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RESUMEN

Uno de los mayores retos en la blsqueda de nuevos compuestos bioactivos contra
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) es la presencia de una fuerte barrera hidréfoba que
impide la penetracién de farmacos a través de la pared celular, provocando la aparicion de
resistencia a los medicamentos. Las cepas resistentes a los medicamentos siguen
impulsando a la investigacion cientifica en la busqueda de mecanismos para controlar esta
enfermedad, evidenciando una clara necesidad de descubrir nuevos farmacos y dianas
farmacologicas para tratar estas infecciones bacterianas dificiles de controlar. (Bolla, J.,
2020; Rayasam, G., 2014). Por otra parte, considerando que la proteina MmpL3 es
responsable de la biogénesis de la pared celular micobacteriana y del transporte de
monomicolato de trehalosa (TMM) el cual es una unidad estructural de esta pared celular.
Dada esta funcion, MmpL3 es considerada como un objetivo terapéutico potencial y ha sido
el foco de muchos esfuerzos de investigacion en curso, ya que su inhibicion bloquea el paso
de TMM a través de la membrana interna, debilitando la pared celular de las micobacterias
provocando la muerte celular. (Bhakhar et al.,2021; Shao et al., 2020; Munnaluri et al.,
2019). En la basqueda de inhibidores de MmpL3 se han reportado diferentes estructuras
con actividad prometedora contra este blanco molecular, dentro de estos compuestos,
sobresalen el pirrol BM212; un potente inhibidor frente a cepas de Mtb multirresistentes y
uno de los compuestos mas prometedores contra este blanco molecular, el cual constituye
una estructura base adecuada para un proceso de optimizacion. (Poce et al.,, 2019;
Gaikwad et al., 2021; Wavhale et al., 2017).

El propésito de nuestro trabajo de investigacion fue identificar el patron de sustitucién crucial
para mejorar la actividad antimicobacteriana de la molécula lider BM212. Para ello,
mediante un enfoque in-silico, el andamio de BM212 se exploré sistematicamente
realizando modificaciones en las posiciones N1, C3 y C5 del pirrol, seguidamente de
evaluaciones de las propiedades ADME, acoplamiento molecular/dinamica con el fin de
comprender las relaciones estructura-actividad (SAR) de dicha molécula. De este modo, se
identificaron los parametros clave para mejorar la actividad potencial de los ligandos; de
acuerdo a las evaluaciones de acoplamiento y dinAmica molecular se logré proponer una
nueva serie de compuestos con mejor afinidad hacia el sitio de unién de MmpL3 y a su vez,
potenciales candidatos a farmacos como tratamiento sinérgico a los procedimientos
terapéuticos actuales de la tuberculosis.

Palabras Claves: Tuberculosis, acoplamiento molecular, dindmica molecular, BM212,
MmpL3, resistencia micobacteriana, tratamiento sinérgico.



ABSTRACT

One of the biggest challenges in the search for new bioactive compounds against
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) is the presence of a strong hydrophobic barrier that
prevents the penetration of drugs through the cell wall, causing the appearance of drug
resistance. Drug-resistant strains continue to drive scientific research in the search for
mechanisms to control this disease, evidencing a clear need to discover new drugs and drug
targets to treat these difficult-to-control bacterial infections. (Bolla, J., 2020; Rayasam, G.,
2014). On the other hand, considering that the MmpL3 protein is responsible for the
biogenesis of the mycobacterial cell wall and the transport of trehalose monomycolate
(TMM) which is a structural unit of this cell wall. Given this function, MmpL3 is considered
as a potential therapeutic target and has been the focus of many ongoing research efforts,
since its inhibition blocks the passage of TMM through the inner membrane, weakening the
cell wall of mycobacteria causing the cell death. (Bhakhar et al., 2021; Shao et al., 2020;
Munnaluri et al., 2019). In the search for MmpL3 inhibitors, different structures with
promising activity against this molecular target have been found. Among these compounds,
pyrrole BM212 stands out; a potent inhibitor against multiresistant Mtb strains and one of
the most promising compounds against this molecular target, which constitutes a suitable
base structure for an optimization process. (Poce et al., 2019; Gaikwad et al., 2021; Wavhale
et al., 2017).

The purpose of our research work was to identify the substitution pattern crucial to enhance
the antimycobacterial activity of the lead molecule BM212. To this end, using an in-silico
approach, the BM212 scaffold was systematically explored by making modifications at the
N1, C3 and C5 positions of pyrrole, followed by ADME property assessments,
molecular/dynamic learning in order to understand the structure relationships. -activity
(SAR) of said molecule. In this way, the key parameters to improve the potential activity of
the ligands were identified; According to the evaluations of concentration and molecular
dynamics, a new series of compounds with better affinity for the MmpL3 binding site will be
improved and, in turn, possible candidates for drugs as a synergistic treatment to the current
therapeutic procedures for tuberculosis.

Keywords: Tuberculosis, molecular docking, molecular dynamics, BM212, MmpL3,
mycobacterial resistance, synergistic therapy.



INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) causada por la bacteria Mycobacterium tuberculosis continda siendo
una gran amenaza para la salud a nivel mundial; ya que es considera una de las 13
principales causas de muerte en todo el mundo (clasificandose por encima del VIH/SIDA,
por detrds del COVID 19) (Organizacibn Mundial de la Salud [OMS], 2023). Las
micobacterias poseen una pared celular compleja y serosa que comprende un gran panel
de glicolipidos. Entre estos, el monomicolato de trehalosa (TMM); el cual, representa
componentes abundantes y cruciales para la elaboracion de la micomembrana (Ung et al.,
2022). La proteina de membrana micobacteriana grande 3, (MmpL3) ha sido identificada
como un potente objetivo responsable de la biogénesis de la pared celular micobacteriana,
el transporte de monomicolato de trehalosa seguido de su unién con fosfatidiletanolamina.
La inhibicién de MmpL3 bloquea el transporte de TMM a través de la membrana interna,
debilitando la pared celular de las micobacterias provocando la muerte celular en modelos
de infeccién. (Bhakhar et al., 2021; Shao et al.,, 2020; Munnaluri et al., 2019). En la
busqueda de inhibidores de MmpL3 se han reportado diferentes estructuras con actividad
prometedora contra este blanco molecular; dentro de estos compuestos, sobresalen
algunos derivados heterociclicos siendo el pirrol BM212, un potente inhibidor frente a cepas
de Mtb multirresistentes. BM212 es considerado como uno de los compuestos mas
prometedores, el cual constituye una estructura base adecuada para un proceso de
optimizacion. (Poce et al., 2019; Gaikwad et al., 2021; Wavhale et al., 2017). Es por esto
que, en este trabajo de investigacion mediante un enfoque basado en la estructura, se
disefiaron y evaluaron nuevos analogos antimicobacterianos de BM212. Para esto, se
analizé una serie de analogos ya reportados de BM212 con actividad biolégica, para asi
comprender las caracteristicas estructurales responsables de la actividad de estos
compuestos.



1. MARCO REFERENCIAL

1.1. Tuberculosis

En marzo de 1882, el Microbidlogo Aleman Robert Koch anuncié el descubrimiento del
patdgeno bacteriano Mycobacterium tuberculosis (Mtb); la bacteria que causa la
tuberculosis (TB). En 1993, la TB es declarada una emergencia sanitaria mundial. Esta
bacteria casi siempre afecta a los pulmones, pero también pueden atacar otras partes del
cuerpo, como los rifiones, la columna vertebral y el cerebro. Se trata de una enfermedad
curable y prevenible, la cual se transmite de persona a persona a través del aire mediante
bacilos infecciosos. (Munnaluri et al., 2019; Centros para el control y prevencion de
enfermedades [CDC], 2016)

Pese a los avances cientificos y tecnolégicos en el diagnéstico y el tratamiento de la
tuberculosis (TB); esta enfermedad sigue siendo una grave amenaza para la seguridad
sanitaria mundial. Segun el dltimo reporte Global de Tuberculosis (TB) 2022 de la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) estima que alrededor de 10,6 millones de
personas enfermaron de tuberculosis (una cifra superior en un 4,5% a la correspondiente
de 2020) y cerca de 1,6 millones de personas murieron a causa de esta infeccion en 2021.
Se estima que cerca de un tercio de la poblacion mundial alberga esta infeccién; por ende,
contindia siendo una emergencia mundial. En este Ultimo reporte; la OMS anuncié el plan
de establecer un consejo de aceleracion de las vacunas, con el fin de darle fin a la
tuberculosis (OMS, 2023; Covid-19y TB., 2022).

En Colombia, la tuberculosis es una prioridad de salud publica nacional, por lo que el
Ministerio de Salud y Proteccién Social, como autoridad rectora del sistema de salud,
cuenta con un Programa Nacional de Prevencién y Control de la Tuberculosis (PNPCT);
gue incluye programas sectoriales, actividades multidisciplinarias y comunitarias para el
diagnostico, tratamiento y seguimiento de casos de TB. El estudio nacional de salud
(MinSalud, 2021) estima que en Colombia una tercera parte de la poblacion esté infectada
por M. tuberculosis. Colombia ocupa el quinto puesto en la regiéon de las Américas con
mayor nimero de casos de tuberculosis sensible y resistente a los tratamientos actuales.
El reporte al sistema de vigilancia en salud publica (Sivigila) en su ultima actualizacién con
corte del afio 2021; muestra una cifra de 14.060 casos de tuberculosis. (Instituto Nacional
de Salud [INS_Colombia], 2022; Programa nacional de prevencion y control de la
tuberculosis [MinSalud], 2022)

1.2. Tratamiento Actual

El tratamiento actual de la TB bajo el asesoramiento de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) implica un régimen extendido de 6 meses de medicamentos, utlizando una
combinacién de rifampicina (RIF), isoniazida (INH), pirazinamida (PZA), etambutol (EMB) y
estreptomicina (ERI). Durante los primeros dos meses, se usan los cinco farmacos (INH,
RIF, PZA, EMB y ERI); fase que se conoce como intensiva y en los cuatro meses restantes
se usa una combinacion de INH y RIF como fase de continuacion. La prolongacion del
tratamiento para la TB contribuye a las fallas del mismo, provocando no solo la recaida de



la enfermedad, sino también la aparicion de cepas resistentes a los medicamentos. (Shao
et al., 2020; Ung et al., 2022; OMS, 2023) La creciente carga de TB multirresistente (MDR)
subraya en todo el mundo una necesidad apremiante de desarrollar nuevos tratamientos
con el fin de minimizar el problema de la aparicién de resistencia a los medicamentos.
(Gaikwad et al., 2021; D'Ambrosio et al., 2015). Una de las barreras mas complejas de
superar en la busqueda de nuevos compuestos bioactivos contra M. tuberculosis, ademas
de las caracteristicas propias de la membrana de la bacteria, es el costo que implica la
investigacion y desarrollo de nuevos compuestos con actividad biolégica relevante contra
esta enfermedad. (Bolla, J., 2020) Es aqui donde aparecen los métodos computacionales
como una alternativa para optimizar esfuerzos y dirigir la investigacion hacia blancos
moleculares prometedores y compuestos con perfiles farmacolégicos adecuados
(Dhameliya et al., 2022; Perveen, S. y Sharma R., 2022; Bajorath, J., 2015).

1.3. Disefio de Farmacos Asistido por Computadora

Los métodos de disefio de farmacos asistido por computadora (DiFAC) han sido utilizados
durante mucho tiempo en la identificacion de nuevos inhibidores contra diferentes objetivos
biol6gicos. Las técnicas DIFAC permiten conocer la accion del farmaco a nivel molecular,
esclareciendo la mecéanica de la interaccion del farmaco-receptor. Pese a que mediante el
enfoque in silico, no se desarrollan los farmacos; los enfoques computacionales hacen
valiosas contribuciones al proceso de descubrimiento ya que, proporciona una ayuda
esencial en la toma de decisiones y una guia para los programas experimentales, lo que
disminuye la cantidad de compuestos candidatos para evaluar experimentalmente. (Medina
J, 2016; Tropsha, A. y Bajorath, J., 2016). El DIFAC se clasifica en dos categorias: métodos
basados en estructura (SB) y basados en ligandos (LB). En el disefio de farmacos basado
en el ligando (LB), los modelos se construyen basados en el conocimiento de ligandos
activos contra un receptor y asi, estos modelos se usan para construir nuevas moléculas
que interactten con dicho receptor. Por su parte, en el disefio basado en la estructura (SB),
se dispone de la informacion de la estructura tridimensional de la diana molecular, ya sea
por difraccién de rayos X o por resonancia magnética nuclear; con la cual se procede a
disefiar ligandos que puedan tener mejor afinidad con el blanco molecular para usarse como
inhibidores de este. Los métodos computacionales han ganado mucho protagonismo en la
optimizacion de nuevos andamios identificados contra un objetivo molecular y reducen en
gran medida los costos y el tiempo que se dedica al proceso de obtencién de un nuevo
farmaco (Gore, M. y Desai, N., 2014; Yu, W. y MacKerell, A., 2017; Munnaluri et al., 2019).

Las herramientas computacionales cada vez demuestran su importancia en la investigacion
guiada al desarrollo de nuevos farmacos. Dentro de los métodos computacionales utilizados
para el refinamiento de resultados se encuentra el acoplamiento molecular; el cual es un
método ampliamente utilizado ya que proporciona informacién para el estudio y andlisis de
la interaccion del ligando con los residuos de aminoacidos de la proteina identificada. Del
mismo modo, las simulaciones de dinamica molecular (MD) se han considerado una
herramienta computacional vital en la evaluacion de la estabilidad en funcién del tiempo del
ligando en el sitio activo para el complejo farmaco-receptor. (Bhakhar et al., 2021;
Dhameliya et al., 2018; Hospital et al., 2015).



1.4. Proteina de Membrana Micobacteriana Grande 3 (MmpL3)

Dentro de los blancos moleculares que han demostrado ser promisorios como alternativa
terapéutica en la lucha contra TB, sobresale la proteina de membrana micobacteriana
grande 3 (MmpL3), proteina responsable del transportar de monomicolato de trehalosa
lipidica (TMM), un precursor del dimicolatos de trehalosa (TDM) que contiene acido micélico
(MA); los cuales constituyen componentes esenciales de la membrana externa de
micobacterias (Bhakhar et al., 2021; Zhang et al., 2019). Su inhibicion bloguea el cruce de
micolatos se trehalosa (TMM) por la membrana interna, lo que llevara a la acumulacién de
TMM en el citoplasma, debilitando la pared celular de las micobacterias, provocando la
muerte celular en modelos de infeccion tanto in vitro como in vivo. (Bolla, J., 2020;
Rayasam, G., 2014; Shetye et al., 2020; Shao et al., 2020). Por ende, la proteina MmpL3
se ha considerado como una diana promisoria para el desarrollo de nuevos farmacos, ya
que se podria utilizar su inhibicibn como un nuevo mecanismo de accion para el desarrollo
de agentes antituberculosos novedosos. Es por esto que la busqueda de nuevas entidades
quimicas con la capacidad de inhibir la funcién de esta proteina, se ha convertido en un
campo activo de investigacion. (Nobre et al., 2014; Belardinelli et al., 2016).

1.5. BM212

Se ha reportado una variedad de compuestos conocidos por inhibir MmpL3 y una
caracteristica interesante es la diversidad estructural de estos. Dentro de los compuestos
encontrados como potenciales inhibidores, sobresale la 1-((1,5-bis(4-clorofenil)-2-metil-1H-
pyrrol-3-il) metil)-4-metilpiperazina BM212 (figura 1); el cual fue el primer compuesto de
primera generacion con una potente actividad inhibitoria contra MmpL3 (Deidda et al.,1998;
Poce et al., 2018).

Figura 1

Estructura quimica de BM212

Cl

Es de notar que estructuralmente, el BM212 es un pirrol tetrasustituido y vale la pena
resaltar que se ha reportado la importancia del pirrol como un compuesto versétil que
aparece con frecuencia en productos naturales y farmacéuticos con multiples actividades
biol6gicas; entre estas la actividad antimicrobiana. El pirrol BM212 pertenece a la clase de
inhibidores de MmpL3 que bloquea el transporte de &cidos micdlicos. Pese a su actividad



inhibitoria contra Mycobacterium tuberculosis resistente a farmacos y micobacterias que
residen en macrofagos; los ensayos en fases preclinicas no se siguieron debido a su pobre
farmacocinética y perfil de toxicidad. Reportes recientes han demostrado que la estrategia
de modificar los sustituyentes de BM212 puede mejorar su perfil farmacocinético,
conservando su actividad. (Semenya et al., 2022; Prem Kumar et al., 2022; Ponce et al.,
2019).

1.6. Reemplazo Bioisostérico

Dentro de los métodos utilizados para realizar modificaciones estructurales mediante el
enfoque in silico, se ha identificado el reemplazo bioisostérico como una herramienta de
gran valor. Se conoce como bioisdstero a una molécula que resulta del reemplazo de un
atomo o de un grupo de atomos por un atomo o grupo de atomos alternativo,
considerablemente similar. El reemplazo bioisotérico permite crear una nueva molécula con
propiedades biologicas similares al compuesto original. Por su parte, el reemplazo
bioisostérico ofrece un valor significativo en el disefio de fArmacos ya que permite evaluar
el efecto del tamafio y forma estéricos, la modulacién de las propiedades dipolares y
electrénicas, la lipofilia de los nuevos y posibles candidatos. (Meanwell, N., 2014; Burger,
A., 1991). Dentro de los recursos disponibles para proponer reemplazos bioisostéricos, la
base de datos en linea SwissBioisostere alojada en el Instituto Suizo de Bioinformatica y
disponible a través de la interfaz web (http://www.swissbioisostere.ch), es muy util ya que,
contiene informacién sobre millones de reemplazos moleculares y su desempefio en
ensayos bioquimicos. Esta base de datos proporciona una valiosa informacién para
modificaciones bioisostéricas de una molécula lider identificada, permitiendo conocer los
detalles sobre reemplazos moleculares particulares (Wirth et al., 2013).

1.7. Propiedades Farmacolodgicas

Se ha demostrado la importancia de determinar las capacidades farmacol6gicas de los
candidatos propuestos en las primeras etapas del desarrollo de farmacos, a fin de predecir
que el farmaco que avanza hacia las demas etapas cumpla con las propiedades necesarias.
Estas propiedades farmacoldgicas comprenden la absorcién, la distribucion, el metabolismo
y la eliminacion (ADME) (Daina, A. y Zoete, V., 2017; Brenk et al., 2008). La absorcion
describe la capacidad del farmaco para atravesar el tracto gastrointestinal al torrente
sanguineo después de la ingestion. La distribucién comprende la dispersién del farmaco a
través de diferentes tejidos corporales. El metabolismo; es la transformacion del farmaco
original en metabolitos catalizados por enzimas y la excrecion es el destino final del farmaco
a medida que se elimina del cuerpo. La evaluacion de las propiedades farmacocinéticas y
la seguridad de un farmaco forma parte integral del proceso de desarrollo de farmacos
(Algahtani, S., 2017; Savelieff, M., 2020). En este trabajo de investigacion, se utilizo el
servidor SwissADME alojado en el Instituto Suizo de Bioinformatica y disponible a través de
la interfaz web (http://www.swissadme.ch/), con el fin de predecir estas propiedades
farmacol6gicas basados principalmente en el cumplimiento de la regla de los cinco de
Lipinski, ademas se evaluo la solubilidad, permeabilidad entre otros.


http://www.swissbioisostere.ch/
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo General

Disefiar y evaluar una serie de analogos del inhibidor BM212 mediante un enfoque in-silico
con el fin de obtener un grupo de compuestos con potencial actividad inhibitoria sobre la
proteina de membrana MmpL3, como opcién terapéutica para el tratamiento de
tuberculosis.

2.2 Objetivos Especificos

- Identificar los requerimientos estructurales clave de la inhibicibn de MmpL3 a través de
estudios de acoplamiento molecular utilizando compuestos con actividad reportada.

- Construir una serie de compuestos derivados de BM212 considerando los requerimientos
estructurales identificados.

- Proponer un nuevo grupo de analogos de BM212 con potencial actividad contra la proteina
MmpL3 utilizando el filtro ADME/acoplamiento molecular/dinamica molecular.



3. METODOLOGIA

A continuacion, se describen los protocolos realizados en este trabajo
3.1. Seleccion y Optimizaciéon de la Proteina MmpL3

Debido a que este trabajo se basa en el disefio basado en la estructura, el primer paso
consistié en descargar la proteina MmpL3 de la base de datos Protein Data Bank (PDBID:
7N6B). Para este estudio se realizd una optimizacion previa de la estructura para la cual se
utilizé el campo de fuerza NOVA instalada en el servidor YASARA (Krieger et al., 2002).

3.2. Disefio y Construccién de los Ligandos

Se identific6 una serie de compuestos reportados en la literatura derivados del BM212,
promisorios para los tratamientos de TB; los cuales fueron llevados a estudios de
acoplamiento molecular con el fin de identificar los requerimientos necesarios para una
modificacion que pudiese mejorar la farmacocinética y conservar la actividad
antimicobacteriana de compuesto lider BM212.

El disefio de los ligandos se realiz6 a través de un reemplazo bioisostérico, mediante la
busqueda en linea de la base de datos SwissBioisostere; (http://www.swissbioisostere.ch).
Los bioisésteros encontrados permitieron disefiar una nueva serie de 108 compuestos
derivados del BM212.

Para la construccion de los ligandos propuestos en este trabajo, se utilizé el programa
ChemSketch en sus interfaces 2D y 3D; la optimizacion de la geometria y estados de
protonacion de los ligandos se realizé en el programa Chimeral.14.

3.3. Evaluacién ADME

Para la evaluacién de las propiedades ADME de los ligandos propuestos, se utilizo el
servidor SwissADME (http://www.swissadme.ch/), donde se evaluaron diferentes
parametros farmacocinéticos como propiedades de Lipinski, area topoldgica superficial,
absorcion gastrointestinal, interaccion con proteinas metabdlicas, entre otras. Luego de
este estudio, los ligandos fueron llevados a la fase de acoplamiento molecular.

3.4. Acoplamiento Molecular.

El acoplamiento molecular se realizé con Autodock Vina (Morris et al., 2009), se utilizo la
interfaz gréfica MGLtools 1.5.6. En este programa se fusionaron los hidrégenos no polares,
se asignaron las cargas atomicas de Gasteiger a cada atomo en la proteina y el ligando, se
definié el centro de coordenadas de busqueda (x, y, z: 37.5, 5.2, -15.5 respectivamente,
con un tamafio de 25x25x25A). En el estudio de acoplamiento molecular se realizaron 9
repeticiones y se eligié el mejor modo de unién de cada molécula en funcion del score méas
favorable. Los compuestos con mejores scores fueron llevados a estudios de dinamica
molecular.


http://www.swissbioisostere.ch/
http://www.swissadme.ch/

3.5. Dinamica Molecular

La conformacion con energia libre de unién mas baja de cada complejo seleccionado se
consider6 como la conformacion inicial para los estudios de MD. Los parametros y las
topologias moleculares para los ligandos se generaron utilizando el programa ACPYPE
(Sousa Da Silva y Vranken, W., 2012; Nilges et al., 2008). Todas las simulaciones de MD
de los complejos proteina-ligando se realizaron utilizando el programa GROMACS 2018.2
instalado en el servidor NMRbox. (Maciejewski et al., 2017). Los complejos se describieron
usando el campo de fuerza Amber99-ILDN, (Hornak et al., 2006) el complejo proteina-
ligando se solvaté con agua en una caja cubica con 1,0 nm de agua en todos los lados
usando un modelo de tres puntos para agua (TIP3P), (Jorgensen et al., 1983)
adicionalmente se anadié aleatoriamente una solucién de NaCl simulada de 0,15 M. En
primer lugar, se llevé a cabo una minimizacion energética del sistema utilizando el algoritmo
de descenso mas pronunciado; ademas, se equilibré el sistema utilizando los protocolos
NVT con termostato Berendsen. (Berendsen et al., 1984) y NPT con barostato Parrinello-
Rahman. (Parrinello, M y Rahman, A., 1980) Finalmente, se realiz6 una simulacion de 100
ns con el complejo proteina-ligando. EI RMSD se analizé durante la simulacién completa y
la energia libre de unién del complejo se calculd para los dltimos 30 ns utilizando la funcién
gmx_MMPBSA. (Valdés-Tresanco et al., 2021)



4. RESULTADOS Y ANALISIS

4.1. Disefio y Construccion de los Ligandos
Con el fin de identificar los requerimientos estructurales necesarios para la modificacion de
la molécula lider BM212; el cual se ha reportado como un punto de partida muy atractivo
para el desarrollo de nuevos compuestos bioactivos (Ponce et al., 2019), se analiz6é una
serie de moléculas inspiradas en el inhibidor BM212, reportadas recientemente por
Semenya et al., 2022; con variada actividad antituberculosa. Con el fin de entender las
diferencias en la actividad biolégica de este grupo de moléculas estructuralmente
relacionadas, se realiz6 un primer estudio de acoplamiento molecular para asi identificar
los requerimientos estructurales clave para la inhibicién efectiva de MmpL3. Los resultados
de este primer andlisis permitieron identificar una coincidencia conformacional en los tres
compuestos mas activos (5n, 5r, 5q) dentro de la proteina, esto permite suponer que la
orientacion conformacional podria ser un pardmetro clave para la actividad. En la figura 2
se observa la estructura de los ligandos reportados y la orientacidon encontrada para estos.

Figura 2

Estructuras 2D de los ligandos reportados (5n, 5q y 5q); como los mas activos (arriba) y
representacion 3D de la orientacién estructural de los ligandos (abajo).




Un andlisis mas detallado de la orientacion de estos ligandos en el sitio activo de MmpL3
permitio identificar dos interacciones hidrofobicas favorables; una correspondiente a la
interaccion entre el sustituyente aromatico en N1 con los residuos Thr314, Leu633, e lle244,
mientras que el sustituyente aliciclico en C3 interactia con residuos como Phe644, lle674,
Ala677; ademas, el compuesto 5n presenta un puente de hidrégeno con el residuo
aminoacidico Asp251; esta interaccion puede estabilizar ain mejor el ligando en esta zona
de la proteina. En la figura 3 se observa la gréfica obtenida del acoplamiento molecular del
compuesto 5n, resaltando las interacciones mencionadas anteriormente.

Figura 3

Representacién 3D de las interacciones del compuesto 5n con diferentes residuos de aminoacidos
de la proteina (izquierda), y representacion de la formacién del puente de hidrégeno con el residuo
Asp251(derecha).

ILE6T4

Basados en este andlisis, se busco ampliar el alcance de la investigacion, para esta etapa
se tuvieron en cuenta los requerimientos estructurales identificados. Se decidié tomar como
referencia al compuesto 5n, aprovechando la amina protonada; la cual permite la formacion
del puente de hidrégeno con el residuo Asp251. Por su parte, considerando la importancia
del andamio de 2,5-dimetilpirrol, se decidi6 conservarlo para asi, explorar posibles
sustituciones en las zonas identificadas. Es asi como en la figura 4 se plantea el proceso

Figura 4

Ruta de optimizacion para el disefio de la nueva serie de ligandos. (a). Sitios clave para la
modificacion del compuesto BM212. (b). Ligando de referencia (5n). (c). Esqueleto base utilizado
para la construccidn de la nueva serie de compuestos.



de optimizacion propuesto para este trabajo considerando las optimizaciones previamente
propuestas en la literatura.
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De este modo, se procedio6 a la construccién de un grupo de compuestos (tabla 1) a través
de un reemplazo bioisostérico mediante la busqueda en la base de datos de
SwissBioisostere; en la cual, se encuentran reportadas una gran cantidad de modificaciones
estructurales y cada una de estas, esta directamente relacionada con un semaforo; el cual
permite conocer cuales de ellas han tenido mejor actividad. Esta blisqueda permitié ver los
mejores reemplazos reportados para estos sustituyentes y asi proponer nuevas posibles
combinaciones que pudieran mejorar la actividad de los ligandos ya reportados en la
literatura. Dentro de las modificaciones alojadas en la base de datos de SwissBioisostere,
se encontraron diferentes reemplazos con un semaforo promisorio; de los cuales se
observaron para la posicion N1; fenilos y bencilos sustituidos en diferentes posiciones del
anillo aromatico con fldor y cloro. Del mismo modo, para la posicion C3 del pirrol, se
encontraron remplazos como cadena abiertas y ciclos de diferentes tamafios.

El hallazgo de estas modificaciones permitié evaluar la influencia del enlace bencilo y fenilo
en la actividad y a su vez, identificar de qué manera la sustitucién con cloro y flior en
diferentes posiciones del sistema aromatico podria influir en la actividad; asi mismo,
proponer la siguiente pregunta, ¢ de qué manera modifica la actividad el tamafio de los ciclos
y la abertura de estos?, esta propuesta permite ademas evaluar la influencia de los grados
de libertad propios de cada sistema. De acuerdo con las diferentes combinaciones
estructurales identificadas, se logr6 proponer una serie de 108 compuestos; los cuales
fueron llevados a estudios de las propiedades ADME.

Tabla 1

Sustituyentes propuestos para la construccion de la nueva serie de compuestos.
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4.2. Evaluacion de las Propiedades ADME

La evaluacion de las propiedades ADME; se ha considerado esencial en vistas a la
prediccion de la biodisponibilidad y toxicidad de compuestos seleccionados en las fases



temprana, dado que muchas moléculas candidatos a farmacos no logran alcanzar su
objetivo farmacolégico debido a un perfil ADME deficiente. (Bhakhar et al., 2021). Todas las
moléculas propuestas la-12i, (tabla 1) fueron llevadas a un estudio computacional; para
predecir los parametros farmacocinéticos ADME mediante el servidor SwissADME. En la
tabla 1la (anexos), se evidencia que todos los compuestos propuestos siguieron la regla de
cinco de Lipinski, y las reglas limitantes de Ghose, Egan y Muegge. La mayoria de los
compuestos tienen propiedades ADME deseables lo cual sugiere que estos compuestos
podrian ser propuestos como candidatos potenciales para el tratamiento antituberculoso.

El bajo peso molecular obtenido de dicha evaluacién oscil6é entre 273,37 y 359,96 g/mol,
peso molecular por debajo de 400g/mol; lo que es probable que todos los compuestos se
difundan o absorban. La mayoria de las moléculas presentaron una solubilidad moderada
predicha, lo cual es un resultado valioso ya que, una molécula soluble facilita
significativamente muchas actividades del desarrollo de farmacos, principalmente la
facilidad de manejo y formulacion (Daina, A. y Zoete, V., 2016). Ademas de las propiedades
ADME, se tuvieron en cuenta algunas propiedades fisicoquimicas como la lipofilia (LIPO),
tamafio, polaridad, solubilidad, flexibilidad y saturacién. En la figura 1a (anexos) se muestra
el poligono obtenido del servidor SwissADME del espacio fisicoquimico de algunos
compuestos; en el cual se observa que todos los parametros caen en el rango 6ptimo. Los
resultados evidencian que los compuestos de la serie propuesta presentan propiedades
farmacocinéticas aceptables. Por este motivo, en esta parte del estudio no fue posible
descartar candidatos y todos los compuestos fueron llevados al filtro de acoplamiento
molecular con el fin de evaluar las interacciones intermoleculares.

4.3. Acoplamiento molecular

Con el fin de resolver los interrogantes de estructura - actividad planteados, se realizaron
estudios de acoplamiento molecular. En la figura 5, se ilustra el resultado obtenido de la
evaluacion del acoplamiento molecular realizada a las moléculas propuestas. Considerando
gue se identificé la orientacidn de los ligandos en el sitio activo de la proteina como un
parametro clave para la inhibicion, se decidi6é usar la conformacién del compuesto 5n como
un primer filtro de seleccion. Del mismo modo, se logré observar que una gran parte de los
compuestos que coincidian con la misma orientacion obtuvieron scores favorables, (tabla
2) (resaltados en rosado).

En la tabla 2a (anexos), se resume el resultado del estudio completo de acoplamiento
molecular realizado a todos los compuestos propuestos; donde se pudo observar que la
mayoria de los compuestos con presencia de cadenas abiertas y ciclos pequefios menores
de 5 carbonos desfavorecieron la interaccion. Estos resultados permiten suponer que los
grados de libertad de estos sistemas intervienen en la actividad. En el caso de cadenas
abiertas; los grados de libertad desfavorecen la actividad debido a posibles repulsiones
entre los aminoacidos y la cadena. En el caso de los ciclos menores de 5 carbonos; al ser
pequefios no ocupan efectivamente el espacio del sitio activo y esto desfavorece la
actividad. Por su parte, la mayoria de moléculas con presencia de anillo bencilo tuvieron



mejor score a diferencia de los anillos fenilo; los cuales desfavorecian la activad. Al parecer
los sustituyentes fenilo quedan lejos de la zona favorable de interaccién hidrofébica.

Figuras

Ligandos que segun el acoplamiento molecular; comparten la misma orientacién que el compuesto
5n.

*Compuestos que obtuvieron mejores resultados en el estudio de MD.

Tabla 2

Resultado del acoplamiento molecular de los ligandos que comparten la misma orientacion
conformacional del compuesto de referencia.

Coéd. Score Cad. Score
5n -9.1

2b -8.9 6¢C -9.0
2c -9.4 7d -8.9
2d -9.6 8b -9.0
2e -9.6 8c -9.6
2f -8.5 8d -9.6
29 -8,6 8e -9.6
2h -9.0 8f -8.5
2i -8.7 89 -8.6
3d -9.6 8h -9.0
4b -8.7 8i -8.7
4e -94 10b -8.5
4qg -8.5 10c -9.0
4h -8.8 10d -9.2
4 -8.5 10e -9.3

*Los resultados completos de este estudio se encuentra en la seccién de anexos (tabla
2a).

Se ha encontrado que la puntuacién de acoplamiento molecular de la mayoria de los
compuestos, es significativamente mayor que la del compuesto de referencia; el cual fue



de -9,1. Esto confirm6 que la orientacion posiblemente era un parametro clave para
optimizar la potencial actividad de estos compuestos. Con el fin de corroborar la hipétesis
y refinar el andlisis sobre la importancia conformacional, se decidié llevar a estudios de
dinamica molecular; tanto los ligandos mostrados en la tabla 2 como a aquellos ligandos
que no cumplian con este parametro, pero que mostraron valores muy negativos (inferiores
a -9.0).

4.4, Dinamica molecular

A partir de los resultados del acoplamiento molecular, se realizaron estudios de dindmica
molecular con el fin de refinar los resultados de la estabilidad de los compuestos
identificados. Los andlisis mediante la dinAmica molecular permitieron observar que las
energias de union de la mayoria de compuestos fueron superiores al ligando de referencia
y sus rmsd con fluctuaciones mucho menor que las del 5n y que a su vez, correlacionan
muy bien con los andlisis de puentes de hidrogeno registrado. En las figuras 2a y 3a
(anexos) se ilustran las graficas de RMSD vy las graficas de puentes de hidroégeno
determinadas por el estudio de dinamica molecular; donde se evidencia que la mayoria de
los compuestos tuvieron fluctuaciones muy pequefas y esto se debe posiblemente a la
conformacion favorable del ligando en la proteina.

Figura 6

Graficas de RMSD vy graficas de los puentes de hidrégeno de los compuestos 4e y 10e.
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*Comparacion de los compuestos 4e y 10e; a modo de ejemplo. Las demas gréficas
obtenidas mediante el estudio de dinamica molecular se encuentran en la seccién de anexos (figura
2ay 3a).

En la figura 6, a modo de ejemplo; se evidencia las diferencias de las energias de union de
los compuestos 4e y 10e; que se relaciona con el grafico de rmsd; donde se observa que
el de mejor energia de union (10e) con base en el de referencia; obtuvo poca fluctuacion y
a su vez, mayor cantidad de puentes de hidrégeno, de manera contraria el de menor energia
(4e), mostré un desempefio menos favorable comparado con el compuesto de referencia.

Tabla 3

Energia de union de los compuestos con los resultados méas favorables segun el acoplamiento
molecular; calculada mediante la dindmica molecular.

Ligando Promedio SD | Ligando Promedio SD |Ligando Promedio SD
5n -58.72 3.15

1c -52.46 3.09 | 3e -51.41 3.81 | 8h -58.45 3.48
1d -50.97 2.87 | de -57.96 3.85 | 10c -70.05 3.04
le -51.96 3.05 | 4d -52.88 2.42 | 10d -58.64 3.37
2c -65.62 6.91 | 6¢C -55.83 2.80 | 10e -68.55 3.86
2d -49.66 4.06 | 8b -57.39 2.66 | 11d -56.71 2.74
2e -65.45 2.90 | 8¢ -66.05 3.00 | 11e -57.05 2.91
2h -58.56 3.85 | &d -66.98 3.95 | 12d -64.14 2.60
3d -60.76 2.95 | 8e -65.72 4.02 | 12e -61.97 2.91

*Ligandos que comparten la misma orientacion del compuesto de referencia (gris), ligandos
que no compartian la misma orientacion, pero tuvieron resultados mejores al de referencia (rosado).

En la tabla 3, se presentan los resultados encontrados mediante la evaluacion de dinamica
molecular. Estos resultados coinciden con las deducciones del acoplamiento molecular; en
la cual se evidencié que la sustitucion de los ciclos de cinco, seis y siete carbonos en la
posicién C3 favorecian la actividad mientras que las cadenas abiertas y los ciclos menores
de cinco carbonos fueron desfavorables. Los compuestos que presentaban bencilo unidos
al N1 favorecieron la actividad y de manera contraria del anillo fenilo. Se predice que este
resultado se da gracias al -CH- del bencilo; el cual tiene mayor grado de libertad y este le
permite encontrar una mejor conformacion en el sitio de unién; ademas, acerca la porcion
aromatica a la zona de interaccion hidrofébica, favoreciendo aiin mas su estabilidad en el
sitio activo de la proteina. Del mismo modo, se identific6 que la amina protonada en la
posicion C3; no solo favorece la formacion de un doble puente de hidrégeno con el residuo
aminoacidico Asp251, sino que también forma un puente de hidrogeno con el residuo
Asp640, permitiendo una mayor estabilidad del ligando en esta zona de la proteina (figura
7). En la posicién N1, las diferentes sustituciones del anillo aromatico, evidenciaron que la
sustitucion del cloro y flior favorecieron en las posiciones -orto y -meta.

Figura 7



Formacion de puentes de hidrégeno de la amina protonada con los residuos aminoacidicos Asp251 y Asp640.

La mayoria de los compuestos que comparten la misma conformacion del compuesto de
referencia (resaltados de gris), a su vez tienen valores de energia mas favorables y del
mismo modo, algunos compuestos que no cumplen este parametro muestran valores
menos favorables. Es de notar que en los resultados de este estudio se evidencia una
particularidad en los compuestos 12 d y e (resaltados de rosado); a pesar de no tener
exactamente la conformacién propuesta, muestran buenos valores de energia. Es
importante considerar que estos dos compuestos son los de presentan los ciclos mas
grandes de la serie y el atomo de cloro en la posicion -para-; esta combinacion de
caracteristicas hace que la extensiéon de estos dos sistemas sea la mayor en comparacion
con los demas compuestos propuestos; este hecho provoca que las moléculas no se
ajusten bien en la zona de interaccion estudiada y por ende sufran una modificacién en la
conformacion, haciendo que si bien la zona aliciclica de las moléculas se ubique en el sitio
esperado, la porcibn aromética por su parte se acomoda en una zona cercana de
caracteristicas igualmente hidrofébicas. Esta observacion abre la posibilidad de explorar
otro tipo de derivados que se acomoden mejor en esta otra zona identificada pero que se
sale del alcance de este estudio. A pesar de que la energia de ambos compuestos muestra
valores favorables, las graficas de puentes de hidrégeno en la figura 3a (anexos), permite
evidenciar que en el caso de 12d se pierde practicamente el puente de hidrégeno de los 3
posibles y en el caso de 12e, solo se mantiene 1; lo cual pone de manifiesto una cierta
incertidumbre en la estabilidad de estos compuestos.



De acuerdo a los resultados obtenidos en el estudio de dindmica molecular; como ultimo
filtro, se pudieron descartar los compuestos con energias de unién inferiores al del
compuesto de referencia 5n (-58.72); permitiendo identificar los mejores compuestos segun
el filtro disefiado en el trabajo de investigacion. Se predice que este grupo de compuestos
son potencialmente activos sobre la proteina MmpL3.



CONCLUSIONES

-Este estudio permiti6 identificar como caracteristicas claves para la inhibicibn de MmpL3:
la conformacion del ligando, las sustituciones con un fragmento bencilo -orto- y -meta-
sustituido en N1 y un sustituyente ciclico alifatico en la posicion C3 y finalmente, la
conservacion de una amina protonable capaz de realizar puentes de hidrégeno con los
residuos Asp251 y Asp640.

-El reemplazo bioisostérico permitié construir una nueva serie de compuestos considerando
las caracteristicas identificadas; a su vez, las modificaciones realizadas favorecieron las
interacciones entre los nuevos ligandos y la proteina diana.

-Se logré proponer una nueva serie de compuestos (2c, 2e, 3d, 8c, 8d, 8e, 10c, 10e), con
mejor potencial actividad inhibitoria sobre la proteina de membrana MmpL3; como opcién
terapéutica para los tratamientos de tuberculosis.

-Este trabajo de investigacion puede ser Util para el desarrollo de nuevos inhibidores activos
contra MmpL3 y a su vez contra la tuberculosis.



RECOMENDACIONES

Profundizar en el estudio del reemplazo bioisostérico del compuesto 5n, con el fin
de explorar otras alternativas estructurales para el desarrollo de inhibidores de la
proteina MmpL3.

Estudiar los reemplazos bioisostéricos de los compuestos con actividad reportada
5r y 5q, con el fin de indagar en la actividad de dichos compuestos y a su vez
identificar una nueva serie de posibles inhibidores de la proteina MmpL3.

Analizar la nueva porcién hidrofébica identificada con el fin de compararla con la ya
estudiada en este trabajo.
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ANEXOS

Figura la

Radar de biodisponibilidad de los mejores compuestos (2c,2e,3d,8¢c,8d,8e,10c,10e); obtenido del
predictor SwissADME.
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*El area rosa representa el rango para cada propiedad (lipofilia, tamafio, polaridad, solubilidad,
saturacion y flexibilidad).
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-7.21

-6.83

-6.44

-6.21

-6.49

1.72e-
05

1.88e-
05

7.86e-

1.86e-

05

4.44e-

4.20e-

04

2.35e-
04

1.31le-
04

7.34e-
05

4.11e-
05

4.48e-

1.88e-

05

4.44e-
05

1.06e-
04

1.76e-
04

9.84e-
05

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

moderadament

e soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble



4c

4d

4e

4

49

4h

4i

5a

5b

5c

5d

6e

5f

59

5h

5i

315.45

329.47

343.50

303.44

317.46

317.46

303.44

273.37

287.39

301.42

315.45

329.47

289.41

303.44

303.44

289.41

23

24

25

22

23

23

22

20

21

22

23

24

21

22

22

21

0.50

0.52

0.55

0.47

0.50

0.50

0.47

0.41

0.44

0.47

0.50

0.52

0.44

0.47

0.47

0.44

21.

54

21.

54

21.

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

3.48

3.80

4.12

3.49

3.86

3.75

3.41

2.77

3.13

3.44

3.73

4.06

3.43

3.80

3.69

3.34

9.96e-
03

4.03e-
03

1.62e-

1.57e-

02

7.44e-

7.3%e-

03

1.59%e-
02

5.26e-
02

2.16e-
02

8.83e-
03

3.58e-

1.45e-

03

1.3%-
02

6.59%e-

6.55e-

03

1.38e-
02

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

Soluble

moderadamente

soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

4.4

9.35e-
03

2.69e-
03

7.71e-

9.90e-

03

2.85e-

3.62e-

03

1.29%e-
02

9.27e-
02

2.68e-
02

7.74e-
03

2.23e-

6.41e-

04

8.18e-
03

2.36e-

3.00e-

03

1.04e-
02

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

Soluble

moderadamente

soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

-6.76

-7.03

-7.30

-7.21

-7.61

-7.23

-6.83

-5.81

-6.09

-6.36

-6.63

-6.90

-6.81

-7.21

-6.83

-6.44

5.51e-
05

3.07e-
05

1.72e-

1.88e-

05

7.86e-

1.86e-

05

4.44e-
05

4.20e-
04

2.35e-
04

1.31le-
04

7.34e-

4.11e-

05

4.48e-
05

1.88e-

4.44e-

05

1.06e-
04

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

moderadament

e soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble



6a

6b

6¢C

6d

6e

6f

69

6h

6i

7a

7b

7c

7d

Te

7f

79

287.39

301.42

315.45

329.47

343.50

303.44

303.44

317.46

303.44

289.82

303.85

317.88

331.90

345.93

305.87

319.89

21

22

23

24

25

22

22

23

22

20

21

22

23

24

21

22

0.44

0.47

0.50

0.52

0.55

0.47

0.47

0.50

0.47

0.41

0.44

0.47

0.50

0.52

0.44

0.47

21.

54

21.

54

21.

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

2.80

3.20

3.48

3.78

4.09

3.50

3.50

3.74

3.40

2.99

3.35

3.66

3.96

4.26

3.64

4.02

6.09e-
02

2.49e-
02

9.96e-

4.03e-

03

1.62e-

1.57e-

02

1.57e-
02

7.3%e-

1.59%e-

02

2.07e-
02

8.37e-

3.41e-

03

1.38e-
03

5.57e-
04

5.37e-
03

2.55e-
03

Soluble

moderadamente

soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

5.6

1.15e-
01

3.33e-
02

9.35e-

2.69e-

03

7.71e-
04

9.90e-
03

9.90e-
03

3.62e-

1.29%e-

02

2.84e-
02

8.00e-

2.30e-

03

6.61e-
04

1.90e-
04

2.44e-
03

7.01le-
04

Soluble
Soluble
moderadamente

soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

Poorly soluble
moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

-6.21

-6.49

-6.76

-7.03

-7.30

-7.21

-7.21

-7.23

-6.83

-6.14

-6.42

-6.69

-6.96

-7.23

-7.14

-7.54

1.76e-
04

9.84e-
05

5.5le-

3.07e-

05

1.72e-

1.88e-

05

1.88e-
05

1.86e-

4.44e-

05

2.08e-
04

1.16e-
04

6.51e-
05

3.64e-
05

2.04e-

2.22e-

05

9.29e-
06

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble



7h

7i

8a

8b

8c

8d

8e

8f

8¢

8h

8i

9a

9b

9c

9d

9e

319.89

305.87

303.85

317.88

331.90

345.93

359.96

319.89

333.92

333.92

319.89

289.82

303.85

317.88

331.90

345.93

22

21

21

22

23

24

25

22

23

23

22

20

21

22

23

24

0.47

0.44

0.44

0.47

0.50

0.52

0.55

0.47

0.50

0.50

0.47

0.41

0.44

0.47

0.50

0.52

21.

54

21.

54

21.

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

3.91

3.56

2.99

3.37

3.68

3.99

4.29

3.61

4.04

3.93

3.58

2.99

3.35

3.64

3.96

4.26

51

4.7

4.1

4.5

4.9

5.3

5.7

4.7

5.0

5.0

4.7

4.1

4.5

4.9

5.3

5.7

2.53e-
03

5.34e-
03

2.36e-

9.62e-

03

3.90e-

1.57e-

03

6.22e-
04

6.08e-

2.87e-

03

2.89e-
03

6.13e-

2.07e-

02

8.37e-
03

3.41e-

1.38e-

03

5.57e-
04

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

6.2

8.91e-
04

3.09%e-
03

3.43e-
02

9.8%-
03

2.84e-
03

8.15e-
04

2.28e-
04

2.94e-
03

8.45e-
04

1.10e-
03

3.83e-
03

2.84e-
02

8.00e-
03

2.30e-
03

6.61e-
04

1.90e-
04

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

Soluble
moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

Poorly soluble
moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

Poorly soluble

-7.16

-6.77

-6.54

-6.82

-7.09

-7.36

-7.62

-7.54

-7.93

-7.56

-7.16

-6.14

-6.42

-6.69

-6.96

-7.23

2.20e-
05

5.24e-
05

8.70e-

4.87e-

05

2.72e-

1.52e-

05

8.54e-
06

9.29e-

3.89e-

06

9.20e-
06

2.20e-

2.08e-

04

1.16e-
04

6.51e-

3.64e-

05

2.04e-
05

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble



of

99

%h

9i

10a

10b

10c

10d

10e

10f

10g

10h

10i

1la

11b

11c

305.87

319.89

319.89

305.87

303.85

317.88

331.90

345.93

359.96

319.89

333.92

333.92

319.89

289.82

303.85

317.88

21

22

22

21

21

22

23

24

25

22

23

23

22

20

21

22

0.44

0.47

0.47

0.44

0.44

0.47

0.50

0.52

0.55

0.47

0.50

0.50

0.47

0.41

0.44

0.47

21.

54

21.

54

21.

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

3.67

4.02

3.93

3.56

3.06

3.40

3.69

4.00

4.33

3.71

4.07

3.96

3.62

2.98

331

3.62

5.37e-
03

2.55e-
03

2.53e-

5.34e-

03

2.36e-
02

9.62e-
03

3.90e-
03

1.57e-

6.22e-

04

6.08e-
03

2.87e-

2.89%e-

03

6.13e-
03

2.07e-
02

8.37e-
03

3.41e-
03

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

51

2.44e-
03

7.01le-
04

8.91e-

3.09e-

03

3.43e-
02

9.89e-
03

2.84e-
03

8.15e-
04

2.28e-
04

2.94e-
03

8.45e-
04

1.10e-
03

3.83e-
03

2.84e-
02

8.00e-
03

2.30e-
03

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

Soluble
moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

Poorly soluble
moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

-7.14

-7.54

-7.16

-6.77

-6.54

-6.82

-7.09

-7.36

-7.62

-7.54

-7.93

-7.56

-7.16

-6.14

-6.42

-6.69

2.22e-
05

9.29%e-
06

2.20e-

5.24e-

05

8.70e-

4.87e-

05

2.72e-
05

1.52e-

8.54e-

06

9.29%e-
06

3.89%e-

9.20e-

06

2.20e-
05

2.08e-
04

1.16e-
04

6.51e-
05

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble



11d  331.90
1le 345.93
11f  305.87
11g  319.89
11h  319.89
11i  305.87
12a  303.85
12b  317.88
12c  331.90
12d  345.93
12e  359.96
12f  319.89
129  333.92
12h  333.92
12i  319.89
Bl\ng 414.37

23

24

21

22

22

21

21

22

23

24

25

22

23

23

22

28

0.50

0.52

0.44

0.47

0.47

0.44

0.44

0.47

0.50

0.52

0.55

0.47

0.50

0.50

0.47

0.30

21.

54

21.

54

21.

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

21.

54

11.

41

3.92

4.24

3.64

4.00

3.88

3.58

3.06

3.42

3.72

3.99

4.32

3.73

4.07

3.98

3.62

4.81

1.38e-
03

5.57e-
04

5.37e-

2.55e-

03

2.53e-

5.34e-

03

2.36e-
02

9.62e-

3.90e-

03

1.57e-
03

6.22e-
04

6.08e-
03

2.87e-
03

2.89e-

6.13e-

03

4.90e-
04

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadament
e soluble

5.2

6.61e-
04

1.90e-
04

2.44e-

7.01e-

04

8.91e-
04

3.09e-
03

3.43e-
02

9.89e-

2.84e-

03

8.15e-
04

2.28e-
04

2.94e-
03

8.45e-
04

1.10e-

3.83e-

03

2.17e-
03

moderadamente
soluble

Poorly soluble
moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

Soluble
moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

Poorly soluble
moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadamente
soluble

moderadament
e soluble

-6.96

-7.23

-7.14

-7.54

-7.16

-6.77

-6.54

-6.82

-7.09

-7.36

-7.62

-7.54

-7.93

-7.56

-7.16

-7.92

3.64e-
05

2.04e-
05

2.22e-

9.29e-

06

2.20e-

5.24e-

05

8.70e-
05

4.87e-

2.72e-

05

1.52e-
05

8.54e-

9.29e-

06

3.89%e-
06

9.20e-

2.20e-

05

5.00e-
06

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble

poco soluble



Continuacién Tabla 1a

Moléc Absorci Permeabili Sustra CYP1A CYP2C CYP2C CYP2D CYP3A Lipinski Ghose Veber Egan Muegge Biodisponibili PAIN

ula 6n Gl dadenla tode 2 19 9 6 4 #violacio #violacio #violacio #violacio #violacio dad S

barrera Pgp inhibid inhibid inhibid inhibid inhibid nes nes nes nes nes #alert

hemato- or or or or or as

encefélica

la Alto Si No Si No No Si No 0 0 0 0 0 0.55 1
1b Alto Si No Si No No Si No 0 0 0 0 0 0.55 1
1c Alto Si No Si No No Si No 0 0 0 0 0 0.55 1
1d Alto Si No Si No No Si No 0 0 0 0 0 0.55 1
le Alto Si No Si No No No No 0 0 0 0 1 0.55 1
1f Alto Si No Si No No Si No 0 0 0 0 0 0.55 1
1g Alto Si No Si No No Si No 0 0 0 0 0 0.55 1
1lh Alto Si No Si No No Si No 0 0 0 0 0 0.55 1
1i Alto Si No Si No No Si No 0 0 0 0 0 0.55 1
2a Alto Si No No No No Si No 0 0 0 0 0 0.55 0
2b Alto Si No No No No Si No 0 0 0 0 0 0.55 0
2c Alto Si No No No No Si No 0 0 0 0 0 0.55 0
2d Alto Si No No No No No No 0 0 0 0 0 0.55 0
2e Alto Si No No No No No No 0 0 0 0 1 0.55 0
2f Alto Si No No No No Si No 0 0 0 0 0 0.55 0
29 Alto Si No No No No Si No 0 0 0 0 0 0.55 0
2h Alto Si No No No No Si No 0 0 0 0 0 0.55 0
2i Alto Si No No No No Si No 0 0 0 0 0 0.55 0
3a Alto Si No Si No No Si No 0 0 0 0 0 0.55 1
3b Alto Si No Si No No Si No 0 0 0 0 0 0.55 1
3c Alto Si No Si No No Si No 0 0 0 0 0 0.55 1
3d Alto Si No Si No No Si No 0 0 0 0 0 0.55 1
3e Alto Si No Si No No No No 0 0 0 0 1 0.55 1
3f Alto Si No Si No No Si No 0 0 0 0 0 0.55 1



39
3h
3i
4a
4b
4c
4d
4e
4f
4g
4h
4i
5a
5b
5c
5d
6e
5f
59
5h
5i
6a
6b
6c
6d
6e
6f
69
6h

Alto
Alto
Alto
Alto
Alto
Alto
Alto
Alto
Alto
Alto
Alto
Alto
Alto
Alto
Alto
Alto
Alto
Alto
Alto
Alto
Alto
Alto
Alto
Alto
Alto
Alto
Alto
Alto
Alto

Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si

No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No

Si
Si
Si
No
No
No
No
No
No
No
No
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
No
No
No
No
No
No
No

No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No

No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No

Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
Si
Si
Si

No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No

O O O O O O O O O O O O O 0O 0O 0O OO0 OO0 O o o o o o o o o

O O O O O O O O O O O O O 0O 0O 0O OO0 OO0 O o o o o o o o o
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Tabla 2a

Resultados del acoplamiento molecular realizado a los 107 ligandos propuestos.

cod. score cod. score cod. score cod. score
5n -9.1

la -7.8 4a -8.2 7a -7.7 10a -7.9
1b -8.3 4b -8.7 7b -7.8 10b -8.5
1c 9.1 4c -8.9 7c -8.8 10c -9.0
1d -9.8 4d -9.4 7d -8.9 10d -9.2
le -9.8 4e -9.4 e -8.8 10e -9.3
1f -8.3 Af -8.3 7f -7.7 10f -8.0
1g -85 4q -85 79 7.9 | 10g -8.3
1h -8.8 4h -8.8 7h -8.6 10h -8.7
1i -8.5 4 -8.5 7i -7.8 10i -8.4
2a -8.4 5a -8.2 8a -8.4 1la -7.5
2b -8.9 5b -7.8 8b -9.0 11b -7.9
2c -9.4 5c -8.2 8c -9.6 1lc -8.7
2d -9.6 5d -8.7 8d -9.6 11d 9.4
2e -9.6 5e -8.7 8e -9.6 1le -9.6
2f -8.5 5f -7.6 8f -85 11f -8.2
29 -8,6 59 7.7 8¢ -8.6 | 11g -8.2
2h -9.0 5h -8.7 8h -9.0 11h -8.3
2i -8.7 5i -8.3 8i -8.7 11i -7.6
3a -7.6 6a -7.9 9a -7.9 12a -7.8
3b -8.1 6b -8.5 9b -8.2 12b -8.0
3c -8.9 6¢c -9.0 9c -8.2 12c -8.5
3d -9.6 6d -9.1 ad -8.7 12d 9.1
3e -9.6 6e -8.2 9e -8.7 12e -9.4
3f -8.1 of -8.2 of -8.1 12f -7.7
39 -8.0 69 -8.5 99 -84 | 129 -8.2
3h -8.5 6h -8.6 9h -8.7 12h -7.8
3i -8.2 i -8.3 9i -8.4 12i -7.6

*Los compuestos sefialados, son aquellos que obtuvieron valores de score mas negativo
que -9.0; estos fueron llevados a estudios de MD.



Figura 2a

Gréficas de RMSD determinado mediante el estudio de dindmica molecular.
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Figura 3a

| estudio de dinamica molecular.
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