estos hallazgos, se espera que estos 3 compuestos impidan la union del
sustrato endégeno por impedimento estérico o cambios conformacionales en el

sitio de union (Ver Seccién 7.4).

Figura 68. Representacion 3D del complejo DHODHLm-ligando. A) receptor- ligando 32;
B) receptor- ligando 49; C) receptor- ligando 60.
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En este mismo sentido, los diferentes fragmentos o subestructuras de los ligandos
32, 49 y 60 interaccionan con distintos residuos que forman parte del sitio de unién
(regiones S1 y S2) y residuos de sitios adyacentes (Figuras 69-71). De manera
particular, el ligando 32 (Figura 69) interacciona con los residuos Asn68, Met70,
Gly71 Leu72, Asn195 y Ser196, que se unen y estabilizan de manera directa al
sustrato endogeno, es decir, con 6 de los 9 residuos principales para la
estabilizaciéon del sustrato endogeno.'® Un mayor numero de residuos que
aquellos con los que logran interaccionar de manera individual cada derivado
bencimidazolico estudiado (Ver Figuras 33, 36 y 39, Seccién 7.3.3). La presencia
del nucleo de bencimidazol y los fragmentos de isoquinolina y pirrol, en el ligando
32, promueve la interaccion de este ligando con estos residuos en el sitio de unién
(Figura 69).
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Figura 69. Diagrama 2D de interacciones entre la DHODHLm y el ligando 32.

De manera similar al ligando 32, el ligando 49 presenta interacciones con distintos
residuos que forman parte de las regiones S1 y S2 del sitio de unién de interés, y
otros que forman parte de las zonas adyacentes (Figura 70). Entre los residuos

con los que interactua en el sitio de unién y que estabilizan al sustrato endogeno,
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se encuentran Met70, Leu72, Asn195 y Cys131. Este ultimo participa de manera

directa en la actividad catalitica de la enzima.
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Figura 70. Diagrama 2D de interacciones entre la DHODHLm y el ligando 49.

En este caso, la presencia del indol y las caracteristicas farmacoféricas
encontradas (nucleo de bencimidazol, atomo de cloro, etc.) participan en
interacciones con estos residuos, importantes para la estabilizaciéon del sustrato
endogeno. Por lo que, como en el caso del ligando 32, se espera que esto impida

la union entre el sustrato y la enzima.

El ligando 60, siguiendo la misma linea que los ligandos anteriores, interacciona
con distintos residuos de la DHODHLm (Figura 71). La presencia del fragmento
de isoquinolina y el nucleo de bencimidazol en este ligando es importante para su
unién a DHODHLm, ya que estan involucrados en interacciones intermoleculares
con residuos importantes para la estabilizacion del sustrato enddégeno (Leu72 vy
Asn195). Por lo que, se espera un comportamiento sobre la DHODHLm, con
respecto a la unién del sustrato enddgeno, similar a los ligandos 32, 49 y los

derivados bencimidazoélicos.
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Figura 71. Diagrama 2D de interacciones entre la DHODHLm y el ligando 60.

Los resultados de energia de wunibn, modos de unidon (interacciones
intermoleculares con residuos importantes para la estabilizacion del sustrato
endoégeno y actividad catalitica) y coeficiente de selectividad, los cuales son
similares a los derivados bencimidazdlicos (base para el desarrollo del DIFAC), en
conjunto con los resultados del espacio quimico, validan la estrategia empleada en
el presente trabajo para obtener compuestos que, potencialmente, presenten las
propiedades biolégicas (antiparasitaria) y computacionales observadas para los

bencimidazoles de partida.

Con la finalidad de plantear una ruta para acceder a los compuestos obtenidos por
DIFAC (ligandos 32, 49 y 60) y que éstos puedan ser evaluados biologicamente a
futuro, se disefid una estrategia de sintesis (Figura 72). Esta estrategia se obtuvo
utilizando la herramienta de IBM RXN, que permite planificar rutas de sintesis
confiables, asi como a partir de métodos desarrollados y publicados por nuestro

grupo de investigacion.?2109-112
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Esta metodologia sintética involucra cuatro pasos principales y parte de materias
comercialmente disponibles (compuestos A, F y B con los sustityentes R1 y R2
respectivos en la Figura 72). Esta ruta comienza con una SyAr entre el alcohol
aromatico, con el sustituyente R2 correspondiente para cada ligando (Ver Figura
72), y el compuesto A (4,5-dicloro-2-nitroanilina) para promover la formacion del
éter correspondiente (compuesto C, Figura 72). Este ultimo sufre una reduccion en
condiciones suaves para dar lugar a la o-fenilendiamina respectiva (compuesto D,
Figura 72). Para este caso, nuestro grupo de investigaciéon también ha planteado
el uso de Ni-Raney.'"? Es importante que la diamina (compuesto D) se forme en
este punto y no se parta de la misma para evitar reacciones de SyAr no deseadas
entre una de las aminas y el alcohol aromatico, asi como su descomposicion. Esta
reduccion es seguida por la reaccion de la diamina con BrCN con la finalidad de
formar el nucleo de 2-aminobencimidazol (compuesto E), el cual reacciona con el
cloruro de bencensulfonilo correspondiente (compuesto F) para dar, finalmente, la
sulfonamida bencimidazdlica objetivo (compuesto G). Esta propuesta aprovecha el
poder nucleofilico del grupo amino en la posicién 2 del bencimidazol, asi como el
buen centro electrofilico en el azufre del cloruro de sulfonilo con el sustituyente R1
correspondiente (Figura 72), para llevar a cabo una reaccién sencilla de
sustitucién nucleofilica. Sin embargo, este ultimo paso ha sido optimizado ya que
el uso de algunos cloruros de sulfonilo no ha permitido llevar a cabo la reaccién
con el 2-aminobencimidazol de manera exitosa, dando lugar a subproductos no
deseados. Por lo que en nuestro grupo de trabajo se desarroll6 una estrategia
utilizando (Fenilsulfonil)carbonoditioimidatos de dimetilo (compuesto H, Figura 73),
los cuales reaccionan con la o-fenilendiamina (compuesto |, Figura 73) en
presencia de Ko:COs y TBAB para dar lugar a las sulfonamidas bencimidazélicas
correspondientes (compuesto J, Figura 73). Una ventaja importante de esta
reaccidbn es que se asegura que la posicion de la sulfonamida en el anillo del
bencimidazol sea en la posicion 2, evitando que los nitrdgenos en las posiciones
1,3 del anillo de bencimidazol sean los que formen la sulfonamida.''? Alternativa
que se planeta usar en caso de que se presente algun problema en el uso de los

cloruros correspondientes (Figura 72).
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Figura 72. Estrategia de sintesis para los ligandos 32, 49 y 60.
Nuestro grupo de investigacion ha implementado esta sintesis y variantes de ésta
en diferentes ocasiones para acceder de manera exitosa a distintos
bencimidazoles, incluyendo los 25 de partida en este trabajo.??'°%-12 Por lo que se
espera que esta estrategia permita el acceso exitoso a los ligandos 32, 49 y 60

para estudios futuros.
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Figura 73. Estrategia alternativa utilizando (Fenilsulfonil)carbonoditioimidatos de dimetil
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» CONCLUSIONES

8.- Conclusiones

Se identificaron cinco potenciales dianas moleculares en L. mexicana para los 25
derivados bencimidazélicos de partida a través de la busqueda por similitud
estructural: la piruvato cinasa, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, fructosa-
1,6-bisfosfato aldolasa, el complejo conjugado de ubiquitina E2 y la dihidroorotato

deshidrogenasa.

Se determiné a la dihidroorotato deshidrogenasa como el blanco molecular mas
prometedor en L. mexicana para los derivados de partida, debido a que las
energias de unién y coeficientes de selectividad de éstos ultimos sobre la

dihidroorotato fueron mejores en comparacion con otras dianas evaluadas.

Se encontrd, en los estudios de acoplamiento molecular, que los derivados
bencimidazélicos interactuan con los residuos Lys44, Asn68, Met70, Gly71, Leu72,
Ser100, Asn128, Asn195 y Ser196 en la dihidroorotato deshidrogenasa. Residuos
clave para la estabilizacion del sustrato endégeno (dihidroorotato) y la actividad

catalitica de la enzima.

Se establecid en la dindmica molecular que los derivados bencimidazolicos
(ligandos 1 y 19) se unen, de manera estable, en el sitio de union del sustrato
endogeno vy sitio catalitico de la dihidroorotato deshidrogenasa, los cuales forman

la Unica cavidad en la que el sustrato ingresa e interactua con la diana.

Con los estudios de acoplamiento molecular y construccién del farmacéforo, se
determiné que el nucleo de bencimizadol monoclorado y la sulfonamida son
caracteristicas electronicas y estructurales que deben poseer los derivados para la

interaccion con la dihidroorotato deshidrogenasa por medio de los residuos clave.

Se disefiaron tres compuestos bencimidazélicos (Tabla 24) a partir de los
derivados bencimidazolicos mas prometedores (ligandos 10 y 16) y caracteristicas
farmacoféricas deseadas. Estos compuestos presentaron propiedades de energia
de union y selectividad sobre DHODHLm similares a los bencimidazoles de partida
e interaccionan con los residuos clave para la actividad de la enzima

(estabilizacidon del sustrato y catalisis).
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» PERSPECTIVAS

9.- Perspectivas

Modificar estructuralmente los derivados bencimidazoélicos de partida con la
finalidad de generar una nueva serie de compuestos que tenga como diana
molecular objetivo al Complejo de Ubiquinta E2 en L. mexicana al ser esta la
segunda diana mas prometedora, mejorando el coeficiente de selectividad con

respecto a los inhibidores de referencia y los derivados de partida.

Elucidar la estructura cristalografica de la enzima dihidroorotato deshidrogenasa

de L. mexicana.

Establecer el modo de unién nativo de los ligandos de menor tamafo (ligando 3) y
mayor tamafio (ligando 19) y contrastarlo con los datos de la dinamica molecular
preparando las estructuras cristalograficas de los complejos de la dihidroorotato

deshidrogenasa de L. mexicana con los ligandos 3 y 19, respectivamente.

Preparar el cristal del complejo de la dihidroorotato deshidrogenasa de L.
mexicana con los ligandos mas prometedores: 10 y 16, con la finalidad de evaluar
el modo de unién nativo y validar los estudios de acoplamiento molecular de

manera experimental.

Obtener la estructura cristalografica del complejo dihidroorotato deshidrogenasa
de Homo sapiens y el ligando 10 para confirmar las diferencias de selectividad
establecidas en el presente trabajo, al ser el ligando con el mejor coeficiente de

selectividad en términos de energia de union sobre la DHODHLm.

Realizar la dinamica molecular entre los derivados bencimidazodlicos restantes
(principalmente de los ligandos mas prometedores: 10 y 16) y la dihidroorotato

deshidrogenasa de L. mexicana y H. sapiens.

Identificar el comportamiento de los ligandos 32, 49 y 60 con la dihidroorotato
deshidrogenasa de L. mexicana y H. sapiens por medio de estudios de dinamica

molecular.

Sintetizar los ligandos 32, 49 y 60 siguiendo la estrategia sintética planteada en el

presente trabajo.
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2 PERSPECTIVAS
Evaluar la inhibicion enzimatica de la DHODHHs en presencia de los 25 derivados

bencimidazolicos y los ligandos 32, 49 y 60, por un método calorimétrico.'"3

Determinar la inhibicion enzimatica de la DHODHLmM en presencia de los 25
derivados bencimidazodlicos y los ligandos 32, 49 y 60, por el ensayo de inyeccion

multiple.®”
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11.- Anexos

11.1 Anexo de la bisqueda por similitud

Tabla 25. Compuestos resultantes de la busqueda por similitud estructural, los cuales
presentan actividad biolégica, potencia reportada y blanco conocido

ChEMBL ID SMILE
CHEMBL1086440 CSc1nc2cc(Cl)c(Oc3ccec(Cl)e3Clyce2[nH] 1
CHEMBL1710509 Cc1cee(S(=0)(=0)Ne2nc3cec(C)e(C)ec3[nH]2)cce
CHEMBL1574961 0O=8(=0)(Nc1nc2cccec2[nH]1)c1cee(Cl)ce
CHEMBL1574891 0O=8(=0)(Nc1nc2cccec2[nH]1)c1cecc2eecec2c
CHEMBL1518903 0O=S(=0)(Nc1nc2cccec2[nH]1)c1ceccc
CHEMBL208762 O=[N+]([O-])c1ccee(S(=0)(=0)Nc2nc3cecce3[nH]2)c1
CHEMBL3683289 N#Cc1cc(S(=0)(=0)Nc2ccc(F)en2)ccc10c1ccec(Cle1Cl
CHEMBL1496940 Cc1cce(NS(=0)(=0)c2ccc3[nH]c(-c4cceecd )nc3c2)c(Cl)c
CHEMBL3113167 COc1ccec(CNec2eec(S(=0)(=0O)Nc3ncdcceccd[nH]3)cc2)c10
CHEMBL3688175 Cc1cece(NS(=0)(=0)c2ccc(Oc3ceec(Cl)e3C#N)cc2)nc
CHEMBL1480145 O=[N+]([O-])c1ccc(Oc2cecec3ceenc23)c(Cl)e
CHEMBL1699207 O=[N+]([O-])c1ccc(NS(=0)(=0)c2cceec2)c(Cl)e
CHEMBL1421937 O=[N+]([O-])c1cce(S(=0)(=0)Nc2cce3[nH]c(O)nec3c2)ce
CHEMBL526139 O=[N+]([O-])c1cce(S(=0)(=O)Nc2nc3ccec(Cl)ce3s2)cct
CHEMBL210260 0O=C(Nc1nc2cc(Cl)c(Cl)cc2[nH]1)c1ccec([N+](=0)[O-])c1
CHEMBL4161753 O=[N+]([O-])c1cce(S(=0)(=0O)Nc2cnc3cecece3c2)cct
CHEMBL1418175 0O=C(Cc1nc2cccec2[nH]1)c1cecc([N+](=0)[0-])c1
CHEMBL1509574 O=[N+]([O-])c1ccc(CSc2ne3ccecec3[nH]2)cc
CHEMBL1579136 Cc1nc(-c2ccc([N+](=0)[O-])cc2)sc1C(=0)0
CHEMBL3092550 0=C(CCc1nc2cccecc2e(=0)[nH]1)NCc1ccc([N+](=0)[O-])cct
CHEMBL 1483402 0O=C(Cc1nc2cccec2[nH]1)c1cec([N+](=0)[O-])cct
CHEMBL1388992 O=C(NCCc1nc2ccccc2[nH]1)c1ccc([N+](=O)[O-])ce
CHEMBL1370868 0=C(0)c1ccenc1SCelccc([N+](=0)[0-])ce
CHEMBL1579201 O=C(NCc1nc2ccccc2[nH]1)c1cce([N+](=O)[O-])cc
CHEMBL1507144 O=[N+]([O-])c1cce(Ce2nc3cceec3nc20)cct
CHEMBL1323156 O=C(CSCc1ccc([N+](=0)[O-])cc1)Nc1cececec1C(=0)0
CHEMBL1957941 O=C(NCCc1ccc([N+](=0)[O-])cc1)c1cec(O)c2[nH]c(Cc3cecee3)ne12
CHEMBL63146 O=[N+]([O-])c1ccc2[nH]c(Cc3cec(Ocdcccecd)cc3)nc2ed
CHEMBL1880969 O= [N+]([O-])c1ccc(Cchcc([N+](=O)[O-])cc2)cc1
CHEMBL3677761 =C(0O)c1cceec2ne(-c3cee(-c4c(F)ececdF)ee3)[nH]c12
CHEMBL4077039 O=[N+]([O-])c1ccc2[nH]c(Cc3cecee3)nc2ce
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CHEMBL1366938 COC(=0)c1ccececcTINC(=0)C(C)c1cec([N+](=0)[O-])cc
CHEMBL1304067 Cc1nc2ccec(C(=0)0c3cec([N+](=0)[O-])cc3)c201
CHEMBL1373698 COC(=0)c1c(C)[nH]c(C)c1-c1cec([N+](=O)[O-])cc1
CHEMBL33227 COC(=0O)[C@H](Cc1ccc([N+](=0)[O-])cc1)NC(=0)c1ccec2ececc12
CHEMBL467812 COC(=0)c1ccecc1-clec2ec([N+](=0)[O-])ccec2[nH]1
CHEMBL1506253 0O=C(0OCc1ccc([N+](=0)[O-])cc1)c1cec2eeceee2n
CHEMBL1581672 Cc1nc2ccecec2nc10Cc1cec([N+](=0)[O-])cct
CHEMBL3189284 CN/N=C(\Cc1nc2ccccc2[nH]1)c1ccc([N+](=0)[O-])ce
CHEMBL1736338 COC(=0)c1cc(C)eccc10Cc1cec([N+](=0)[O-])cce
CHEMBL1526476 CC(=O)Nc1ccc(Cc2nc3cecce3d[nH]2)ce

CHEMBL3397064 COC(=0)CCc1ccc([N+](=0)[O-])cct

CHEMBL2134746 COC(=0)c1cccecc1N=NNc1ccc([N+](=0)[O-])cc1
CHEMBL131778 COC(=0)c1ccec(NC(=0)c2ccc([N+](=0)[O-])cc2)cIN
CHEMBL131683 COC(=0)c1cccc2[nH]c(-c3ccc([N+](=0)[0-])ce3)nc12
CHEMBL2133491 COC(=0)c1ccecc2c1C(=0)c1cc([N+](=0)[O-])cce1-2
CHEMBL1934434 COC(=0)c1c(-c2ccc([N+](=0)[O-])cc2)c(C)n(Cc2ccecec2)c1C
CHEMBL1390552 Cl.O=C(0O)c1ccc(-c2nc3ccecc3[nH]2)cc1

CHEMBL1407741 O=[N+]([O-])c1ccec2[nH]c(-c3cce(Cl)ee3)nc2ce1
CHEMBL605301 0O=C1c2ccccc2C(=0)c2c1ceccinc(-c3cec([N+](=0)[O-])cec3)[nH]c21
CHEMBL297548 O=[N+]([O-])c1ccc(Nc2c3cccee3nc3cccec23)cct
CHEMBL1535921 COc1cce(-c2nc3cc([N+](=0)[O-])cce3[nH]2)ce
CHEMBL1574420 0O=C(0O)c1cccecc1Nc1cee([N+](=O)[O-])ce

CHEMBL1310332 O=[N+]([O-])c1cce(-c2ne(-c3cces3)ce(-c3cees3)[nH]2)cc
CHEMBL 1386380 0=C(0O)c1c[nH]nc1-c1ccec([N+](=0)[O-])c1

CHEMBL1446966 Cc1cee(-c2ne3cc([N+](=0)[O-])ccec3[nH]2)cc1
CHEMBL159895 Nc1cce(-c2ne3cec([N+](=0)[O-])ccec3[nH]2)cc
CHEMBL3677784 Cc1cc(C(=0)0)c2[nH]c(-c3cce(-c4cec(OCCO)ccd)cc3)nc2e
CHEMBL1608264 0O=C(0)c1cce(Ne2ne(-c3cee([N+](=0)[0O-])cec3)nc3cececc23)cce
CHEMBL1164165 O=c1[nH]c(-c2ccc([N+](=0)[O-])cc2)nc2ccece12
CHEMBL1607046 0O=C(0O)c1cc(-c2ccec([N+](=0)[O-])c2)nc2ccecc12
CHEMBL160012 O=[N+]([O-])c1ccc2[nH]c(-c3cence3)nc2ce

CHEMBL1483847 O=[N+]([O-])c1cce(-c2nec3ec([N+](=O)[O-])ccc3[nH]2)cc
CHEMBL1164403 O=[N+]([O-])c1ccc2[nH]c(-c3ccecc3)nc2e1

CHEMBL109066 0O=C(0O)c1cce(-c2cec([N+](=0)[0-])cc2)ce

CHEMBL1434990 O=[N+]([O-])c1ccc(-c2enc3ccece3n2)cc

CHEMBL1563210 O=[N+]([O-])c1ccee(-c2nc3cc([N+](=O)[0-])cce3[nH]2)c1
CHEMBL3950657 0O=C(0O)c1cc(Nc2ecee(-c3ncdcceccd[nH]3)cc2)n(-c2ccc([N+](=0)[0-
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])cc2)n1
CHEMBL527253 O=C(COc1cccc([N+](=0)[O-])c1)Nc1cee(-c2nec3cecee3[nH]2)cc
CHEMBL3715781 0O=C(0)c1ccec2ne(-c3ccece3)c(-c3cec([N+](=0)[0-])ce3)nc2ce
CHEMBL372161 O=C(Nc1ccc(-c2nc3ccecec3[nH]2)cc1)Ne1cee(-c2ne3c([N+](=0)[O-
])ccee3[nH]2)cc1
CHEMBL1395204 0O=C(0)c1ccec(Ne2nc(-c3ccc([N+](=0)[O-])cc3)nc3cecce23)c
CHEMBL1366605 O=c1oc(-c2ccc([N+](=0)[O-])cc2)nc2cceec12
CHEMBL475441 0O=C(0O)c1cceecc1-c1nc2cceec2[nH]1
CHEMBL2142905 Cc1nc2ccecec2ne1-c1cec([N+](=0)[O-])cc
CHEMBL1377001 O=[N+]([O-])c1cce(-c2n[nH]c(-c3cceece3)n2)ce
CHEMBL1380557 O=c1c2cccec2ne(-c2ccc([N+](=0)[0O-])cec2)n10
CHEMBL466699 O=[N+]([O-])c1ccc(-c2nc(-c3ccecc3)c[nH]2)cc1
CHEMBL133169 0O=C(0O)c1ccec2[nH]c(-c3ccece3)nc12
CHEMBL467327 O=[N+]([O-])c1ccc(-c2c[nH]c(-c3ccecec3)n2)cct
CHEMBL1413784 COc1ccc([N+](=0)[O-])cc1-c1[nH]c(-c2ccc(C(=0)0)cc2)nc1-c1cecccd
CHEMBL193397 NC(=0)c1ccc2[nH]c(-c3cce(Ocdcce([N+](=0)[0O-])ccd)ecc3)nc2e
CHEMBL234072 N=C(N)NC(=0O)c1ccc(-c2nc3cc([N+](=0)[O-])ccc3[nH]2)cc1
CHEMBL3344019 0O=C(0)CC(=0)Nc1ccc(-c2nc3cc([N+](=0)[O-])ccc3[nH]2)cc1
CHEMBL1519312 0O=C(0)c1cce(-c2nne(-c3cec([N+](=0)[O-])cc3)o2)cc
CHEMBL13876 O=[N+]([O-])c1cce(-c2[nH]cce3cdcecec4nc2-3)ce
CHEMBL285526 CN(c1cceec1C(=0)0)S(=0)(=0)c1cec([N+](=0)[O-])cc
CHEMBL3589656 0O=C(0O)c1nc2cccec2e2[nH]c3ccc([N+](=0)[O-])cc3c12
CHEMBL3961938 NC(=0)c1ccc2[nH]c(-c3ccc(N4CCN(c5cec([N+](=0)[O-
1)cc5)CC4)cc3)nc2e
CHEMBL3586114 Cc1ce2ne(-c3ccc(-c4nnc(-c5eeec([N+](=0)[0-])c5)o4)cec3)[nH]c2cc1C
CHEMBL1817880 O=C(c1ccc(-
c2nc3ccccc3c(=0)[NH]2)cc1)NT1CCN(S(=0)(=0)c2ccc([N+](=0)[O-
])cc2)CC1
CHEMBL1310040 O=C(c1ccc(-c2ccecc2)cet)c1cec([N+](=0)[0-])cct
CHEMBL352531 O=[N+]([O-])c1cce(-c2cccec2)ec
CHEMBL547599 O=C(Nc1cce(-c2nc3ccecc3[nH]2)cce1)c1ccec([N+](=0)[O-])c1
CHEMBL97787 COc1cce(-c2nc3cc(-c4nc5cc([N+](=0)[O-])ccc5[nH]4)ccc3[nH]2)cc
CHEMBL278262 O=[N+]([O-])c1cce(-c2nc(-c3ccece3)c(-c3cceec3)[nH]2)cc
CHEMBL336859 0O=C(0O)c1ccec2[nH]c(-c3cce(O)ce3)nc12
CHEMBL1834966 CC(C)c1onc(-c2¢(Cl)ceec2Cl)c1COc1cec(-
c2nc3ccec(C(=0)0)c3[nH]2)cc1
CHEMBL455953 0=C(0O)c1cc(-c2ccc([N+](=0)[O-])cc2)[nH]n1
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CHEMBL339167 NC(=0)c1ccec2[nH]c(-c3ccc([N+](=0)[O-])cc3)nc12
CHEMBL3677795 Cc1cee(C)n1-c1c(F)e(F)e(-c2nec3ceec(C(=0)0)c3[nH]2)c(F)c1F
CHEMBL175481 O=[N+]([O-])c1ccec2[nH]c(-c3cec(Ocdcecccc4d)ce3)nc2e
CHEMBL3677809 0O=C(0O)c1ccce2ne(-c3c(F)c(F)c(-c4cces4)c(F)c3F)[nH]c12
CHEMBL3677731 0O=C(0O)c1ccec2[nH]c(-c3cce(Ocdcceecd)ce3)nc12
CHEMBL3677739 0O=C(0O)c1ccce2nce(-c3cec(-c4cceecdF)ee3F)[nH]c12
CHEMBL3344023 0=C(0)CCCCC(=0)Nc1cce(-c2ne3cec([N+](=0)[O-])cce3[nH]2)cc
CHEMBL3289111 O=c1[nH]c(-c2cccc([N+](=O)[O-])c2)nc2ccece12
CHEMBL3586123 Cc1ce2ne(-c3cce(-c4nnc(-c5cec([N+](=0)[0O-])cc5)o4 )ce3)[nH]c2cc1C
CHEMBL3677810 0O=C(0)c1ccee2ne(-c3c(F)c(F)c(-c4ccec(F)c4)c(F)c3F)[nH]c12
CHEMBL536620 Cc1ccee2nce(-c3cec(-c4ccecc(NC(=0)Nc5ceecee5)cd )ce3)[nH]c12
CHEMBL3677792 0O=C(0)c1ccee2ne(-c3c(F)c(F)c(-c4ccec(OCc5eccec5)cd)c(F)e3F)[nH]e12
CHEMBL3677762 Cc1cc(C(=0)0)c2[nH]c(-c3ccc(Ocdcceccd)cc3)nc2e
CHEMBL3965716 0O=C(0)c1ccc2[nH]c(-c3cce(Oc4cce([N+](=0)[0-])cecd)eec3)nc2e
CHEMBL3753644 O=C(Nc1ccc(Nc2c3ceeece3nc3ccecec23)cc1)Ne1cec([N+](=0)[0-])ce
CHEMBL3668073 0O=Cc1¢(O)ccec2ne(-c3cec(C(=0)0)cc3)[nH]c12
CHEMBL3593998 0O=C(0O)c1ccec2[nH]c(-c3cce(-c4cccecd)cc3)necl2
CHEMBL3677765 Cc1cc(C(=0)0)c2[nH]c(-c3cce(-c4ccececd)ne3)nc2e
CHEMBL3677776 Cc1cc(C(=0)0)c2[nH]c(-c3ccc(-c4cec(O)c(O)cd)ce3)nc2ce
CHEMBL3677786 0O=C(0O)c1ccee2ne(-c3c(F)c(F)c(-c4ccceccdOCce4ceccecd)c(F)e3F)[nH]c12
CHEMBL4251207 O=C([O-])c1cce(-c2cce([N+](=0)[O-])cc2)cc10.[K+]
CHEMBL3344021 0=C(0)CCCC(=0O)Nc1cece(-c2nc3cc([N+](=0)[O-])cce3[nH]2)cc1
CHEMBL3344040 0=C(0)COCC(=0)Nc1cce(-c2nc3cc([N+](=0)[0-])cce3[nH]2)ce
CHEMBL3344020 0=C(0)CCC(=0)Nc1ccc(-c2nc3cc([N+](=0)[O-])ccec3[nH]2)cc
CHEMBL3677742 0O=C(0O)c1ccee2ne(-c3cec(-c4cceecd)ec3F)[nH]c12
CHEMBL3970129 NC(=0)c1ccc2[nH]c(-c3cee(S(=0)(=0)Ncdccc([N+](=0)[O-
])ccd)cc3)nc2c
CHEMBL3341781 0=C(0)CSCC(=0)Nc1cce(-c2nc3cc([N+](=0)[O-])cce3[nH]2)cc
CHEMBL3677756 0O=C(0O)c1ccec2[nH]c(-c3ccc(Ncdcecee4)ce3)nct2
CHEMBL3677741 Cc1cc(C(=0)0)c2[nH]c(-c3ccc(-c4cceecdF)ce3)nc2e
CHEMBL3677746 Cc1cc(C(=0)0)c2[nH]c(-c3cce(-c4cec(F)ccdF)eec3)nc2e1
CHEMBL3677766 Cc1cc(C(=0)0)c2[nH]c(-c3cce(-c4c(F)cceccdF)ec3)nc2e1
CHEMBL3677806 Cc1cc(C(=0)0)c2[nH]c(-c3cce(-ndc(C)ceccdC)ee3)nc2e1
CHEMBL3677747 0O=C(0O)c1cc(Cl)cc2ne(-c3ccee(-c4cceecd)ee3)[nH]c12
CHEMBL1817873 0O=C(0O)c1cce(-c2nc3ccecc3c(=0)[nH]2)cc1
CHEMBL4294501 0O=C1c2ccccc2C(=0)c2[nH]c(-c3ccc([N+](=0)[O-])cc3)nc21
CHEMBL129984 COC(=0O)c1ccec2[nH]c(-c3cec(C(F)(F)F)cc3)nc12
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CHEMBL3126820 COC(=0)c1cen(-c2ccc(S(N)(=0)=0)cc2)nc1-c1ccc([N+](=0)[O-])cc1

CHEMBL1606120 COc1cce(-c2cc(C(=0)0c3cec([N+](=0)[O-])cc3)c3ceecece3n2)cc

CHEMBL469191 COC(=0)c1ccec(-c2ce3cc([N+](=0)[O-])cce3[nH]2)c1

CHEMBL 1579058 COC(=0)c1cc(C(=0)Nc2nc3cccec3[nH]2)ce([N+](=0)[O-])c1

CHEMBL547194 0O=C(Nc1cce(-c2nc3cceccec3[nH]2)ce1)c1ccc(-c2ccec([N+](=0)[O-])c2)o1

CHEMBL587065 Cc1ceee2ne(-c3cec(-c4cec(NC(=O)Nc5ecec(Cl)ee5)ced )ee3)[nH]c12

CHEMBL1323490 COC(=0)c1cce(-c2nc3cecce3d[nH]2)cce

CHEMBL132356 COC(=0)c1ccec2[nH]c(-c3cec(C#N)cc3)nc12

CHEMBL469192 COC(=0)c1ccc(-c2cc3cc([N+](=0)[O-])cce3[nH]2)ce

CHEMBL103573 COC(=0)C(c1cce([N+](=0)[0-])cec1)ec1c2cecec2nc2ccecc12

CHEMBL529950 COc1cc(-c2nc(-c3cee([N+](=0)[0-])cc3)c(-c3cceee3)[nH]2)cc(OC)ec10

CHEMBL336369 COC(=0)c1cccc2[nH]c(-c3cee(OC)ec3)nc12

CHEMBL1525675 COC(=0)c1¢(C)[nH]c(C)c1-c1ccec([N+](=0)[O-])c

CHEMBL546588 COC(=0)c1ccec(CNCc2ccc(-c3ccec(-
c4ncbccec(C)c5[nH]4)c3)cc2)c1.0=C(O)C(F)(F)F

CHEMBL531856 COC(=0)c1cecec(CNCc2ccec(-c3ceec(-
c4ncbccec(C)e5[nH]4)c3)c2)c1.0=C(O)C(F)(F)F

CHEMBL232675 COC(=0)C1=C(c2ccc([N+](=0)[O-])cc2)CCC1

CHEMBL455954 COC(=0)c1cc(-c2cec([N+](=0)[0-])cc2)[nH]n1

CHEMBL236473 COC(=0)C1=C(c2cccc([N+](=0)[0-])c2)C2CCC1N2

CHEMBL529395 COC(=0)c1ccec(CNCc2cce(-c3cec(-
c4nc5ccee(C)e5[nH]4)cc3)cc2)c1.0=C(O)C(F)(F)F

CHEMBL3668080 COC(=0)c1ccec(-c2ne3ccc(0)c(C=0)c3[nH]2)c1

CHEMBL2148170 COC(=0)C(=Cc1ccc([N+](=0)[O-])cc1)C(=0)0C

CHEMBL532642 COC(=0)c1ccec(CNCc2ccec(-c3cec(-
c4dnc5ccec(C)e5[nH]4)ce3)c2)c1.0=C(O)C(F)(F)F

CHEMBL438682 COC(=0)C1=C(c2ccc([N+](=0)[O-])cc2)C2CCC1N2

CHEMBL130685 COC(=0)c1cccc2[nH]c(-c3ccec(OC)e3)nc12

CHEMBL3344022 COC(=0)CCCC(=0)Nc1ccc(-c2nc3cc([N+](=0)[0O-])ccec3[nH]2)cc1

CHEMBL435196 COC(=0)c1cccc2[nH]c(-c3cce(N)ce3)nc12

CHEMBL3668074 COC(=0)c1cec(-c2nc3ccc(0)c(C=0)c3[nH]2)ce1

CHEMBL1305833 CC(=0O)Nc1cce(-c2nc3cc(Cl)e([N+](=0)[O-])cc3[nH]2)cc

CHEMBL547949 COC(=0)c1cecc2ne(-c3cec(C(=0)NCc4dcec(Cl)c(Cl)cd)cc3)[nH]c2¢1

CHEMBL3731604 O=C(Oc1ccc([N+](=O)[O-])cc1)c1c(Clyceeci1Cl

CHEMBL1528127 0O=S(=0)(Nc1ccc2ceccc2ce1)c1cccee

CHEMBL2338476 0O=S(=0)(Nc1cce(Oc2ccc3cecece3c2)c(Cl)c1)c1cee(Cl)cc1Cl

CHEMBL4098241 0O=S(=0)(Nc1cc(Cl)c(Oc2cenc3ccecc3c2)c(Cl)e1)c1cec2eccec2ce
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CHEMBL603161 O=c1[nH]c2cccc(Oc3ccec(NS(=0)(=0)cdcccecd)c3)c2[nH]1
CHEMBL2347752 CCNC(=O)Nc1nc2cce(Oc3ceccc3Cl)ec2[nH]1

CHEMBL66539 0O=8(=0)(Nc1ccc2[nH]c(Cc3ccc(Ocdcccecd)cc3)nc2e1)c1ceecce
CHEMBL4075218 CC(=0)Nc1cece(S(=0)(=0)Nc2cee(Oc3cecdcceccdc3)c(Cl)e2)cet
CHEMBL4075993 CC(=0)Nc1cee(S(=0)(=0)Nc2cec(Oc3cecdcceccdc3)cc2Cl)eet
CHEMBL451609 0O=S(=0)(Nc1cce(Oc2cceccc2)cct)c1cec(Br)ect

CHEMBL1353794 0=S(=0)(Nc1nc2cccec2nc1Cl)c1cec(Br)cct

CHEMBL1732585 0O=S(=0)(Nc1ccncc1Cl)c1cecc2eccec2c

CHEMBL4062558 0O=S(=0)(Nc1cc(Cl)c(Oc2cenc3ccecec3c2)c(Cl)e1)c1cec(Br)cct
CHEMBL1498955 COc1ccc(NS(=0)(=0)c2cce3[nH]c(COc4cecchecece5c4)nec3c2)cct
CHEMBL128850 Cc1cc(S(=0)(=0)Nc2nc3cceec3[nH]2)c(S)cc1Cl

CHEMBL462553 Cc1cee(S(=0)(=0)c2ccec3cccec3c2)ce

CHEMBL1412376 Cc1cee(S(=0)(=0)Nc2ccc3ceccce3c2)cct

CHEMBL1401199 Cc1cec(S(=0)(=0)Nc2ccec3cecce3n2)cct

CHEMBL1518476 Cc1cee(S(=0)(=0)Nc2nc3cceceec3nc2Cl)ee

CHEMBL4069230 CC(=0O)Nc1cce(S(=0)(=0)Nc2cee(Oc3cecdcccecdc3)cc2)cc
CHEMBL4101871 CC(=O)Nc1cce(S(=0)(=0)Nc2cec(Oc3cecdccecc4c3)c(F)c2)ce
CHEMBL3913640 Cc1cee(S(=0)(=0)Nc2cec(Oc3cecce3)cc2)cct

CHEMBL4093203 COc1cc(NS(=0)(=0)c2ccc(NC(C)=0)cc2)ccc10c1ccc2eccec2ed
CHEMBL4075815 CC(=O)Nc1cce(S(=0)(=0)Nc2cee(Oc3cecdcccecdc3)c(C#N)c2)ce
CHEMBL4064775 CC(=0)Nc1cee(S(=0)(=0)Nc2cec(Oc3cecdcceccdc3)c(C)ec2)ecet
CHEMBL3730958 Cc1cee(S(=0)(=0)Nc2ceceecc20c2cccecc2)cc

CHEMBL4096681 Cc1cee(S(=0)(=0)Nc2cec(Oc3cec(Cl)e(C(F)(F)F)c3)c(C#N)c2)cct
CHEMBL4059906 CC(=0)Nc1cee(S(=0)(=0)Nc2cec(Oc3cecdcceccdc3)cc2C)ec
CHEMBL1505613 COc1cce(S(=0)(=0)Nc2cec(Oc3nceen3)c(Cl)c2)cce
CHEMBL1407617 COc1ccc(NS(=0)(=0)c2ccc3[nH]c(-c4ccecec4)nc3c2)ce
CHEMBL1422545 COc1cce(S(=0)(=0)Nc2cceeen2)cce

CHEMBL281995 COc1cce(S(=0)(=0)Nc2cccc3ec(Cl)[nH]c23)cc1
CHEMBL1420800 COc1ccc(NS(=0)(=0)c2ccc3[nH]c(COc4ccechececcd5)ne3c2)cc
CHEMBL1447010 COc1cce(S(=0)(=0)0c2ccec3ccecec3c2)cc

CHEMBL1319235 COc1cce(S(=0)(=0)Nc2cc(Cl)cecc20C)ect

CHEMBL3392606 COc1cce(S(=0)(=0)Nc2cceec3ceccec23)cec

CHEMBL1372492 COc1cc(NS(=0)(=0)c2ccc3ceecc3c2)c2necec2cd
CHEMBL1344481 COc1cce(0Cc2nc3ec(S(=0)(=0)Ncdccecc4Cl)cec3[nH]2)ce
CHEMBL4104989 COc1cc(Oc2ccec3cccee3c2)cccINS(=0)(=0)c1ccc(NC(C)=0)cc1
CHEMBL2153849 COc1cce(S(=0)(=0)Nc2enc(Oc3cncdcceec4dc3)c(Cl)c2)cc10C
CHEMBL1556515 COc1cc(Cle(NS(=0)(=0)c2cce3[nH]c(=0)ccc3c2)c(OC)c1
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CHEMBL3311197 COc1cce(S(=0)(=0)Nc2c(C)ec(Cl)cc2C)ect

CHEMBL1602381 COc1ccc2ec(S(=0)(=0)Nc3cceen3)ccc2ce

CHEMBL1498758 COc1ccececcINS(=0)(=0)c1cec2eccec2e

CHEMBL1404507 COc1ccc(NS(=0)(=0)c2ccc3[nH]c(COc4ccec(Clyc(C)cd)nc3c2)ce

CHEMBL1698296 COc1ccc(NS(=0)(=0)c2ccc3[nH]c(O)nc3c2)cc

CHEMBL3392444 COc1cce(S(=0)(=0)Nc2cc(OC)cec3cecenc23)cce

CHEMBL 1486362 COc1cce(S(=0)(=0)Nc2nc3cecec3s2)ce

CHEMBL3929091 COc1cce(S(=0)(=0)Nc2cec(Oc3ccecee3)cc2)cc

CHEMBL518522 COc1cce(S(=0)(=0)NC(=0)/C=C/c2cn(C)c3ccec(Ocdcecbeccec5ed)c23)c
c1

CHEMBL182454 COc1cce(S(=0)(=0O)Nc2cceec2)cee

CHEMBL2132268 COc1ccc(OC)c(NS(=0)(=0)c2ccc3[nH]c(O)nc3c2)c

CHEMBL1400041 COc1cce(S(=0)(=0)Nc2ccec3cecece3c2)cc

CHEMBL4167436 COc1cce(S(=0)(=0)Nc2ccececc2NS(=0)(=0)c2cec(OC)cc2)cct

CHEMBL4162602 COc1cce(S(=0)(=0)Nc2nnc(NS(=0)(=0)c3ccc(0OC)cc3)c3ccecc23)ccet

CHEMBL1450215 O=[N+]([O-])c1ccec(Oc2cee(S(=0)(=O)Nc3cceee3)cc2)ce

CHEMBL3392364 COc1cc(NS(=0)(=0)c2ccc([N+](=0)[0O-])cc2)c2necec2e 1

CHEMBL4069457 N#Cc1cc(NS(=0)(=0)c2ccc([N+](=0)[O-
])ec2)ccec10c1cec(Cl)e(C(F)(F)F)c1

CHEMBL1864277 COc1ccc(NS(=0)(=0)c2cccc3ceccec23)cect

CHEMBL599852 O=c1[nH]c2cccec(Oc3cecec(NS(=0)(=0)cdccecseccecd5)e3)c2[nH] 1

CHEMBL3893240 0O=8(=0)(Nc1cce(Oc2ccccc2)cct)c1ceecc2eececc12

CHEMBL199081 0O=8(=0)(Nc1ccc(Oc2ccec(Cl)ec20)c(Cl)e1)c1cececc2eceec12

CHEMBL1385069 0O=8(=0)(Nc1ccc2[nH]c(O)nc2c1)c1cecc2eccec2e

CHEMBL424146 0O=8(=0)(Nc1ccc2c[nH]nc2c1)c1cec(Cl)ee

CHEMBL1408748 0O=S(=0)(Nc1ccc2[nH]c(O)nc2c1)c1ccc(Cl)ee

CHEMBL464411 Cn1cc(/C=C/C(=O)NS(=0)(=0)c2ccc(Cl)cc2)c2¢c(Oc3ceccdcececcdc3)ceec?
1

CHEMBL1415438 0O=S(=0)(Nc1ccec(Oc2nceen2)c(Cl)c1)c1cec(Cl)ee

CHEMBL592616 O=c1[nH]c2cccc(Oc3ccec(NS(=0)(=0)c4ccc(Cl)ecd)c3)c2[nH]1

CHEMBL200322 0O=S(=0)(Nc1cce(Oc2ccec(Cl)ec20)c(Cl)e1)c1cecc2eccec2et

CHEMBL3939189 0O=S(=0)(Nc1cce(Oc2cccec2)cct)c1cec(Cl)ce

CHEMBL489649 O=c1[nH]c2nccc(Oc3ccc(NS(=0)(=0)cdccc(Cl)ecd)ece3)c2[nH]1

CHEMBL3949750 NS(=0)(=0)c1ccc2[nH]c(-c3cce(Ocdccc5eccec5c4)ecc3)nc2e

CHEMBL381594 0O=S(=0)(Nc1nc2cc(Cl)ccc2o1)c1ccc2eccec2e

CHEMBL1545899 0O=8(=0)(Nc1nc2cccecec2nc1Clycicec(F)ec

CHEMBL1505397 0O=S(=0)(Nc1ccec(Oc2ccc(Cl)eec2)n1)c1ecc(F)ee
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CHEMBL1335080 O=S(=0)(Nc1cccec1Cl)ctecc(F)cct

CHEMBL459688 Cn1cc(/C=C/C(=0O)NS(=0)(=0)c2ccc(F)cc2)c2c(Oc3cccdcccecdc3)ccee2
CHEMBL1304528 0O=8(=0)(Nc1ccc(Oc2nceen2)c(Cl)e1)c1cec(F)ce

CHEMBL1328625 0=S(=0)(Nc1cnc2ccecc2c1)ctcee(F)ect

CHEMBL485300 O=c1[nH]c2nccc(Oc3cecc(NS(=0)(=0)cdccc(F)ecd)cc3)c2[nH]1
CHEMBL3894632 0O=S(=0)(Nc1ccec(Oc2ccccc2)cct)c1cec(F)eet

CHEMBL3688181 N#Cc1ccc(Oc2cec(S(=0)(=0)Nc3cec(F)en3)cc2Cl)cc1F
CHEMBL3401725 0O=C(Nc1nc2cccec2[nH]1)c1cec(Cl)c(Cl)ct

CHEMBL1595582 COc1cce(Clhec1C(=0)Nc1nc2ceecc2[nH]1

CHEMBL1420307 CSc1cceec1C(=0)Nc1nc2ececec2[nH]1

CHEMBL1511219 COc1cc(SC)ccc1C(=0)Nc1nc2cceec2[nH]1

CHEMBL1459468 COc1cceecc1C(=0O)Nc1nc2ccecc2[nH]1

CHEMBL3763630 O=C(Nc1nc2cc(Cl)c(F)cc2[nH]1)c1csc(NC(=0)c2ccecc20OC(F)(F)F)n1
CHEMBL3401715 O=C(Nc1nc2cccecc2[nH]1)c1ceccc1Cl

CHEMBL3401723 O=C(Nc1nc2cccecc2[nH]1)c1cc(Clycec1Cl

CHEMBL486340 COc1cce2ne(NC(=0)c3ccdc(cc3ClOCO4)[nH]c2c1
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11.2 Anexo del modelado por homologia
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Figura 74. Diagramas de Ramachandran de la proteina DHODHLm modelada generados
en Molprobity. Region delimitada en azul claro = zona favorecida; region delimitada en
azul fuerte= zona permitida. A) Isoleucina/Leucina; B) Pre-prolina; C) Glicina; D) Trans-
prolina; E) Cis-prolina.
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11.3 Anexo del acoplamiento molecular consenso

Tabla 26. Energia de unién y coeficientes de selectividad sobre GAPDHLm, asi como
energia de union a GAPDHHSs de los 25 derivados bencimidazélicos

Energia de unién hacia Energia de union Coeficiente de selectividad
Ligando GAPDHLm (kJ/mol) hacia GAPDHHs en energia de union
(kd/mol)

MOE ATD4 MOE ATD4 MOE ATD4

1 -8.63 -4.25 -7.62 -4.28 1.13 0.99
2 -8.24 -4.94 -8.36 -4.03 0.98 1.22
3 -9.28 -5.26 -10.61 -5.13 0.87 1.02
4 -9.86 -5.11 -5.86 -4.80 1.68 1.06
5 -9.02 -5.01 -7.40 -5.64 1.22 0.89
6 -8.75 -4.67 -6.49 -4.31 1.35 1.08
7 -9.76 -5.04 -7.20 -4.51 1.35 1.12
8 -9.69 -4.92 -7.49 -4.41 1.29 1.11
9 -9.22 -4.93 -7.20 -3.97 1.28 1.24
10 -9.72 -4.90 -6.83 -5.72 1.42 0.86
11 -9.17 -4.37 -6.78 -5.10 1.35 0.86
12 -10.68 -4.60 -8.26 -4.54 1.29 1.01
13 -9.52 -5.64 -8.44 -4.41 1.13 1.28
14 -9.42 -5.14 -8.12 -4.94 1.16 1.04
15 -9.05 -6.43 -7.52 -6.31 1.20 1.02
16 -11.40 -5.80 -7.28 -5.35 1.57 1.08
17 -9.54 -5.31 -7.46 -4.91 1.28 1.08
18 -10.27 -5.81 -7.01 -5.57 1.46 1.04
19 -9.54 -5.86 -7.70 -6.91 1.24 0.85
20 -9.41 -5.38 -7.44 -6.25 1.26 0.86
21 -9.44 -5.70 -8.23 -5.74 1.15 0.99
22 -9.67 -5.48 -10.89 -4.85 0.89 1.13
23 -8.28 -6.57 -7.37 -7.06 1.12 0.93
24 -11.78 -6.81 -7.44 -6.69 1.58 1.02
25 -11.64 -6.64 -7.95 -7.94 1.46 0.84
NMD -10.26 -8.22 -9.18 -8.86 1.12 0.93
TND -10.53 -8.44 -8.24 -8.29 1.28 1.02
NAD* -11.25 -9.30 -12.00 -7.70 NA NA
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Tabla 27. Energia de unidn y coeficientes de selectividad sobre 1,6-FBPALm, asi como
energia de unioén a 1,6-FBPAHSs de los 25 derivados bencimidazoélicos

Energia de unién Energia de Coeficiente de selectividad
Ligando hacia 1,6-FBPALm union hacia 1,6- en energia de unién
(kJ/mol) FBPAHs
(kJ/mol)

MOE ATD4 MOE ATD4 MOE ATD4

1 -8.56 -4.59 -11.87 -5.03 0.72 0.91
2 -8.32 -4.45 -9.41 -4.71 0.88 0.94
3 -8.58 -4.96 -11.79 -5.23 0.73 0.95
4 -8.82 -4.87 -9.00 -4.65 0.98 1.05
5 -9.16 -4.61 -9.10 -4.39 1.01 1.05
6 -9.29 -4.26 -8.14 -4.38 1.14 0.97
7 -10.32 -4.50 -10.34 -4.29 1.00 1.05
8 -8.23 -4.29 -9.18 -4.09 0.89 1.05
9 -8.44 -4.56 -10.95 -4.81 0.77 0.95
10 -9.61 -4.68 -10.32 -4.97 0.93 0.94
11 -9.13 -3.96 -11.48 -3.97 0.79 1.00
12 -9.31 -4.38 -13.09 -4.33 0.71 1.01
13 -10.40 -5.06 -11.67 -4.74 0.89 1.07
14 -8.94 -4.91 -10.80 -5.15 0.83 0.95
15 -9.81 -5.36 -11.29 -5.27 0.87 1.02
16 -9.23 -5.06 -11.46 -4.17 0.80 1.21
17 -8.99 -4.72 -13.11 -3.81 0.68 1.24
18 -9.36 -5.46 -12.82 -4.66 0.73 1.17
19 -10.25 -5.55 -11.44 -5.64 0.89 0.98
20 -9.02 -5.32 -11.58 -5.39 0.78 0.99
21 -9.03 -4.99 -11.24 -4.66 0.80 1.07
22 -9.17 -4.80 -12.18 -4.88 0.75 0.98
23 -9.09 -6.75 -8.87 -6.32 1.02 1.07
24 -8.81 -6.48 -9.12 -6.76 0.97 0.96
25 -9.24 -6.52 -9.45 -7.69 0.98 0.85
1,6-MBP -15.27 -7.27 -17.08 -7.67 0.89 0.95
1,6-FBP -15.26 -7.37 -17.60 -9.04 0.87 0.81
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Tabla 28. Energia de unién y coeficientes de selectividad sobre PYKLm, asi como energia
de union a PYKHs de los 25 derivados bencimidazélicos

Ligando Energia de unién Energia de union Coeficiente de selectividad
hacia PYKLm hacia PYKHs en energia de unién
(kJ/mol) (kd/mol)

MOE ATD4 MOE ATD4 MOE ATD4

1 -9.02 -4.32 -10.05 -3.87 0.90 1.12
2 -8.37 -4.15 -8.25 -4.09 1.01 1.01
3 -9.21 -4.33 -8.43 -4.11 1.09 1.05
4 -8.95 -4.23 -9.43 -4.18 0.95 1.01
5 -11.57 -5.05 -11.57 -4.02 1.00 1.26
6 -8.25 -4.86 -6.31 -3.78 1.31 1.28
7 -8.56 -4.35 -8.51 -3.96 1.00 1.10
8 -8.42 -3.71 -7.25 -4.09 1.16 0.91
9 -7.72 -3.43 -9.10 -3.43 0.85 1.00
10 -9.16 -4.39 -8.58 -3.79 1.07 1.16
11 -9.66 -3.62 -8.15 -3.46 1.18 1.05
12 -11.68 -3.33 -8.45 -3.16 1.38 1.05
13 -12.31 -4.08 -9.89 -4.27 1.24 0.95
14 -11.06 -3.69 -10.68 -4.57 1.04 0.81
15 -7.90 -4.32 -8.47 -4.90 0.93 0.88
16 -8.32 -3.83 -9.44 -4.10 0.88 0.93
17 -8.58 -3.94 -9.57 -4.16 0.90 0.95
18 -9.20 -3.56 -8.77 -A4.77 1.05 0.75
19 -7.91 -4.85 -9.53 -5.09 0.83 0.95
20 -7.91 -4.73 -10.04 -5.07 0.79 0.93
21 -8.44 -4.13 -8.96 -4.75 0.94 0.87
22 -10.65 -3.51 -9.15 -3.90 1.16 0.90
23 -8.40 -5.23 -10.46 -5.79 0.80 0.90
24 -7.12 -5.09 -8.77 -5.99 0.81 0.85
25 -8.46 -4.94 -8.48 -5.75 1.00 0.86
L29 -8.60 -3.80 -7.42 -4.26 1.16 0.89
2,6-FBP -20.33 -8.76 NA NA NA NA
1,6-FBP NA NA -12.40 -8.65 NA NA
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Tabla 29. Energia de unidn y coeficientes de selectividad sobre UBCE2Lm, asi como
energia de union a UBCE2HSs de los 25 derivados bencimidazélicos

Ligando Energia de unién Energia de unién Coeficiente de selectividad
hacia UBCE2Lm hacia UBCE2Hs en energia de unién
(kJ/mol) (kJ/mol)
MOE ATD4 MOE ATD4 MOE ATD4
1 -9.79 -5.79 -9.87 -5.24 0.99 1.10
2 -9.37 -5.15 -8.36 -5.40 1.12 0.95
3 -10.67 -6.49 -9.05 -5.5 1.18 1.18
4 -10.03 -6.45 -8.33 -5.63 1.20 1.14
5 -8.67 -5.59 -9.34 -5.41 0.93 1.03
6 -8.87 -5.53 -9.59 -5.49 0.92 1.01
7 -9.79 -5.92 -10.53 -5.19 0.93 1.14
8 -9.10 -5.47 -8.91 -5.32 1.02 1.03
9 -9.85 -5.42 -9.79 -5.17 1.01 1.05
10 -10.45 -6.27 -9.15 -5.16 1.14 1.21
11 -9.99 -5.97 -9.59 -4.93 1.04 1.2
12 -10.42 -5.57 -9.98 -4.77 1.04 1.17
13 -11.87 -6.28 -9.83 -5.11 1.21 1.23
14 -9.50 -5.90 -9.60 -5.33 0.99 1.11
15 -10.42 -6.66 -9.41 -5.72 1.11 1.16
16 -10.19 -6.05 -9.64 -5.48 1.06 1.10
17 -10.28 -6.15 -10.12 -4.99 1.01 1.23
18 -11.18 -6.54 -10.55 -5.65 1.06 1.16
19 -10.34 -6.92 -10.28 -6.05 1.00 1.14
20 -10.57 -6.66 -9.55 -5.99 1.11 1.11
21 -9.66 -6.13 -9.68 -5.46 1.00 1.12
22 -9.57 -6.07 -10.11 -5.23 0.95 1.16
23 -10.62 -7.76 -10.44 -7.81 1.02 0.99
24 -10.19 -7.85 -10.39 -7.88 0.98 1.00
25 -10.44 -7.46 -9.45 -7.06 1.10 1.06
NSC697923 -8.77 -3.26 -7.67 -3.78
1.14 0.86
BAY 11-7082 -6.78 -3.14 -6.83 -2.95 0.99 1.06
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11.4 Anexo de la dinamica molecular

Tabla 30. Valores de energia del ligando 3 en presencia de la DHODHLm (modelos para
generacion de energia: SASA= Area superficial accesible al disolvente; SAV= Area
superificial por volumen; WCA= Esquema de descomposicion Weeks—Chandler-Andersen)

Tipo de energia Valor
Van der Waals -133.949 + 11.075 kJ/mol
Electrostaticas -179.333 + 27.962 kJ/mol
Solvatacion polar 212.167 + 30.770 kd/mol
SASA -14.762 £ 0.913 kJ/mol
SAV 0.000 £ 0.000 kJ/mol
WCA 0.000 £ 0.000 kJ/mol
Energia de union -115.876 = 21.057 kJ/mol

Tabla 31. Valores de energia del ligando19 en presencia de la DHODHLm (modelos para
generacion de energia: SASA= Area superficial accesible al disolvente; SAV= Area
superificial por volumen; WCA= Esquema de descomposicion Weeks—Chandler-Andersen)

Tipo de energia Valor
Van der Waals -145.932 + 12.531 kJ/mol
Electrostaticas -36.048 + 12.165 kd/mol
Solvatacion polar 113.847 + 22.853 kd/mol
SASA -16.632 £ 1.349 kJ/mol
SAV 0.000 £ 0.000 kJ/mol
WCA 0.000 £ 0.000 kJ/mol
Energia de unién -84.766 + 19.474 kJ/mol
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11.5 Anexo del DIFAC

Tabla 32. Energias de union a la DHODHLm y DHODHHSs, asi como coeficientes de
selectividad de los 71 compuestos obtenidos por DIFAC después de los filtros (regla de
los cinco de Lipinski y presencia de nucleo de bencimidazol)

Ligando | Energiade | Ranking Energia Coeficiente | Ranking de

(DIFAC) unioén Energia de | de union de coeficiente
hacia unioén hacia selectividad de

DHODHLm hacia DHODHHs | de energia | selectividad

(kJ/mol) | DHODHLm | (kJ/mol) de unién

1 -16.04 54 -10.85 1.48 66
2 -16.30 44 -9.55 1.71 43
3 -15.40 67 -10.19 1.51 65
4 -15.77 61 -9.60 1.64 55
5 -17.38 12 -9.33 1.86 3
6 -15.39 68 -10.41 1.48 67
7 -16.27 46 -9.46 1.72 39
8 -16.32 41 -9.92 1.64 54
9 -16.30 43 -8.90 1.83 9
10 -16.38 39 -9.32 1.76 25
11 -15.93 57 -9.31 1.71 41
12 -16.29 45 -9.19 1.77 21
13 -16.06 53 -9.62 1.67 49
14 -15.36 69 -9.73 1.58 60
15 -16.24 47 -10.53 1.54 62
16 -16.07 52 -10.54 1.52 64
17 -17.67 7 -10.67 1.66 50
18 -17.40 11 -10.52 1.65 51
19 -17.68 6 -10.42 1.70 45
20 -16.42 35 -11.17 1.47 68
21 -16.93 23 -11.02 1.53 63
22 -16.01 55 -10.22 1.57 61
23 -16.00 56 -11.50 1.39 71
24 -17.12 21 -9.45 1.81 12
25 -17.33 13 -9.45 1.83 8
26 -16.56 31 -9.26 1.79 16
27 -15.91 58 -9.18 1.73 34
28 -16.81 27 -9.64 1.74 31
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29 -15.74 62 -9.10 1.73 35
30 -16.60 30 -9.47 1.75 28
31 -15.62 63 -9.07 1.72 37
32 -17.69 5 -9.57 1.85 5

33 -15.57 64 -9.43 1.65 53
34 -16.52 33 -9.23 1.79 14
35 -16.91 25 -10.65 1.59 59
36 -17.25 15 -9.71 1.78 18
37 -17.33 14 -9.25 1.87 2

38 -16.54 32 -11.82 1.40 70
39 -15.36 70 -9.38 1.64 56
50 -16.70 29 -9.77 1.71 42
41 -17.15 19 -9.28 1.85 6

42 -16.40 38 -9.25 1.77 20
43 -16.18 48 -9.68 1.67 48
44 -15.90 59 -10.00 1.59 58
45 -17.56 9 -9.94 1.76 23
46 -15.55 65 -9.01 1.73 36
47 -16.32 42 -9.23 1.77 22
48 -16.09 51 -9.45 1.70 44
49 -17.8794 3 -9.67 1.85 4

50 -16.8007 28 -9.62 1.75 30
51 -16.1524 49 -9.96 1.62 57
52 -16.4119 37 -9.38 1.75 29
53 -17.4569 10 -9.51 1.84 7

54 -16.1187 50 -9.62 1.67 47
55 -15.4584 66 -9.35 1.65 52
56 -17.1457 20 -9.73 1.76 24
57 -16.4147 36 -9.59 1.71 40
58 -16.9506 22 -9.65 1.75 27
59 -17.2182 18 -9.53 1.81 13
60 -18.1224 2 -9.66 1.88 1

61 -16.833 26 -9.58 1.76 26
62 -17.7131 4 -9.74 1.82 11
63 -17.5845 -9.85 1.78 17
64 -16.3689 40 -9.40 1.74 32
65 -17.2214 17 -12.00 1.43 69
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66 -15.3172 71 -8.56 1.79 15
67 -16.9126 24 -9.83 1.72 38
68 -15.8139 60 -9.12 1.73 33
69 -16.4509 34 -8.99 1.83 10
70 -17.2317 16 -9.72 1.77 19
71 -18.7262 1 -11.08 1.69 46

Tabla 33. Los 71 ligandos obtenidos por medio del DIFAC y después de los filtros, junto

con su SMILE
Ligando SMILE

1 Cc1cee(S(=0)(=0)Ne2nc3cc(Ocdcce5enH]ce5¢4)c(Clyee3[nH]2)[nH] 1
2 Cc1cec(S(=0)(=0)Nc2nc3ec(Ocdcccsec[nH]c5e4)c(Cl)ee3[nH]2)[nH] 1
3 Cc1cc(S(=0)(=0)Ne2nc3cc(Ocdcce5e[nH]ce5e4)c(Cl)ce3[nH]2)c[nH] 1
4 Cc1cc(S(=0)(=0)Ne2nc3cc(Ocdc[nH]c5ecceed5)c(Clyce3[nH]2)c[nH] 1
5 Cc1cc(S(=0)(=0)Nc2nc3cc(Oc4nH]cc5cccccd5)c(Clce3[nHI2)c[nH] 1
6 Cc1cc(S(=0)(=0)Ne2nc3cc(Ocdccheceec5[nH]4)c(Clyce3[nH]2)c[nH] 1
7 Cc1cc(S(=0)(=0)Nc2nc3cc(Oc4ccc5[nH]ccc5e4)c(Clce3[nH]2)c[nH]
8 Cc1cc(S(=0)(=0)Nc2nc3cc(Occcc5ecinH]c5¢4)c(Clce3[nHI2)c[nH]
9 Cc1c[nH]c(S(=0)(=0)Nc2nc3cc(Oc4[nH]cc5cccccdb)e(Cl)ce3[nH]2)c
10 Cc1c[nH]c(S(=0)(=0)Nc2nc3cc(Ocdcc5eccce5nHj4)c(Clce3[nH]2)c
11 Cc1c[nH]c(S(=0)(=0)Nc2nc3cc(Oc4cccsec[nH]c5¢4)c(Cl)cec3[nH]2)c
12 Cc1c[nH]c(S(=0)(=0)Nc2nc3cc(Oc4c[nH]c5cccccdb)e(Cl)ce3[nH]2)c
13 Cc1cee(S(=0)(=0)Ne2nc3cc(Ocd[nH]cc5ccceed5)c(Clyce3[nH]2)[nH] 1
14 Cc1cee(S(=0)(=0)Ne2nc3cc(Ocdc[nH]c5ccceed5)c(Clyce3[nH]2)[nH] 1
15 0=S(=0)(Nc1nc2cc(Oc3cccdcccccdc3)e(Clicc2[nH]1)cTccc(O)nH] 1

16 0=S(=0)(Nc1nc2cc(Oc3ccdcceccd[nH]3)c(Clycc2[nH]1)c 1 cee(O)ect
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17 0O=S(=0)(Nc1nc2cc(Oc3c[nH]c4cccec34)c(Cl)ec2[nH]1)c1ccc(O)cce
18 0O=S(=0)(Nc1nc2cc(Oc3cccd[nH]ccc4c3)c(Cl)ec2[nH]1)c1ccc(O)cce
19 0O=S(=0)(Nc1nc2cc(Oc3cccdcc[nH]c4c3)c(Cl)ec2[nH]1)c1cee(O)ee
20 0O=8(=0)(Nc1nc2cc(Oc3cccdccecccdc3)c(Clycec2[nH]1)c1¢[nH]c(O)c
21 0O=S(=0)(Nc1nc2cc(Oc3cccdcccecdc3)c(Clycec2[nH]1)c1cc(O)c[nH]1
22 0O=8(=0)(Nc1nc2cc(Oc3ceccdc[nH]ccdc3)c(Cl)ec2[nH]1)c1cec(O)ec
23 Cc1enc(S(=0)(=0)Nc2nc3cc(Oc4cccseccec5ed )c(Cl)ee3[nH]2)[nH]1
24 Cc1cee(S(=0)(=0)Nc2nc3cc(OcdcecS[nH]cce5c¢4)c(Cl)ec3[nH]2)en1
25 Cc1cee(S(=0)(=0)Nc2nc3cc(Ocdcecdeence5cd )c(Cl)ee3[nH]2)[nH]1
26 Cc1cee(S(=0)(=0)Nc2nc3cc(OcdcecSencec5c4 )c(Cl)eec3[nH]2)[nH]1
27 Cc1nce(S(=0)(=0)Nc2nc3cc(Ocdcccbeccec5ed )c(Cl)eec3[nH]2)[nH]1
28 Cc1cec(S(=0)(=0)Nc2nc3cc(Ocdcecdnecec5cd )c(Cl)ee3[nH]2)[nH]1
29 Cc1cee(S(=0)(=0)Nc2nc3cec(OcdcecSecenc5ed )c(Cl)eec3[nH]2)[nH]1
30 Cc1ce(S(=0)(=0)Nc2nc3cc(Ocdccsecceecsend)e(Cl)ee3[nH]2)e[nH]M
31 Cc1ce(S(=0)(=0)Nc2nc3cc(Ocdcencheccecsced )e(Cl)ee3[nH]2)e[nH]1
32 Cc1ce(S(=0)(=0)Nc2nc3cc(Ocdcecchbeence5cd)e(Cl)ee3[nH]2)c[nH]1
33 Cc1c[nH]c(S(=0)(=0)Nc2nc3cc(Ocdcchbeccee5cen4)c(Cl)ee3[nH]2)c
34 Cc1c[nH]c(S(=0)(=0)Nc2nc3cc(Ocdcec5eence5c4)c(Cl)ec3[nH]2)c1
35 Cc1c[nH]c(S(=0)(=0)Nc2nc3cc(Ocdccc5encec5c4)c(Cl)ec3[nH]2)c1
36 Cc1cec(S(=0)(=0)Nc2nc3cc(Ocdc[nH]c5cecee45)c(Cl)ec3[nH]2)en
37 Cc1cee(S(=0)(=0)Nc2nc3cec(Ocd[nH]cc5cecec45)c(Cl)ec3[nH]2)en
38 Cc1cec(S(=0)(=0)Nc2nc3cc(Ocdcecbeceec5[nH]4)c(Clyee3[nH]2)en1
39 Cc1cec(S(=0)(=0)Nc2nc3cc(Ocdcecbecceecdend)c(Cl)ee3[nH]2)[nH]1
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50 Cc1ce(S(=0)(=0)Nc2nc3cc(Ocdceccbneccee5ced)e(Cl)ee3[nH]2)c[nH]1
41 Cc1ce(S(=0)(=0)Nc2nc3cc(Ocdccchecencbed )e(Cl)ee3[nH]2)c[nH]1
42 Cc1c[nH]c(S(=0)(=0)Nc2nc3cc(Ocdcccbnecce5c4)c(Cl)ec3[nH]2)c1
43 Cc1c[nH]c(S(=0)(=0)Nc2nc3cc(Ocdcechecenched)c(Cl)ec3[nH]2)c1
44 Cc1ce(S(=0)(=0)Nc2nc3cc(Ocdceccheceee5n4)c(Cl)ee3[nH]2)c[nH]1
45 Cc1cce(S(=0)(=0)Nc2nc3cc(Ocdcecsbecceedcd )c(Cl)ec3[nH]2)n[nH]M
46 Nc1cee(S(=0)(=0O)Nc2nc3cc(Ocdcecsecceehed )c(Cl)ee3[nH]2)[nH]1
47 Nc1cee(S(=0)(=O)Nc2nc3cc(Oc4c[nH]c5cceced5)c(Cl)ec3[nH]2)cce
48 Nc1cee(S(=0)(=O)Nc2nc3cc(Oc4cecc5[nH]cce5c4)e(Cl)ee3[nH]2)cc
49 Nc1cee(S(=0)(=O)Nc2nc3cc(Ocdccc5ec[nH]c5¢4)c(Cl)ec3[nH]2)cce
50 Nc1cc(S(=0)(=0O)Nc2nc3cc(Ocdcccseccec5ced)c(Cl)ee3[nH]2)c[nH]1
51 Nc1c[nH]c(S(=0)(=0)Nc2nc3cc(Ocdcecdbeceeched )c(Cl)ec3[nH]2)c
52 Nc1cee(S(=0)(=O)Nc2nc3cc(Ocdccc5c[nH]cc5c4)c(Cl)ec3[nH]2)cce
53 N=c1ccc(S(=0)(=0)Nc2nc3cc(Ocdcecchbececc5e4)c(Cl)ec3[nH]2)c[nH]1
54 Nc1cee(S(=0)(=O)Nc2nc3cc(Oc4cccseccecded )c(Cl)ec3[nH]2)ne1
55 Nc1cee(S(=0)(=O)Nc2nc3cc(Ocdcc5cececsend)c(Cl)ce3[nH]2)cc1
56 Nc1cee(S(=0)(=O)Nc2nc3cc(Ocdcencheccecsce4)c(Cl)ce3[nH]2)ce1
57 Nc1cece(S(=0)(=O)Nc2nc3cc(Oc4cccsnccec5c4)c(Cl)ee3[nH]2)ce1
58 Nc1cee(S(=0)(=O)Nc2nc3cc(Oc4ccc5ccenc5e4)c(Cl)ee3[nH]2)cce1
59 Nc1cee(S(=0)(=O)Nc2nc3cc(Oc4cccseence5c4)c(Clyce3[nH]2)cet
60 Nc1cee(S(=0)(=O)Nc2nc3cc(Oc4ccc5encec5c4)c(Cl)ee3[nH]2)cce1
61 Cc1cee(S(=0)(=0)Nc2nc3ec([S@@](=0)cdcecdbeccec5c4)c(Clyce3[nH]2)[nH]1
62 Cc1c[nH]c(S(=0)(=0)Nc2nc3cc([S@@](=O)cdcccdbeccec5e4)c(Cl)eec3[nH]2)c
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63 Nc1cee(S(=0)(=O)Nc2nc3cc([S@@](=0)c4ccc5eccec5ed)e(Cl)eec3[nH]2)cce
64 COc1ce2nc(NS(=0)(=0)c3cec(C)[nH]3)[nH]c2cc10c1cecc2eccec2e

65 CNc1ce2ne(NS(=0)(=0)c3cec(C)[nH]3)[nH]c2cc10c1ccc2eecec2e

66 CNc1ce2ne(NS(=0)(=0)c3cc(C)c[nH]3)[nH]c2cc10c1cec2eccec2c

67 Cn1¢(=NS(=0)(=0)c2cce(N)cc2)[nH]c2cc(Cl)e(Oc3cecdcceeccdc3)cc21
68 CNc1ce2ne(NS(=0)(=0)c3cce(N)cce3)[nH]c2cc10c1cecc2eccec2ce

69 Nc1cee(S(=0)(=O)Nc2nc3cc(Cl)c(Ocdcecc(Cl)c4Cl)eec3[nH]2)en1

70 Nc1cece(S(=0)(=O)Nc2nc3cc(Cl)c(Ocdccee(Cl)c4Cl)ecc3[nH]2)en1

71 Nc1cee(S(=0)(=0O)Nc2nc3cc(Cl)c(Ocdccec(0O)c4Cl)ec3[nH]2)cc
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