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RESUMEN

Acinetobacter baumannii se ha convertido en uno de los microorganismos
fuertemente implicados en las infecciones asociadas a la atencién en salud (IAAS)
y representa una amenaza para la salud publica debido a las altas tasas de
resistencia y mortalidad que genera. La busqueda de nuevos blancos terapéuticos
para desarrollar terapias alternativas es indispensable para garantizar el control de
las enfermedades asociadas a este patégeno. En este sentido, en el presente
trabajo se hizo una caracterizacion in silico de la enzima cisteina sintasa (CS) de A.
baumannii, asi como una identificacion de compuestos con afinidad por la enzima
mediante el uso de herramientas y bases de datos bioinforméticas de acceso libre.
El estudio in silico demostré que A. baumannii posee dos genes que codifican para
las proteinas CysM y CysK; las dos isoformas presentan todos los residuos y
dominios importantes para la actividad catalitica y que han sido descritos en la
familia de enzimas piridoxal 5'-fosfato (PLP) dependientes involucradas en la
sintesis de cisteina por la via de novo a la cual pertenece CS. Mediante la
herramienta I-TASSER se obtuvieron los modelos tridimensionales de las dos
isoformas los cuales presentaron una topologia correcta y alta calidad con puntajes
tipicamente encontrados en proteinas nativas. El acoplamiento molecular, las
predicciones ADMET y los analisis de interaccion permitieron identificar compuestos
con alta afinidad por la isoforma CysK, dentro de lo que se destacan ZINC13643289,
ZINC14996361, ZINC000002957581 y ZINC20353527 como candidatos para
estudios in vitro y futuro desarrollo de una terapia selectiva para el tratamiento de
infecciones asociadas a A. baumannii.

Palabras clave: Acinetobacter baumannii, Cisteina Sintasa, |IAAS, Resistencia,
Mortalidad.



Referencias 11

ABSTRACT

Acinetobacter baumannii has become one of the microorganisms strongly implicated
in health care associated infections (HAI) and represents a threat to public health
due to the high rates of resistance and mortality it generates. The search for new
therapeutic targets to develop alternative therapies is essential to guarantee the
control of diseases associated with this pathogen. In this sense, in the present work
an in silico characterization of the enzyme cysteine synthase (CS) of A. baumannii
was carried out, as well as an identification of compounds with affinity for the enzyme
through the use of tools and bioinformatic databases of access free. The in silico
study showed that A. baumannii has two genes that code for the CysM and CysK
proteins; the two isoforms present all the important residues and domains for
catalytic activity and which have been described in the family of dependent Pyridoxal
5'-Phosphate (PLP) enzymes involved in the synthesis of cysteine by the de novo
route to which CS belongs. Using the I-TASSER tool, the three-dimensional models
of the two isoforms were obtained, which presented a correct and high-quality
topology with scores typically found in native proteins. Molecular coupling, ADMET
predictions, and interaction analysis made it possible to identify compounds with high
affinity for the CysK isoform, among which ZINC13643289, ZINC14996361,
ZINC000002957581 and ZINC20353527 stand out as candidates for in vitro studies
and future development of a selective therapy for the treatment of infections

associated with A. baumannii.

Key words: Acinetobacter baumannii, Cysteine Synthase, therapeutic target, in

silico, Cysthathionine Beta Synthase

1.INTRODUCCION

Las infecciones nosocomiales o infecciones asociadas a la atencion en salud (IAAS), son
aguellas contraidas por un paciente en el hospital o en otro establecimiento de atencién de

salud y que el paciente no tenia o no estaba incubando al momento de su ingreso (Ducel,
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G. Fabry, J. Nicolle, L. Girard, R. Perraud, M. Priss, A. Savey, 2009). Se consideran el
evento adverso mas comunmente presentado durante la atencion en salud, con 1.7 millones
de pacientes que adquieren una IAAS mientras reciben tratamiento por otros problemas de
salud (Haque et al., 2018). Segun la OMS, dichas infecciones se presentan con mayor
frecuencia en paises en via de desarrollo, donde 10 de cada 100 pacientes hospitalizados
(10%) pueden adquirir una IAAS, mientras que en paises desarrollados la prevalencia sélo
llega al 7% (Khan et al., 2017).

Segun la Organizacion Panamericana de la Salud, en América Latina, a pesar de que la
infeccion hospitalaria es una causa importante de morbilidad y mortalidad, son pocos los
datos que se tienen de la carga de enfermedad, se estima que la prevalencia de estos
eventos es del 37,14% (Mulani et al., 2019); ademas se ha visto que las IAAS repercuten
significativamente en los costos asistenciales, por ejemplo, en Colombia las IAAS
actualmente son el evento adverso mas frecuente en hospitales con una prevalencia de
13.338 casos reportados durante el 2014 en Bogota notificados por 96 IPS de diferente
nivel de complejidad en el Distrito y se consideran la segunda causa de muerte con 64,7
por 100.000 habitantes (Rodriguez et al., 2018).

Las IAAS son causadas por diferentes tipos de microorganismos dentro de los cuales se
encuentran las bacterias del grupo ESKAPE por su acrénimo, el cual incluye seis patégenos
lo cuales poseen diversos factores de virulencia: Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y
Enterobacter spp, la mayoria de ellas presentan resistencia a multiples farmacos lo que
genera desafios en la practica clinica para el tratamiento de las infecciones causadas por
este grupo de patdégenos (Rodriguez et al., 2018). Acinetobacter baumannii es una de las
bacterias mas frecuentemente asociadas con IAAS principalmente las que ocurren en las
UCI, donde cerca del 27% casos son debidas a éste patdgeno, especialmente cepas
de Acinetobacter multi-rresistente (MDR) (Mulani et al., 2019), con una mayor prevalencia
de resistencia a los carbapenémicos (CRAB) entre un 40-80%, asociada directamente a las

tasas de mortalidad en un 60% (Morrissey et al., 2019)

Este patdégeno se ha visto implicado en un amplio espectro de enfermedades infecciosas
como neumonias asociadas a ventiladores mecanicos, bacteriemia, meningitis, infecciones

del tracto urinario, peritonitis e infecciones de la piel, los tejidos blandos e infecciones
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relacionadas con el uso de dispositivos (ventilacion mecanica, catéter venoso central,

sondaje uretral entre otros) (Karlowsky et al., 2017)

Teniendo en cuenta la problematica mencionada en este trabajo se caracteriz6 la enzima
CS en A. baumannii (CSAb) debido a que esta enzima presenta caracteristicas que pueden
llevarla a ser un nuevo blanco terapéutico: CS no se encuentra en los mamiferos incluyendo
al hombre, existen diferencias significativas tanto a nivel bioquimico como estructural entre
CS y su homdlogo mas cercano en el hombre la cistationina B-sintasa (CBS), CS esta
involucrada en la sintesis de cisteina, aminoacido esencial para cualquier ser vivo (Santajit
& Indrawattana, 2016) y en otros microorganismos patdgenos como parasitos
(Trypanosoma cruzi, Leishmania braziliensis) y bacterias (Mycobacterium tuberculosis,
Bacillus subtillis) (Romero et al., 2014). CS, mantiene los niveles de cisteina necesarios
para la sintesis de los tioles como glutation (GSH), micotiol (MSH), bacilitiol (BSH) y
tripanotion (T[SH]2), moléculas centrales en la defensa antioxidante de esos
microorganismos, neutralizando las especies reactivas de oxigeno y manteniendo el
equilibrio redox intracelular, lo cual les permite sobrevivir a la explosion oxidativa generada
por la defensa del hospedero (Mazumder & Gourinath, 2015)(Pinzi & Rastelli, 2019; Romero
et al., 2015).

Para este fin se realiz6 una caracterizacién in silico de la enzima cisteina sintasa
identificando dos genes cysM y cysK que codifican para las isoformas CysM y CysK
respectivamente de Acinetobacter baumannii, adicionalmente se identificé el dominio tipico
de piridoxal 5'-fosfato (PLP) y se determinaron las estructuras secundarias y terciarias de
las dos proteinas mediante herramientas bioinformaticas, se realizé un alineamiento
multiple entre las dos isoformas con los ort6logos mas cercanos con la finalidad de observar
similitud e identidad entre ellas, evidenciando una identidad mayor en bacterias Gram

negativas.

En este estudio se enfoc en la enzima CysK ya que presenta caracteristicas que la hacen
un modelo apto para la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas, para el desarrollo de
esta prediccion se acondiciono el modelo de la proteina por medio de AutodockVina y se
identificaron compuestos que presentaron afinidad por el sitio activo de la enzima
estableciendo las propiedades farmacocinéticas de los posibles candidatos a inhibidores de

la cisteina sintasa.
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Este trabajo aporta conocimiento sobre posibles compuestos que se proponen como
candidatos a farmacos que inhiban la funcion de la CS en el patégeno nosocomial A.
baumannii, a través de las propiedades farmacocinéticas ADMET, con el fin de proporcionar
informacién Util para seleccionar terapias adecuadas que sean desconocidas para el
microorganismo y no generen resistencia, para el control de la diseminacion de las
infecciones causadas y comprender el fendmeno de la multirresistencia

en Acinetobacter que se presenta tanto alrededor del mundo como en Colombia.

2. MARCO CONCEPTUAL Y GENERALIDADES

2.1 Acinetobacter baumannii, caracteristicas generales.

Acinetobacter baumannii (A. baumannii) es un cocobacilo Gram negativo aerobio (C. R. Lee
et al., 2017) inmévil, no fermentativo, no formador de esporas (Asif et al., 2018). Esta
bacteria pertenece al género Acinetobacter, familia Moraxellaceae, clase Proteobacteria
dentro de las Eubacterias (Eze et al., 2018).

Las bacterias de este género crecen bien a temperaturas de 35°C — 37°C y A. baumannii
puede también crecer a 44°C; adicionalmente, este género crece en medios microbiol6gicos
de rutina como agar sangre, agar chocolate y agar MacConkey y en un medio selectivo
Leeds para el género de Acinetobacter (Asif et al., 2018). Forma colonias rosadas con fondo
malva, circulares, convexas, lisas, opacas con margenes completos de 1 a 2 mm de
diametro (Figura 1) (Jawad et al., 1994). Metabdlicamente se caracteriza por ser catalasa
positivo, oxidasa, ureasa, citrato e indol negativos (Asif et al., 2018).

Como mecanismo de barrera de proteccion frente a la respuesta inmunitaria del huésped,
presenta una capsula de exopolisacarido, porinas de membrana externa, fosfolipasas,
proteasas, lipopolisacaridos (LPS), sistemas de secreciébn de proteinas y sistemas
quelantes de hierro, estos factores de virulencia lo hacen resistente no solo a la respuesta
inmune del huésped sino también a los farmacos de uso convencional, colocando a este
patégeno en la lista de prioridades de investigacion y de prioridad critica para el desarrollo

de nuevas alternativas terapéuticas (Monem et al., 2020).
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A. baumannii es saprofito ambiental ampliamente distribuido en la naturaleza, se encuentra
tanto en el suelo como en el agua y es capaz de sobrevivir por largos periodos en superficies
inertes como camas, cortinas, paredes, techos, dispositivos y equipos médicos, facilitando
su propagacion en el entorno hospitalario (Lucidi et al., 2018). Esta bacteria es considerada
un patégeno oportunista que representa una amenaza creciente en salud, debido a que
puede colonizar la piel, el tracto respiratorio, urinario, gastrointestinal y el torrente
sanguineo humano (Kapoor, 2008). De igual forma, es importante resaltar que
Acinetobacter baumannii se ha convertido en uno de los patégenos mas exitosos en la
atencién meédica, debido a su sorprendente capacidad de adquirir resistencia a la mayoria
de los antibiéticos disponibles clinicamente (C. R. Lee et al., 2017).

Figura 1 Microfotografia electrénica de A. baumannii.

Se observan cocobacilo Gram negativos de 1-2 mm de didmetro de A. baumannii dentro de una
biopelicula. Microfotografia electrénica de barrido en color (SEM); (Kunkel,Dennis).

2.2 Enfermedades ocasionadas por A. baumannii

A. baumannii es un patégeno que aparecio por primera vez en instalaciones de tratamiento

militares durante la guerra de Irak (Eze et al., 2018). Entre las especies de Acinetobacter,
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A. baumannii es el miembro mas importante asociado con infecciones adquiridas a nivel
intrahospitalario, conocidas como Infecciones Asociadas a la Atencién en Salud (IAAS),
principalmente en pacientes tratados en unidades de cuidados intensivos (UCI),

representando hasta el 20% de estas infecciones en todo el mundo (C. R. Lee et al., 2017).

Dentro de las IAAS mas fuertemente asociadas a A. baumannii estan, neumonia asociada
al ventilador mecanico en un 15%(Rada, 2016), infecciones del torrente sanguineo en 10-
15% asociadas a procedimientos invasivos (catéteres, tubos etc); infecciones en la piel en
un 2.1% vy los tejidos blandos e incluso meningitis nosocomial en un 4% y con menos
frecuencia infecciones del tracto urinario asociadas con el uso de catéteres con un
1,6%(Asif et al., 2018; Eze et al., 2018). Ademas de las IAAS, A. baumannii también ha sido
asociado a infecciones comunitarias, siendo la neumonia y la bacteremia los sindromes
clinicos mas prevalentes en pacientes con alguna patologia de base como la enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC), Diabetes mellitus e Insuficiencia Renal(Nowak &
Paluchowska, 2016).

Acinetobacter baumannii es una de las bacterias méas frecuentemente asociadas con I1AAS
principalmente las que ocurren en las UCI, donde cerca del 27% casos son debidas a éste
patdgeno siendo una amenaza para la salud publica debido a las altas tasas de resistencia

a los medicamentos de uso clinico.

2.2.1 Patologia de A. baumannii

La capacidad de A. baumannii para anclarse con células mucosas es baja en comparacion
con otros microorganismos como Pseudomonas aeruginosa, Neisseria meningitides, entre
otros; atribuible a su baja virulencia; sin embargo, posee una capacidad hidréfoba que
proporciona unién a materiales extrafios como plasticos utilizados en dispositivos
intravasculares. Se ha comprobado que la hidrofobicidad de la superficie esta altamente

expresada en cepas aisladas de pacientes en comparacion con la flora normal de la piel.

La proteina A de la membrana externa (OmpA) esta asociada con la mejora de la adhesion,
especificamente a las células epiteliales del tracto respiratorio. Se localiza en las
mitocondrias y los nucleos e induce la expresion del citocromo ¢ de la molécula pro

apoptética, lo que provoca la muerte celular (Schweppe et al., 2015). A. baumannii evade
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la muerte mediada por la via alternativa del complemento al neutralizar el factor H, un
regulador clave de la via alternativa del complemento, con la ayuda de OmpA. Este
fendmeno se conoce como resistencia sérica de A. baumannii (Kim et al., 2016). La OmpA
induce la diferenciacién de CD4 +, la activacion y maduracion de las células dendriticas y

provoca su apoptosis prematura (J. S. Lee et al., 2010).

La secrecion de vesiculas de la membrana externa que contienen diferentes proteinas
relacionadas con la virulencia (proteasas, fosfolipasas, superoxido dismutasa y catalasa)
en el sitio de la infeccion acelera la respuesta inmune innata local y, en dltima instancia,
conduce a dafo tisular. Las vesiculas de la membrana externa también aumentan la
formacion de biopeliculas en superficies abidticas(Nho et al., 2015). Los lipopolisacaridos
(LPS) de A. baumannii consisten en un antigeno O, el nlcleo de carbohidratos y una
fraccion de lipido A. El LPS es un agente quimiotactico que recluta células inflamatorias y

las obliga a liberar su material citotoxico(Rossi et al., 2016).

2.3 Tratamiento para las enfermedades ocasionadas por A.
baumannii

Las enfermedades causadas por A. baumannii, son actualmente tratadas con diversos tipos
de antibidticos que se usan en monoterapia o en terapia combinada (C. R. Lee et al., 2017).
Los carbapenémicos como imipenem y el meropenem son los medicamentos de eleccion
para el tratamiento de infecciones causadas por cepas susceptibles. También son
empleados aminoglucésidos como la Amikacina y tobramicina; fluoroquinolonas como
ciprofloxacina y levofloxacina y cefalosporinas de amplio espectro como ceftazidima,
cefotaxima, ceftriaxona, cefepima. Estos farmacos han presentado una efectiva actividad in
vitro contra este organismo y un perfil de seguridad favorable en sujetos sanos con eventos
adversos minimos (Doi et al., 2015).En los casos, cada vez mas frecuentes, de resistencia
a estos antibiéticos, se utilizan como alternativas terapéuticas las polimixinas, minociclina,

tigeciclina y sulbactam(Asif et al., 2018; Doi et al., 2015).

Debido a la disminucién en la susceptibilidad que esta presentando A. baumannii frente a
los antibidticos convencionales en monoterapia, se ha propuesto realizar tratamiento
combinado, de tal forma que usando dos o mas antibidticos al mismo tiempo se aumente la

eficacia en el tratamiento y disminuya el desarrollo de fenotipos resistentes por parte de
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esta bacteria (C. R. Lee et al., 2017). Por ejemplo, en un estudio en Turguia utilizando la
combinacién de rifampicina y colistina, para tratar 43 pacientes con neumonia asociada al
ventilador, debido a A. baumannii resistente a carbapenémicos, se demostré que la
mortalidad cruda en el hospital y la mortalidad relacionada con la neumonia fueron menores
en el grupo tratado con la combinacion de los dos antibiéticos (61.9 y 38.1%) comparados

con el grupo tratado con colistina en monoterapia (72.7% y 63.6%) (Doi et al., 2015).

De igual forma, las terapias combinadas con imipenem / sulbactam, colistina / rifampicina,
colistina / sulbactam, colistina / tigeciclina, colistina / imipenem o meropenem y colistina /
teicoplanina se han estudiado y propuesto como posibles opciones terapéuticas contra A.
baumannii (Lin, 2014). Asi mismo, la combinacién ampicilina/sulbactam ha sido eficaz en el
tratamiento de las infecciones del torrente sanguineo causadas por A. baumannii multi-
resistente, se ha logrado evidenciar que el tratamiento combinado reduce la tasa de
mortalidad en pacientes tratados con estos dos medicamentos (mortalidad 41.4%) versus
los tratados en monoterapia (91.7%)(Smolyakov et al., 2003).

De otro modo, la combinacion de Trimetoprim-sulfametoxazol con colistina, también ha
demostrado mayor efectividad y rapidez para matar cepas de A. baumannii resistentes a
carbapenémicos (C. R. Lee et al., 2017); asi mismo, un efecto sinérgico se ha visto entre
los carbapenémicos como meropenem o imipenem y la plazomicina un aminoglucésido de

dltima generacioén (de la Fuente-Salcido et al., 2015; C. R. Lee et al., 2017).

2.4 Resistencia a antibioticos en A. baumannii

A. baumannii tiene la capacidad de desarrollar resistencia a antibidticos de una forma muy
rapida con tasas de resistencia superiores al 50% a nivel mundial, segun estudio donde se
comparan dichas resistencias en terapias de carbapenémicos en diferentes continentes,
como América Latina (40%) versus América del norte y Europa (13% y el 15%
respectivamente) (Asif et al., 2018). Por tal motivo, en 2017, la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) incluyé a éste patdégeno en la lista de los microorganismos ESKAPE por su
acronimo (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, A.
baumannii, Pseudomona aeruginosa y especies de Enterobacter) con prioridad critica para

la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas, debido a que escapan efectivamente del
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efecto de los farmacos antibacterianos de mayor importancia a nivel clinico (Viehman et al.,
2014; WHO, 2017).

Los mecanismos de resistencia exhibidos por A. baumannii dependen del tipo o familia de
antibidticos, sin embargo, los mas importantes estan representados en la (Figura 2) (Asif
et al., 2018). Dentro estos mecanismos se encuentran:

e Produccion de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE): Mediada por una
mayor degradacion por las betalactamasas, la alteracion de las proteinas de union
a la penicilina, los cambios en las porinas de la membrana externa para disminuir la
permeabilidad y la expulsion de los antibidticos fuera de la célula a través de la
bomba de salida.

e Mecanismo de resistencia aminoglucdsidos: Modificacion del grupo amino o
hidroxilo por enzimas modificadoras de aminoglucosidos. En Acinetobacter se han
identificado todos los tipos de enzimas modificadoras de aminoglucésidos
(adenilasas, acetilasas, metiltransferasas y fosfotransferasas).

e Quinolonas: Dada por mutaciones en los gyrA y parC genes, que resulta en
cambios fenotipicos en el ADN girasa y la topoisomerasa |V, lo que lleva a la afinidad
farmaco reducida.

o Colistina: Los mecanismos de resistencia a la colistina estan codificados por el
ADN cromosomico de la bacteria. Se han informado dos mecanismos principales.
El primer mecanismo consiste en mutaciones en los genes que codifican el lipido A
(IpxA , IpxC e IpxD ), lo que da como resultado la pérdida de LPS, una parte externa
de los organismos gramnegativos y un obijetivo inicial de colistina. El segundo
mecanismo involucra el sistema de dos componentes de pmrAB, que es un

regulador de respuesta y un sensor de quinasa.
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Figura 2 Diferentes mecanismos de resistencia de A. baumannii (Asif, Muhammad).

La figura representa los principales mecanismos de resistencia a los farmacos antibacterianos de
A. baumannii. (1) betalactamicos; (ll) aminoglucésidos; (lll) quinolonas;(IV) colistina. Abreviaturas:

AME, enzima modificadora de aminoglucdsidos; LPS, lipopolisacarido; OMP, membrana externa de

porina; PBP, proteina de unién a penicilina.

Otros mecanismos de resistencia mas especificos incluyen, las bombas de eflujo, la familia
de casetes de unién a ATP (ABC), la modificacién de las proteinas de unidn a la penicilina
(PBP), modificacion de unién a proteina ribosomal, mutacién en el DNA girasa y
topoisomerasa |V (Asif et al., 2018). Por otro lado, es importante mencionar que, gracias a
la plasticidad de su genoma es que A. baumannii logra adquirir e intercambiar genes
asociados a resistencia de una forma muy rapida, por medio de mecanismos de
transferencia horizontal de genes, conjugacién y transduccién de plasmidos, de

transposones o integrones (Lin, 2014).

Adicionalmente, se han identificado varios factores de virulencia que también contribuyen a
la resistencia, como, por ejemplo, las porinas de membrana externa, las proteasas, los
sistemas de secrecion de proteinas y la formacion de biopeliculas, éstas ultimas no solo le
permiten a la bacteria persistir en superficies vivas e inertes, sino también le confieren
proteccion contra el sistema inmune y contra la accién de los antibiéticos (C. R. Lee et al.,
2017).
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La adquisicién rapida de fenotipos farmacorresistentes en este patégeno, se ha asociado
con la presencia de regiones gendmicas denominadas 'islas de resistencia’' que se pueden
encontrar en el cromosoma y / 0 en los plasmidos bacterianos (Nasr, 2020) como con la
plasticidad de su genoma, facilitAndole la transferencia e intercambio horizontal de genes
con otras bacterias y asi poder desarrollar diferentes mecanismos que le permiten escapar

de la destruccion de los antibiéticos (Pagano et al., 2016).

Al ser considerada esta bacteria como un problema de salud prioritario segun la OMS se
incluye este patdgeno para el desarrollo de nuevos antibidticos, que logren contrarrestar las

infecciones ocasionadas por él (Alcantar-Curiel et al., 2019).

2.5 Nuevos compuestos para el tratamiento de A. baumannii

Debido a que A. baumannii hace parte de los microorganismos de prioridad critica, por las
altas tasas de resistencia a antibidticos reportadas, las cuales, han sido asociadas a
mortalidad en pacientes hospitalizados (Durante-Mangoni et al., 2013),recientes estudios
de investigacion se han enfocado a encontrar nuevas alternativas terapéuticas que logren
combatir las infecciones ocasionadas por A. baumannii multirresistente (T. Wang & Leyh,
2012). Un ejemplo es el cefiderocol (S-649266), una cefalosporina siderofora destinada a
la actividad contra carbapenémicos y especies gramnegativas resistentes a multiples
farmacos, incluidas las cepas productoras de 3-lactamasa de espectro extendido (BLEE) y

carbapenemasas (Neto et al., 2018).

Otro compuesto en estudio que se encuentra en fase 3 de desarrollo clinico, es la
eravaciclina (TP-434), un compuesto que hace parte de las tetraciclinas con modificaciones
en las posiciones C-7 y C-9 del anillo tetraciclico, el cual inhibe la sintesis de proteinas
bacterianas a través de la uniéon a la subunidad ribosémica 30S, ha demostrado ser un
tratamiento eficaz en infecciones causadas por microorganismos Gram negativos y Gram
positivos multi-resistentes (MDR) (Roberto Carlos Barletta Farias et al., 2018). La actividad
del farmaco no se ve comprometida por algin mecanismo de resistencia que posea la
bacteria como por ejemplo las bombas de eflujo y ademas la evidencias demuestran que

puede tener un efecto mejorado sobre medicamentos ya en uso clinico como la tigeciclina
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usado contra el género de Acinetobacter spp. MDR y la familia Enterobacteriaceae
productoras de BLEE (Betalactamasas de espectro extendido) (Roberto Carlos Barletta
Farias et al., 2018).

Asi mismo, el compuesto DS-8587 que pertenece a la familia de fluoroquinolonas que de
manera similar a éstas actta inhibiendo la ADN topoisomerasa, ha demostrado tener una
potente actividad contra patdogenos que causan infecciones comunitarias Yy
nosocomiales(Roberto Carlos Barletta Farias et al., 2018). Estudios realizados demuestran
que DS-8587 posee una excelente actividad antibacteriana contra cepas de A. baumannii
portadoras de mutaciones en los genes gyrA/parC, con una Concentracion inhibitoria
minima (CMI) de 0,015 a 0,06 g/ml, las cuales fueron 4-8 veces y de 8-16 veces menores
comparadas con las CMI de antibiéticos de uso clinico actual como levofloxacino vy

ciprofloxacino respectivamente (Roberto Carlos Barletta Farias et al., 2018).

Dentro del grupo de las monosulfactamas, el compuesto denominado BAL 30072,se
encuentra en la fase 1 de desarrollo, éste ha mostrado actividad contra muchas bacterias
Gram negativas, incluidas las que producen métalo-B-lactamasas y KPC como Klebsiella
pneumoniae carbapenemasa y A. baumannii; ademas se ha demostrado que posee un
efecto sinérgico con carbapenémicos, por ejemplo, cuando se combina con meropenem, la
CMI es 4 veces menor en A. baumannii y en K. pneumoniae comparado con el solo

meropenem (Roberto Carlos Barletta Farias et al., 2018).

Pese a que se estan desarrollando nuevos compuestos para el tratamiento de
microorganismos resistentes, estos se han basado en la modificacion quimica de los
compuestos existentes; este tipo de estrategias podria desencadenar la apariciéon de
fenotipos de resistencia en un menor tiempo; es por eso por lo que, desde la OMS, también
se promueve la busqueda de nuevas moléculas blanco en los patégenos microbianos, que
permitan desarrollar medicamentos alternativos. Una de esas moléculas puede ser la
enzima cisteina sintasa (CS), que ha sido descrita en otros microorganismos de importancia

médica y que en el presente trabajo se pretende identificar y caracteriza en la bacteria A.
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baumannnii. A continuacién, se describen las principales caracteristicas de la enzima

cisteina sintasa (CS).

2.6 Complejo cisteina sintasa (CS) (CysK- CysM)

Se han clasificado dos tipos O-acetil-L-serina sulfhidrilasa (OASS): OASS- A (CysK) vy
OASS-B (CysM), estas pertenecen al tipo Il de enzimas dependientes de piridoxal-5'-fosfato
(PLP), donde la aldimina interna se forma en los residuos de lisina de una hélice a en el
dominio N-terminal, y la enzima apo se estabiliza por las interacciones de sus residuos de

serina y treonina con un anillo de piridina de PLP (Percudani & Peracchi, 2003).

Esta familia esta representada por el triptéfano sintasa. La primera estructura de OASS que
se resolvi6 fue la de S. typhimurium en 1998 por Burkhard (Burkhard et al., 1998). Desde
entonces, se han determinado varias estructuras OASS de varias plantas, bacterias y
protozoos (Chinthalapudi et al., 2008).Todas las OASS son homodimeros de alrededor de
75 kDa, y las estructuras cristalinas revelan que cada monoémero esta compuesto por dos
dominios, cada dominio tiene un pliegue a / B (Figura 3) tipico de las enzimas PLP tipo
pliegue II. El dominio N Terminal incluye una hoja 3 paralela central de cuatro cadenas, que
esta flanqueada por tres hélices a en un lado y una hélice a en el otro lado (Mazumder &
Gourinath, 2015).

El dominio C-terminal se pliega en una lamina 8 mixta de seis hebras intercaladas por cuatro
hélices a. El andlisis de la red comunitaria, que identifica comunidades (grupos de residuos
altamente conectados) basados en la correlacion y proximidad de residuo por residuo.
Como se ve en estas figuras, los sitios de union al ligando estan presentes en el grupo 4,
que esta fuertemente conectado al grupo 11. Los residuos responsables de la apertura y
cierre del sitio activo estan presentes en el grupo 11. La figura demuestra la correlacion
positiva de movimiento del grupo 11 con el del grupo 4, que desencadena el cierre y la

apertura del sitio activo tras la unién del ligando (Mazumder & Gourinath, 2015).
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Figura 3 Superposicién estructural de OASS de varios organismos;

Entamoeba histolytica, Leishmania donovani, Haemophilus influenzae, Salmonella typhimurium,
Mycobacterium tuberculosis, E. coli y Arabidopsis thaliana; con conformaciones abiertas, cerradas
e. La superposicidn de todos los OASS sugiere que las estructuras generales de los OASS son muy

similares, los colores en la estructura representan cada microorganismo en mencion.

Cisteina sintasa al ser una enzima tipo Il plegable, en contraste con las enzimas tipo |
plegadas, generalmente tienen el residuo Lys de la base de Schiff mas cerca del extremo
N, mientras que la region del asa para la unién del grupo fosfato PLP esta cerca del extremo
C-terminal. Hay dos cadenas [ flanqueadas por hélices a en enzimas tipo Il plegables. La
region para la unidon a PLP en enzimas tipo Il de pliegue contiene un dominio N-terminal y

un dominio C-terminal con un tamafio similar entre si (Liang et al., 2019).

Las enzimas tipo Il plegables son funcionales como dimeros, tetrameros u oligbmeros con
el sitio activo compuesto de residuos, todos de una subunidad y muchas enzimas tipo |
plegadas estan bajo control alostérico (Liang et al., 2019).

2.6.1 Funciones de la cisteina en la supervivencia celular

La cisteina es un amino&cido indispensable para la supervivencia de practicamente todos

los organismos vivos, desde procariotas hasta eucariotas superiores. L-cisteina juega un
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papel crucial en el plegado, ensamblaje y estabilidad de proteinas, a través de la formacion
de enlaces disulfuro,(Romero et al., 2014). Igualmente, la cisteina debido a su capacidad
para formar puentes disulfuro en un entorno oxidativo hace parte de los residuos
aminoacidicos del sitio activo en varias familias de enzimas como la tiorredoxina (Trx) y la
glutaredoxina (Grx), que participan en la proteccion de las células en condiciones de estrés
oxidativo. Por otro lado, debido a su alta reactividad, la cisteina es considerado el bloque
central en la formacion de los tioles como glutation (GSH), micotiol (MSH), bacilitiol (BSH)
y tripanotion (T[SH]2) consideradas moléculas importantes en la defensa antioxidante de
muchas células tanto procariotas como eucariotas; estas moléculas tiol pueden reaccionar
con especies reactivas de oxigeno neutralizdndolas y manteniendo el equilibrio redox
intracelular (Kohl et al., 2019). En algunos patégenos intracelulares, la cisteina juega un
papel importante para la sobrevivencia en estos ambientes oxidantes dentro del macréfago;
por ejemplo, cuando Mycobacterium tuberculosis invade los macrofagos, regula las vias
que producen los reductores de azufre, incluidas la cisteina, el micotiol y la metionina, que
le permiten sobrevivir en el ambiente oxidativo del fagosoma (K. Singh et al., 2017). De
igual forma, en parasitos como la Leishmania donovani y el Trypanosoma cruzi, la cisteina
mantiene los niveles aumentados de tripanotion el cual les permite sobrevivir al estrés

oxidativo proporcionado por el macréfago humano (K. Singh et al., 2017).
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Figura 4 Via de novo para biosintesis de cisteina.

Representacién esquematica de enzimas involucradas en las vias de biosintesis de cisteina en
Leishmania; figura adaptada de la referencia (Singh,K)

2.6.2 Cisteina Sintasa un blanco de inhibicibn en patdégenos
humanos

Cisteina Sintasa (CS) es una enzima involucrada en la sintesis de cisteina por la via de
novo en plantas, bacterias y algunos parasitos protozoarios (Romero et al., 2014). En
bacterias y en plantas, la cisteina se sintetiza a partir de la serina e incluye la asimilacion o
incorporacién de sulfuro o tiosulfato externos; ademas, CS junto con Serina o-Acetil
transferasa (SAT) juegan un papel fundamental en la regulacién de la ruta en respuesta a
la disponibilidad de azufre en el medio (K. Singh et al., 2017). Durante el exceso de azufre,
CS y SAT se asocian para formar un complejo, en el cual, el extremo C-terminal de SAT se
une a la CS blogueando su sitio activo y disminuyendo la actividad CS, pero aumentando
la actividad SAT, resultando en un exceso de produccién de O- acetilserina (OAS) lo que
posteriormente, conduce a la disociacion del complejo, liberando la enzima CS para
catalizar la formacion de cisteina a partir de OAS y sulfuros que la célula toma del medio
(Figura 4) (K. Singh et al., 2017).

En bacterias se han descrito dos isoformas de OASS conocidas como OAS-sulfidrilasa A
(CysK) y OAS-sulfidrilasa B (CysM) con un porcentaje de identidad del 43% (Volker F.
Wendisch, 2007). Ambas son enzimas homodiméricas dependientes de pirodoxal -5'-
fosfato (PLP) fuertemente unido a CS por un residuo de lisina; estas enzimas estan

codificadas por los genes cysK y cysM localizadas en el operdn Cys (Dietrich H. Nies, 2007).

Fravega y colaboradores en su investigacion evaluaron la importancia del sulfuro en la
resistencia a antibiéticos, debido a que cysK utiliza este compuesto como sustrato para la
produccion de cisteina y la acumulacion de H,S; de esta manera suponen una relacion con
la resistencia a los farmacos. Se considera que el gen cysK, pero no cysM, podria estar
involucrado en el mecanismo de eliminacién de los antibidticos ceftriaxona y ciprofloxacina
en Salmonella typhimurium, actuando como un mecanismo antioxidante (Fravega et al.,

2016), adicionalmente la isoforma CysK presenta una baja identidad frente a la CBS
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humana y una zona de regulacion alostérica presente en bacterias y protozoarios; segun
estudios mencionan que la produccion de cisteina se ve mas favorecida hacia la via que

esta sintetizando CysK en vez de CysM (Joshi et al., 2019).

Algunos estudios han permitido establecer la relacién entre la actividad de CS y el
favorecimiento de estadios de latencia, supervivencia y resistencia a farmacos, Se ha
demostrado que en Mycobacterium tuberculosis cuando se aumenta la expresion de cysM
le permite a la bacteria generar estadios de latencia, resistiendo al estrés oxidativo dentro

del macréfago (Joshi et al., 2019).

En Bacillus subtullis, CysK activa el represor CymR, CysK esté involucrada en la activacion
de los sistemas de inhibicién del crecimiento dependiente del contacto bacteriano (CDI)
(Joshi etal., 2019), en P. aeruginosa, CysM se sobreexpresa cuando el patégeno se
encuentra bajo condiciones de estrés térmico o por la presencia de metales pesados como
el cadmio(Joshi et al., 2019). En el caso de Neisseria gonorrhoeae en cepas resistentes a
espectinomicina (SpecR), se observo la isoforma CysK sobreexpresada, mecanismo que
contribuye a la resistencia a dicho farmaco. En Leishmania braziliensis cuando se presenta
un aumento en la expresion de la cisteina sintasa se genera resistencia frente a la

exposicion del peroxido de hidrogeno.

Teniendo en cuenta la importancia de la cisteina y de la enzima cisteina sintasa en
patdgenos intracelulares como A. baumannii, ademas de que considerar que esta enzima
no esta presente en los mamiferos incluyendo el hombre (Romero et al., 2014), CS puede
llegar a ser un importante blanco molecular para la busqueda de nuevos farmacos que

hagan frente a la problematica de resistencia por esta bacteria oportunista.

2.7 Docking Molecular, analisis in silico de nuevos compuestos

El acoplamiento molecular se utiliza actualmente como una técnica rapida y econémica en
entornos académicos como industriales, es un método que analiza la conformacion y la
orientacion (denominadas en conjunto como "pose") de moléculas en el sitio de unién de
un objetivo macromolecular. Los algoritmos de blusqueda generan posibles poses, que se

clasifican mediante funciones de puntuacion (Torres et al., 2019).
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Los enfoques in silico ahora permiten la deteccion virtual de millones de compuestos en un
tiempo asequible, reduciendo asi los costos iniciales de identificacion de aciertos y
mejorando las posibilidades de encontrar los farmacos candidatos deseados (Pinzi &
Rastelli, 2019). En este contexto, el acoplamiento se ha convertido en una herramienta
esencial para desarrollar diferentes protocolos de disefio de farmacos racionales, incluido
el cribado virtual basado en estructuras para identificar nuevos candidatos y la comprensién
de los elementos quimicos mas importantes que guian las interacciones ligando-proteina
en objetivos biolégicos relevantes (Ramirez & Caballero, 2018). Existen software como
AutoDock, AutoDock Vina, DockThor, GOLD, FlexX y Docker virtual Molegro, que facilitan
el analisis de acoplamiento molecular, siendo estas plataformas de acceso libre (Torres
et al., 2019).

Una vez obtenido el docking molecular de los complejos proteina- ligando se analizan las
propiedades farmacocinéticas como absorcion, distribucién, metabolismo, excrecién y
toxicidad de sustancias quimicas (ADMET), estas juegan un papel clave en el
descubrimiento y desarrollo de farmacos; un candidato a farmaco de alta calidad no solo
debe tener suficiente eficacia contra el objetivo terapéutico, sino también mostrar
propiedades ADMET apropiadas a una dosis terapéutica, evitando de tal forma la falta de
eficacia y seguridad en las nuevas alternativas terapéuticas. Por lo tanto, es necesario
encontrar moléculas eficaces con las mejores propiedades ADMET. Sofware disefiados
para la prediccién de las propiedades fisicoquimicas; como admetSAR, SwissADME;
TOPKAT y MedChem Designer permiten clasificar moléculas biol6gicas para el
descubrimiento de farmacos en términos de sus propiedades ADMET (Guan et al., 2019).

AdmetSAR predice mas de 40 propiedades farmacocinéticas ADMET de moléculas en

estudio, usando 95.629 compuestos que tiene en su base de datos.

3.PREGUNTA DE INVESTIGACION - HIPOTESIS

¢ Cudles son las caracteristicas moleculares y bioquimicas que presenta cisteina sintasa en
la bacteria Gram negativa Acinetobacter baumannii como posible blanco terapéutico y qué

compuestos presentan afinidad por la enzima?
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4.0BJETIVOS

4.1 Objetivo General

Caracterizar la enzima cisteina sintasa de Acinetobacter baumannii como posible blanco
terapéutico e identificar compuestos con afinidad por la enzima mediante un analisis in
silico.

4.20bjetivos especificos

1. Describir los dominios y motivos caracteristicos de la enzima cisteina sintasa en A.
baumannii reconociendo el sitio activo de la proteina para andlisis de acoplamiento
molecular.

2. ldentificar compuestos que presenten afinidad por el sitio de regulacion alostérica
de la proteina cisteina sintasa (CysK) de A. baumannii mediante un docking
molecular.

3. Predecir las propiedades farmacocinéticas de los compuestos con afinidad por el
sitio de regulacion alostérica de la proteina CysK de A. baumannii.

4. Determinar por medio de herramientas bioinformaticas las interacciones
moleculares entre la enzima cisteina sintasa (CysK) de A. baumannii y algunos

potenciales ligandos.

5. MATERIALES Y METODOS

Este trabajo de investigacion es de tipo cuantitativo, en el cual, basados en una estrategia
de analisis in silico se hizo la caracterizacion de la proteina Cisteina Sintasa de A.
baumannii, como posible blanco para el disefio de medicamentos; asi mismo, mediante la
prediccion de un modelo cristalografico de la proteina, se realizdé un acoplamiento molecular
o docking identificando compuestos con afinidad por esa enzima; por ultimo se realizé una
prediccion de parametros farmacocinéticos de dichos compuestos y se predijeron las
posibles interacciones moleculares entre un grupo de compuestos seleccionados y la
proteina CS de A. baumannii. La figura 5 presenta el esquema general de metodologia

utilizada para esta investigacion
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Identificacién molecular y bioquimica de la enzima
cisteina sintasa en la bacteria Gram negativa
Acinetobacter baumannii

1.Describir molecular y bioquimicamente la enzima
cisteina sintasa de A. baumannii mediante analisis

insilico.
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silico

2. Identificar compuestos que presenten afinidad
por el sitio activa de |a proteina cistelna sintasa
(Cysk) de A. baumannii mediante un docking
molecular.

3. Predecir las propiedades farmacocinéticas de
los compuestos con afinidad por el sitio activo de

la proteina CysK de A. baumanaii

Identificacion de la secuencia
nucleotidica del gen CS en las
bases de datos bioinformdticas

Busqueda de dominios y motivos
caracteristicos en la secuencia
proteica de CS

Caracterizacidn In silico

Acondicionamiento del modelo
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Caracterizacion In silico
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cada compuesto a partir de
base de datos ZINC

Acceso al servidor admetSAR

Analisis propiedades
farmacocinéticas de 100
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las interacciones moleculares entre la enzima cisteina
sintasa (CysK) de A. baumanniiy sus potenciales

ligandos

~

Caracterizacion In
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/

Seleccion de los mejores
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Mediante el programa de acceso

molecular. compuestos seleccionados. libre LigPlot realizar las. |
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por medio del programa
AutoDock Vina y TACC de Cysk,
junto con su sustrato natural, PLP
e inhibidores.

Figura 5 Disefio de actividades a desarrollar durante la ejecucién del proyecto

(disefio propio)
5.1 Caracterizacion in silico de la cs en A. baumannii

5.1.1 Identificacion de la secuencia nucleotidica del gen CS en las
bases de datos bioinformaticas

Las secuencias de nucleétidos del gen o los genes que codifican para cisteina sintasa en
Acinetobacter baumannii se obtuvieron del Centro Nacional de Informacién Biotecnol6gica
(NCBI) (https://www.ncbi.nim.nih.gov/)a partir del GeneBank. Estas secuencias se
almacenaron en formato FASTA y se utilizaron para los demas andlisis in silico
(Bhattacharya et al., 2018).

5.1.2 Busqueda de dominios y motivos caracteristicos en la
secuencia proteica de CS

Las secuencias de aminoacidos de las proteinas CysM (numero de acceso: AOAOR4J6S5)
y CysK (numero de acceso: AOAOD5YN58) obtenidas a partir de la base de datos UniProtKB

(http://www.uniprot.org/), se realizé la prediccion y analisis de las propiedades
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fisicoguimicas como el coeficiente de extincién (EC), el indice alifatico (Al), el indice de
inestabilidad (Il), la hidropatia media promedio (GRAVY), el punto isoeléctrico (pl), peso
molecular, atomos totales, nimero de carga positiva y nimero de residuos cargados
negativamente, haciendo uso del servidor EXPASy-ProtParam

(https://web.expasy.org/protparam/) (Bhattacharya et al., 2018).

5.1.3 Comparacion de las secuencias proteicas de CS en A.
baumannii y otras secuencias ortologas

La comparacion entre las proteinas CS en especies ortdlogas a A. baumannii se llevo a
cabo mediante un alineamiento multiple construido con la herramienta BioEdit

(https://lwww.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) (Huma et al., 2014).

5.1.4 Prediccion de estructuras secundariay terciaria de las CS en
A. baumannii

A partir de la secuencia de aminoacidos de CysK y CysM se realiz6 la prediccion de
estructuras tanto secundaria como terciaria de cada una de las isoformas mencionadas;
para la prediccion de la estructura secundaria se utilizé la herramienta bioinformatica
Netsurfp (http://www.cbs.dtu.dk/services/) (Klausen et al., 2019), el cual permitié determinar
el porcentaje de laminas B y a hélices que presentaron las dos isoformas de CS en A.
baumannii. Debido a que las enzimas CS de A. baumannii no cuentan con una estructura
cristalogréafica en la base de datos de proteinas (Protein Data Base, https://www.rcsb.org/),
fue necesario realizar el modelamiento o la prediccién de la estructura terciaria, usando el
programa I-TASSER (lterative-Threading/ASSEmbly/Refinement, option | assign additional
restraints & templates to guide I-TASSER modeling)
(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) (J. Yang et al., 2014). La calidad de los
modelos predichos se analizé con base en los parametros C-score y TM-score. El C-score,
es un puntaje de confianza para estimar la calidad del modelo predicho, los valores
aceptables para el puntaje estan en el rango de -5 a 2, los valores mas altos indican un
modelo con una mejor calidad. Por otro lado, el TM-score es una escala para medir la
similitud estructural entre el modelo predicho y la estructura nativa de la proteina; los valores
> 0.5 indican que el modelo tiene una topologia global correcta; adicionalmente, los modelos

fueron validados usando los programas de acceso libre PROSA-Web
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(https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php) y PROCHECK
(https://servicesn.mbi.ucla.edu/PROCHECK/) (Wiederstein & Sippl, 2007).

5.2 Docking molecular para cisteina sintasa (CysK) de A.
baumannii

Los ensayos de acoplamiento molecular-docking para la busqueda de posibles ligandos de
la enzima CS en A. baumannii, fueron realizados solamente con la enzima CysK, porque
esta isoforma estructuralmente presenta una region de regulacion alostérica en el C-
terminal (aminoacidos 220-250), en la cual ademas de ser importante para actividad
catalitica de la enzima, esta region no es conservada entre las proteinas que pertenecen a
gran familia de enzimas PLP-dependientes dentro de la cual esta Cistationina Beta Sintasa

(CBS) humana, ort6logo mas cercano a CS (Irwin et al., 2012).

Igualmente, como control de unién a CS, se realiz6 un acoplamiento molecular entre la CBS
humana y los compuestos con mayor afinidad de union a CysK de A. baumannii; usando
como referencia los aminoacidos 70 a 308 que corresponden con el sitio activo de la CBS.

5.2.1 Preparacion de la proteina CysK y los ligandos naturales para

el docking molecular
La proteina CysK junto con los ligandos naturales que sirvieron como referencia de unién a
la enzima se prepararon usando el software de acceso libre AutoDock Tools como ha sido
descrito previamente (Thirumal Kumar et al., 2017). Inicialmente, se cargd el modelo 3DE de
la CysK predicho mediante I-TASSER en formato .PDB al software AutoDock Tools, se
eliminaron las moléculas de agua, se agregaron hidrégenos polares, se calculé la carga de
la molécula y se guardd la proteina en formato PDBQT. Tomando como referencia los
aminodcidos Lys #?2-Lys 23 del sitio alostérico, se establecieron las coordenadas generales
de la caja en X= 24A, = 16A Y y Z= 20A sobre las cuales se unieron los ligandos durante el
acoplamiento molecular. La prediccién del centro de la caja se realiz6 basados en la Lys?4°
utilizando la configuracion de AutoDock Tools en X=59 A, Y=54 A, z=41 A.

Los ligandos naturales como la orto-acetil-serina (OAS), piridoxal fosfato (PLP, piridoxal-5'-

fosfato, P5P), substratos naturales y los compuestos como el ZINC01690699 inhibidor de
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CS descrito previamente por (S. Singh et al., 2013). Los ligandos también se prepararon
en AutoDock tools agregando hidrégenos polares, calculando las cargas Gasteiger-Marsili
y asignando enlaces rotativos. Finalmente, las proteinas y ligandos preparados se

guardaron en formato PDBQT para realizar el acoplamiento molecular.

5.2.2 Docking entre CysK, sustratos naturales y algunos

compuestos control
Con el objetivo de tener un punto de referencia o de corte de la energia de union que pueda
haber entre un ligando y la CysK de A. baumannii, se realizé el acoplamiento de la enzima
con sus sustratos naturales, la OAS y el PLP, mediante el software AutoDock vina (Kwofie
et al.,, 2018) . Asi mismo, se usaron 64 compuestos descritos previamente como posibles
ligandos-inhibidores de CS en otros organismos como el ZINC01690699 con alta afinidad por
la enzima CS de Trichomonas vaginalis (CSTv) y 63 mas con afinidad por la CS de
Leishmania braziliensis (CSLb) (Téllez J., Romero |. 2021 sometido a Molecules) con los
cuales también se realizaron ensayos de acoplamiento entre estos compuestos y la CysK
usando AutoDock vina.

5.2.3 Docking masivo entre CysK y compuestos con potencial
unién alaenzima

Para realizar la blisqueda de compuestos con potencial union o afinidad por la CysK, se
utilizé una libreria de compuestos comerciales similares a farmacos que contiene 546.003
compuestos a partir de la base de datos ZINC (https://zinc.docking.org/), disponible en el
servidor TACC de la Universidad de Texas (https: //drugdiscovery.tacc.utexas.edu/#/) (Irwin
& Shoichet, 2005). El docking fue realizado sobre las mismas coordenadas de la enzima
CysK descritas anteriormente, manteniendo los ligandos flexibles y el receptor rigido. A
cada ligando se le permitieron seis conformaciones para cada proceso de acoplamiento y
su resultado fue almacenado en formato pdbqt. (Wassermann & Bajorath, 2011). Los
resultados del docking se clasificaron u organizaron teniendo en cuenta las energias de
union con CysK, de tal forma que se obtuvieron 1000 compuestos con energia de union
superior a la presentada entre la enzima y los sustratos naturales (OAS-PLP). Del cribado

virtual, se seleccionaron los primeros 100 compuestos para realizar analisis de propiedades
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farmacocinéticas in silico ADMET (Absorcion, Distribucién, Metabolismo, Excrecion y
Toxicidad).

5.3 Prediccién in silico de las propiedades farmacocinéticas
ADMET

La absorcion, distribuciébn, metabolismo, excrecibn y toxicidad, propiedades
farmacocinéticas (ADMET) fueron predichas usando el servidor AdmetSAR
(http://Immd.ecust.edu.cn:8000/predict/), este servidor predice mas de 40 propiedades
farmacocinéticas ADMET de compuestos 0 moléculas usando 95,629 compuestos que
tiene en su base de datos, los cuales estan aprobados por la FDA (H. Yang et al., 2019).
En este estudio, las caracteristicas farmacocinéticas més estudiadas y esenciales para el
desarrollo de una molécula eficaz farmacolégica fueron consideradas incluyendo en
absorcion (absorcion intestinal humana (HIA), permeabilidad en las células de
adenocarcinoma de colon humano (Caco-2)), en distribucién (unién a proteinas plasmaticas
(PPB), paso a través de la barrera hematoencefalica (BBB) y sustrato de la glicoproteina P
(P-gp), en metabolismo (sustrato / inhibidor de isoformas que hacen parte del complejo
citocromo p450 (CYP450)), en cuanto a excrecion (inhibidor de OCT2) y para evaluar
toxicidad (Inhibicion del canal (hERG), mutagénesis AMES, carcinogenicidad, y la toxicidad
oral). Para el analisis in silico se usaron los primeros 100 compuestos que mostraron
energia de uniébn mayor a -7.0 Kcal/mol, la cual es superior a la presentada por los sustratos

naturales de CysK (Kwofie et al., 2018).

5.4 Interacciones moleculares entre CysK y posibles ligandos
(Proteina-Ligando)

Para visualizar las interacciones moleculares de 5 compuestos seleccionados se emple6
el programa LIGPLOT+ el cual se centra en interacciones especificas, mediadas a través
de moléculas de agua o mediante un residuo especifico, con el fin de crear un diagrama 2D
de interacciones entre ligando y proteina, en los cuales se representan los patrones de

interaccion mediada por puentes de hidrégeno, enlaces hidréfobos entre el ligando o los
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ligandos y los elementos de la cadena principal o de la cadena lateral de la proteina (RA &
MB, 2011).

Los 5 compuestos elegidos para el andlisis de los sitios de interaccion, ademas de presentar
una buena energia de union con la CysK, presentaron caracteristicas farmacocinéticas que
los hace buenos candidatos para futuros ensayos in vitro como posibles inhibidores

especificos de la enzima CysK en A. baumannii.

6.RESULTADOS

En este estudio, se empledé un enfoque in silico para caracterizar y analizar el papel
funcional de la enzima cisteina sintasa en el patdégeno de importancia clinica A. baumannii
con el fin de determinar la conformacion preferida e interacciones moleculares entre la
cisteina sintasa (CysK) y sus posibles ligandos. Los resultados obtenidos en este trabajo

se describen a continuacion:

6.1 Identificacion del gen que codifica para CS en A. baumannii

La busqueda de las secuencias de nucle6tidos del gen de la CS de A. baumannii en la base
de datos GenBank, permitié identificar dos secuencias nucleotidicas que codifican para dos
isoformas diferentes de la proteina Cisteina sintasa en este microorganismo. Una secuencia
descrita como Cisteina sintasa B [Acinetobacter baumannii CysM] con 915 nucle6tidos y la
secuencia Cisteina sintasa A [Acinetobacter baumannii CysK] con 999 nucleétidos. Al
realizar una comparacién por medio de un alineamiento entre las dos secuencias de
nucleotidos, se observé que el porcentaje de identidad encontrada entre ellas fue del
42.05% (Figura 6).
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Figura 6 Alineamiento multiple de las secuencias de nucledtidos de Cisteina Sintasa de

Se describen en la base de datos GENBANK-NCBI como Cisteina sintasa B [Acinetobacter
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TACTTGTCTACAGGCCTGITCTCAGTACAGGAC —————— TGA 915
TATTTATCTTCTGTTTTATTTGAAGGTTTATTTGACGAATAA 999

** ** *EFEF * * * *% **x * *

Acinetobacter baumannii,

393
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447
477

507
537

567
597

624
657

672
717

720
777

765
8§37

825
8§97

879
957

baumannii CysM], Cisteina sintasa A [Acinetobacter baumannii CysK]. Se muestra la identidad en

fondo gris, los * indican coincidencia entre las pb (CysM, CysK) .
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Los genes encontrados en el GENEBANK fueron ubicados en el genoma completo de A.
baumannii, utilizando el programa EnsemblBacteria

(http://bacteria.ensembl.org/index.html). Ninguno de los genes se transpone el uno con el

otro dentro del genoma de A. baumannii. El gen Cisteina Sintasa B cysM (identificado en
Ensemblbacteria como A1S 0575) se ubic6 entre la posicién 624,714pb - 625,628 pb vy el
gen de Cisteina sintasa A cysK (identificado en Ensemblbacteria como A1S_0177) entre la
posicién 199,355 - 200,751pb del genoma como se puede observar en la figura 71y 7l

respectivamente. (Figura 7).
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Figura 7 Mapas de ubicacion de los genes que codifican para CS dentro del genoma de
Acinetobacter baumannii, (http://bacteria.ensembl.org/index.html).

Las lineas de color azul muestran la ubicacion del gen que codifica para cada una de las enzimas,
respectivamente de cysM (1) y cysK (I1).

Para ubicar los marcos abiertos de lectura (ORF, por sus siglas en inglés) se utilizé el
programa ORF finder, el cual predijo un marco abierto de lectura para CysM, que se ubica
en la posicion 624,714pb y finaliza con un codén de parada en la posicion 625,628pb, este
ORF codifica para una proteina de 304 aa. Para la proteina CysK se observa un ORF en la

posicién 199.355 y su codén de parada en la posicion 200,751pb codificando para una
proteina de 332 aa Figura 8.

624,714 ORF 625,628

cysM

ATG stop

Rico en Glicina e Isoleucina

pl: 5,53 33kDa
304aa__
m
199,355 ORF 200,751
cyskK

Rico en Glicina e Isoleucina ;'

pl: 5.60 35kDa

332aa

{mn

Figura 8 Representacion esquematica de los ORF para cysM (I) y cysK (ll) a escala de la
proteina para cada uno.
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6.2 Caracteristicas generales de la enzima CS en Acinetobacter
baumannii

La proteina CysM tiene un peso molecular estimado de 33 kDa y un pl tetrico de 5.53. Asi
mismo, la proteina CyskK, cuyo peso molecular estimado es de aproximadamente 35 kDa y
un pl tedrico de 5.60. EIl total de cargas negativas para CysM y CysK es de 36 y 35
respectivamente. Los valores calculados para el indice de estabilidad, indice alifatico y
GRAVY (Gran Promedio de Hidropaticidad), indican que CysM y CysK son estables en un

amplio rango de temperatura, hidrofilicas y solubles (Tabla 1).

Tabla 1 Caracteristicas generales para las enzimas CysM y CysK

RESULTADOS
PARAMETRO CysM CysK
FORMULA MOLECULAR C1446H2326N4080449S17 | C1566H2536N4240478S6
PUNTO ISOELECTRICO
TEORICO (pl) 5.53 5.60
PESO MOLECULAR (Da) 33155.86 35144.28
No DE RESIDUOS CON CARGA 36 35
NEGAT IVA (Asp+Glu) %
No DE RESIDUOS CON CARGA 31 31
POSITIVA (Asp+Lys) %
TOTAL DE ATOMOS 4646 5010
INDICE DE INESTABILIDAD 36.09 31.19
INDICE ALIFATICO 82.86 98.49
GRAVY -0.300 -0.011

En cuanto a la composicion de aminoacidos de las enzimas CysM y CysK, se observa en
mayor proporcion los aminoacidos Glicina e Isoleucina, siendo estos de naturaleza apolar

y Lisina el cual le confiere carga positiva a la proteina (Figura 9).



Referencias 41

Composicion aminoacidica
45

35
30
25

20

CANTIDAD

15

10

Z | Hﬂn | Fim [ 1R HH I'IDHH

(A) (R) (N) (D) (C) (@) (B} (G} (H) (N (U (K} (M) (F} (P) (S} (T) (W) (Y) (V) (O) (u)
AMINOACIDOS

OCysM OCysK

Figura 9 Composicion aminoacidica de las enzimas CysM y CysK. Para las dos isoformas se
observa en mayor proporcién los aminoacidos Glicina, Isoleucina y Lisina.

Por medio del programa DeepLoc-1.0, se pudo determinar la localizacion de las isoformas
de la CS. Se encontr6 una ubicacién subcelular para las dos isoformas, para CysM se
observé que es una proteina citoplasmatica (probabilidad de 32%), al igual que para la
isoforma CysK (probabilidad de 37%) (Figura 10).
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Figura 10 Localizacién subcelular de las proteinas CysM (l) y CysK(ll), por medio de
DeeplLoc-1.0

La prediccion y busqueda de dominios y motivos propios de proteinas mediante la
herramienta ScanProsite del Expasy (https://prosite.expasy.org/scanprosite/) y la bases de

datos Pfam (http://pfam.xfam.org/), permitié determinar la presencia del motivo tipico de
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union al cofactor piridoxal fosfato-PLP (PXXSVKDR) en las secuencias de aminoacidos de
las dos enzimas (CysM y CysK) de A. baumannii dominio presente en todas las proteinas

que pertenecen a la gran familia de proteinas PLP dependientes (Figura 11).

(1

found: 1 hitin 1 sequence

USERSEQ1 (304 aa)

MSNTQPDFLADEFLLDHYVGKTPLYRLQRLACHTQATVLAKLEGNNPAGSVKDRPAYNMIMQAEKR
GQIKPGDTLVEATSGNTGIALAMVAAMRGYKMKLIMPGNSSQERKDAMRAYGAEL IEAPNMEAARD
MALQMOAEGLGLYLNQFGNPDNVEAHYLTTGPEIWKQTGGKITHFVSSMGTTGTIMGVSKY LKEQHN
PDIQIIGLOPSEGSHNIAGIRRWPQEYLPTIFEPKRVDQIMDIPQIEAEKTARRLAREEGISAGTSS
GGAVWASYKTAEENPDAVIVCITCDRGDRYLSTGLFSVQD

{(m

found: 1 hitin 1 sequence

USERSEQ1 (332 aa)

MSTDPQFFTPNHLGIAVYSNNAEAIGNTPLVRINRLIKTGATVLAKVESRNPAFSVKCRIGAALTA
DAEKRGVLKEGKHIVEPTSGNTGIALAFVAAAKGYSITLTHPASMSLERRKVLKALGANLVLTEPA
KGMKGAVDEAVRLATEQPELYFLPQUFENPANPQIHVDTTGPEIWQATGGOVDILIAGVGTGGTIT
GISRYFEQVQNKPLYSVAVEPAESPLITQTKKGENITPAPHK IQGIGANF IPKNLDLDLVDEVIPY
SSEEAIQWARKCATQEGILVGISSGAALAAAAKTIAERPENAGKTIVVILPDSGERYLSSVLFEGLF
DE

Figura 11 Presencia del dominio tipico de unién a PLP (PXXSVKDR) para CysM (l) y CysK
(I1), se resaltan en color amarillo.

6.3 Comparacion de las secuencias proteicas de CS en A.
baumannii y otras secuencias ortologas

La comparacion entre las secuencias de proteinas CS en A. baumannii con las secuencias
ortélogas en otros microorganismos permitié determinar que las enzimas CysM forman un
grupo separado de las CysK presentando una mayor identidad de secuencia entre ellas y
todas las proteinas CysK junto a las enzimas CS de parasitos Leishmania braziliensis y L.

major forman otro grupo diferente. Es importante resaltar que tanto la secuencia de CysM
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como la de CysK de A. baumannii mostraron una identidad mayor con las enzimas CysM y
CysK de bacterias Gram negativas como P. aeruginosa (CysM 66.89%, CysK 65.52%), E.
coli (CysM 63.82%, CysK 65.30%), S. typhimurium (CysM 62.80%, CysK 63.72%) que con
las de otras bacterias como M. tuberculosis (CysM 38.41%, CysK 55.56%) y S. aureus
(CysM 48%, CysK 47.87%); asi mismo, la identidad de secuencia fue mucho menor entre
CysM y CysK (35.76% y 39.38% respectivamente) con la proteina cistationina beta

sintasa(CBS), ortéloga mas cercana en el humano.

Por otro lado, en el alineamiento multiple de secuencias se muestran algunos de los
dominios y motivos representativos y conservados entre las proteinas que pertenecen a la
gran familia de proteinas PLP dependientes, como los cuatro residuos de lisina necesarios
para la actividad catalitica de la enzima estan marcados con triangulos para el caso de la
CysM (K#,K52 K8y K192) 'y para CysK (K%,K57 K0y K21%) el dominio (PXXSVKDR) de unién
al cofactor PLP, asi como los residuos sobre los cuales se forma el bolsillo del sitio activo
de las cisteinas sintasas (K2, N®, S26 en CysM y K%/, N&, S?87 en CysK); de igual forma
en la isoforma CysK se encuentran los residuos de K??°, H23°, K240 importantes para la union
con la enzima Serina Acetil Transferasa en el sitio de regulacion alostérica, el cual esta

ausente en la isoforma CysM (Figura 12).
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Figura 12 Alineamiento multiple de secuencias de aminoacidos deducidas de CS de
Acinetobacter baumannii y otros organismos representativos.

La identidad de residuos de aminoacidos se muestra en fondo negro y la conservacién en fondo
gris. Los corchetes indican los aminoacidos consenso del motivo de unién a fosfato de piridoxal-
PLP (PXXSVKDR) y los residuos de lisina requeridos para la actividad de cisteina sintasa se
indican con triangulos y los residuos cargados positivamente implicados en la unién con SAT se
indican con ( +). A.bauCysM: A.baumannii (CysM), A.bauCysK: A.baumannii (CysK), HumanCBS:
Cistationina B sintasa humana, P.aeCysM: P.aeruginosa (CysM), P.aeCysK: P.aeruginosa (CysK),
M.tuCysM: M. tuberculosis (CysM), S.auSAO: S. aureus (SAO), E.coCysM: E.coli (CysM),
E.coCysK: E.coli (CysK), L.braLBR: L.braziliensis (LBR), L.maCB: L.major (CB), S.tyCysK:
S.typhimurium (CysK), S.tyCysM: S.typhimurium (CysM).

6.4 Prediccion de estructuras secundariay terciariade las CS en A.
baumannii

Los patrones de estructura secundaria predichos para las dos isoformas de CS en A.
baumannii, demostraron que tanto CysM como CysK contienen el mismo porcentaje de
laminas Beta (17%), pero en cuanto a hélices alfa existe una variacion entre las dos
isoformas, siendo CysK la que presenta un porcentaje mayor (44%) comparado con CysM

(41%), en la figura 15 se observa los random coil de cada proteina resaltado en linea de
color rosado (Figural3).
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Figura 13 Prediccién de estructura secundaria por medio de DTU.bioinformatics (NetSurfP)
de las isoformas CysM (1) y CysK (ll).
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Los modelos tridimensionales predichos para las enzimas CysM y CysK se obtuvieron
mediante la herramienta I-TASSER, en la cual para cada isoforma se presentaron 5
posibles modelos, de los cuales, para cada caso, el modelo 1 fue el seleccionado debido a
sus puntajes en C-score y TM-score que aseguran un alto nivel de confianza, buena calidad
y correcta topologia de la proteina modelada. Para CysM el modelo escogido presentd un
C-score:0.90, TM-score:0.84+0.08 y RMSD: 4.4+2.9A (Figura 161 A). El andlisis de
alineamiento estructural (TM-align) mostré que el modelo tiene una estructura muy cercana
con algunas proteinas que ya han sido reportadas en el banco de datos de proteinas (PDB,
por sus siglas en inglés), como la O-acetilserina sulfhidrilasa (OASS) de Escherichia. coli
(94.1%), OASS de Arabidopsis Thaliana (93%) y cisteina sintasa (OASS) de Entamoeba
histolytica (92.4%). Asi mismo, los resultados de I-TASSER mediante la prediccion de
funcion y sitios de ligandos con los programas COFACTOR y COACH respectivamente
permitieron determinar y a la vez confirmar los hallazgos obtenidos en los alineamientos
multiples de secuencia primaria, que CysM exhibe sitios de unién tanto al ligando piridoxal
fosfato (PLP) cofactor de la enzima en los residuos V51, K52, N82, S180, M181, G182,
T183, T184, G185, T186, G216, 1217, S263, C288, D289 como al sustrato natural O-Acetil-
serina (OAS)mediante el bolsillo del sitio activo descrito entre los residuos K52 vy
S263(Figura 14-1 B,C).

Por otro lado, para CysK el modelo seleccionado presenté un C-score=0.97; TM-score =
0.85+0.08 y RMSD = 4.4+2.9A; de igual forma el andlisis de alineamiento estructural (TM-
align) mostr6 que ese modelo tiene una estructura muy cercana con algunas proteinas que
ya han sido reportadas en el PDB, como la O-acetilserina sulfhidrilasa (OASS) de
Salmonella typhimurium (94.5%), OASS de Haemophilus influenzae (93,2%) y OASS de
Mycobacterium tuberculosis (90.5%). A partir de los resultados de I-TASSER y mediante el
analisis de funcién y sitios de posibles ligandos se pudo determinar y confirmar que CysK
presenta también sitios de unién a PLP en los residuos V56, K57, N87, G190, V191, G192,
T193, G194, G195, T196, G243, 1244, S287, L314, P315 y al sustrato natural en su sitio
activo residuos K57, S287(Figura. 14-11 B,C).
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Figura 14 Modelo tridimensional de la enzima cisteina sintasa de Acinetobacter baumannii
predicho mediante la herramienta I-TASSER.

(I): Cisteina sintasa isoforma CysM vy (l1): Cisteina sintasa isoforma CysK. A. Modelo 3DE
seleccionado B. Sitios de union a los ligandos C. Sitio activo de la enzima
La validacién estructural de los modelos se realizé por medio de ProSAweb arroj6 puntajes
Z 6ptimos -7.94 y -10.36 para CysM y CysK respectivamente (Figura 15 A). Estos puntajes
indican que los modelos tienen una calidad razonablemente buena ya que todos se
encuentran dentro del rango de puntajes tipicamente encontrados en proteinas nativas ya
descritas en PDB y que poseen un tamafio similar. La figura 15 B representa la energia en
funcién a la posicién de los residuos de aminoacidos, indicando que la estructura no tiene
partes problematicas o erréneas ya gue todas las fluctuaciones se encuentran en la parte
negativa de la grafica, lo cual es lo esperado para el correcto y adecuado plegamiento de
la proteina. Por ultimo, la validacion de la estructura 3D visualizada en Jmol (figura 15 C),
indicé que la estructura es estable ya que los residuos en ella son de energia negativa
(visualizados en color azul) y la cantidad de los residuos de energia positiva (visualizados

en color rojo), no son representativos.
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Figura 15 Validacidn local, global y estructural de los modelos tridimensionales de CysM (1)
y CysK (Il) mediante ProSA-web.

Graficos de puntuaciones Z (A). Gréfico de energia de residuos (B). Representacion visual de la
energia en las estructuras tridimensionales mediante Jmol (C).

En cuanto a la validacion de la estabilidad y propiedades estereoquimicas de los modelos
predichos para cada isoforma de cisteina sintasa, los graficos de Ramachandran mostraron
gue la estructura de cada modelo no contiene una cantidad importante de errores o
posiciones inusuales de los aminoacidos en cuanto a las posibles torsiones o giros de los
angulos Phiy Psi en la formacion de la estructura secundaria de la proteina. La mayoria de
los residuos (>90%) se encontraban dentro de las regiones favorables, permitidas y
generosamente permitidas, para CysM 79.8 % de los residuos de aminoacidos se
encuentran en regiones favorables, 18.6% en regiones permitidas, 1.6% en regiones

generosamente permitidas y 0% en regiones no permitidas; por su parte para CysK, 79.6%
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de sus residuos se encuentran en regiones favorables, 20% en regiones permitidas, 0.4%
en regiones generosamente permitidas y 0% en regiones no permitidas; estos resultados
indican que las conformaciones de los dos modelos son estables y de buena calidad

estequiométrica (Figura 16).
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Figura 16 Grafico de Ramachandran mediante servidor PROCHECK,CysM (I) y CysK (II).

Las regiones mas favorecidas se indican en color rojo; las regiones adicionales permitidas y
generosas se indican en amarillo y amarillo claro; las regiones no permitidas se indican en color
blanco.

6.5 Docking molecular entre cisteina sintasa (CysK) de A.
baumannii — posibles ligandos

Teniendo en cuenta que so6lo la isoforma CysK contiene el sitio alostérico, en donde la CS
interactta con la enzima serina acetil transferasa (SAT) formando un complejo (CS-SAT),
el cual se ha visto afecta la actividad catalitica de CS, el cribado o busqueda virtual de
posibles ligandos para esa isoforma se realiz6 basados en la Lys?*, residuo importante

para la formacién del complejo con SAT (Figura 17).
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Figura 17 Cajay coordenadas del sitio alostérico en CysK de A. baumannii sobre la cual se
realiz6 el docking molecular.

Se observa a K240 al interior de la caja, residuo importante dentro del sitio alostérico para la
formacién del complejo CS-SAT en formato 3D y la formacién de la caja con coordenadas
X:59.635, Y:54.479y Z:41.513
Mediante la herramienta Autodock Vina se hizo el acoplamiento entre la enzima CysK con
los sustratos naturales OAS y PLP con el fin de conocer la energia de acoplamiento y asi
tener una referencia o punto de corte para escoger y clasificar los ligandos identificados a
partir de la libreria ZINC (https://zinc.docking.org/), disponible en el servidor TACC de la
Universidad de Texas (https: //drugdiscovery.tacc.utexas.edu/#/); también se hizo
acoplamiento molecular entre CysK de A. baumannii con el compuesto ZINC01690699,
ligando ya identificado para la CS de Trichomonas vaginalis (CSTv) y con 63 compuestos

mas, ligandos para la enzima CS de Leishmania braziliensis (CSLb).

Los resultados del docking molecular contra la libreria ZINC que contiene cerca de 546.003
compuestos comerciales permitieron identificar cerca de 1000 compuestos que presentaron
afinidad por CysK con energias de unién negativas entre -8.4 a -7.4 Kcal/mol; de igual forma
los 63 compuestos adicionales que se usaron presentaron energias de union (-8.3 a -5.8
Kcal/mol) comparables con las de los compuestos identificados mediante la libreria ZINC-

TACC. Es importante resaltar que esas energias de unién fueron mayores que las
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presentadas con los ligandos naturales de la enzima, OAS (-4.3 Kcal/mol) y PLP (-4.8
Kcal/mol) (Anexo 1).

A partir de los 1063 compuestos que presentaron afinidad por CysK, se seleccionaron los
100 primeros compuestos cuya energia de unién fue mayor de -7.0 Kcal/mol que fue la
presentada con el compuesto ZINC01690699 ligando de CSTv, energia mayor que la
obtenida con los sustratos naturales OAS y PLP para realizar acoplamiento molecular con
la enzima cistationina beta sintasa CBS que pertenece a la familia de enzimas PLP
dependientes al igual que cisteina sintasa y ademas es el ortélogo mas cercano presente
en los humanos, de igual forma a estos 100 compuestos se les realiz6 andlisis de las
caracteristicas farmacocinéticas ADMET in silico. Los resultados del acoplamiento con la
enzima CBS humana mostraron muy poca afinidad de estos compuestos por el sitio activo
de la CBS, las energias de unién estuvieron entre -0.6 a -0.2 Kcal/mol (Tabla 2.), lo que

revela una especificidad de union entre esos ligandos con la CysK de A. baumannii.

6.6 Analisis de las propiedades farmacocinéticas ADMET en los
compuestos con mejor energia de union a CysK.

Las propiedades farmacocinéticas como absorcion, distribucién, metabolismo, excreciéon y
toxicidad (ADMET) son esenciales para el desarrollo de una molécula eficaz farmacolégica.
Los resultados de ADMETSar permitieron determinar 46 propiedades farmacocinéticas por
cada compuesto evaluado; sin embargo, en este estudio se seleccionaron 18 propiedades
de las que mas prevalecen al momento del disefio de farmacos como son: HIA, Caco-2,
PPB, BBB, P-gp, OCT2, Sustrato/inhibidor isoenzimas complejo CYP45, Carcinogénesis,
AMES, hERG vy toxicidad aguda oral. En términos de absorcién por via oral (HIA y Caco-
2), la mayoria de compuestos presentaron alta probabilidad de tener esas caracteristicas
con valores por encima de 0.7 (70%), pero solo 24 de los 100 mostraron valores de
Permeabilidad Caco-2 en un rango de 0.9726 a 0.8022. En cuanto a HIA, que es una de las
propiedades de ADMET més influyentes en las primeras etapas del descubrimiento de
medicamentos orales, los resultados revelaron que compuestos como ZINC13643289,
ZINC000005121182 y ZINC20353527 presentaron valores altos de HIA (0.9894; 0.9829 y
0.9882 respectivamente) (Tabla 2, Anexo 2).
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Un parametro importante en la distribucién de un farmaco es su alta capacidad de unirse a
proteinas plasmaéticas, lo que presupone una vida media prolongada y una eficacia estable
del compuesto, los resultados muestran que de los 100 compuestos solamente el
ZINC000095094748 presentd una probabilidad menor del 0.7, resaltando compuestos
como ZINC13643289, ZINC000005121182, ZINC14996361 y ZINC20353527 quienes
presentaron una probabilidad del 100% de PPB. Igualmente, otro marcador de distribucion
importante es la P-gp transportador que limita la penetracion en varios tejidos, de acuerdo
con los resultados, cerca de 60 compuestos mostraron una alta probabilidad (>0.7) de ser
sustratos de esta glicoproteina dentro de los cuales se resaltan ZINC000005121182,
ZINC14996361 y ZINC000002957581 (0.9908, 0.7274 y 0.9567 respectivamente), por otro
lado también se destaca que todos los 100 compuestos demuestran una alta permeabilidad
de la barrera hematoencefélica (Tabla 2, Anexo 2).

En cuanto al metabolismo, reflejado en el parametro inhibicibn de la CYP450
particularmente las isoformas CYP3A4, CYP2C9 y CYP2C19, cerca de 40 compuestos
demuestran baja probabilidad de inhibir esas isoformas como por ejemplo los compuestos
como ZINC13643289, ZINC14996361 y ZINC20353527 que presentaron valores menores
de 0.7 para cada isoforma (Anexo 2). Asi mismo en cuanto a excrecion medida por la
probabilidad de inhibir OCT2, la mayoria (55) compuestos presentan valores bajos que
oscilan entre 0.5-0.69 como ZINC13643289, ZINC14996361, ZINC000002957581 y
ZINC20353527 (0.5819, 0.60, 0.68 y 0.63 respectivamente) (Tabla 2, Anexo 2)

A partir de los resultados arrojados por ADMETsar en cuanto a toxicidad representada en
parametros como carcinogénesis, mutagénesis AMES, inhibicion del canal hERG vy
toxicidad aguda oral, se determind que la mayoria de compuestos presentan una
probabilidad de generar toxicidad menor del 0.7, destacando compuestos como
ZINC14996361 con una de las probabilidades de mutagénesis mas baja (0.5) y
ZINC13643289 cuya probabilidad de carcinogénesis fue de 0.4990.

Teniendo en cuenta las energias de union, junto con los resultados de ADMET vy
principalmente los siguientes parametros analizados HIA, PPB, inhibidor OCT2, inhibicion
CYP34A, carcinogénsis, mutagénesis y toxicidad aguda oral de los 100 compuestos
analizados se seleccionaron los compuestos ZINC13643289, ZINC000005121182,
ZINC14996361, ZINC000002957581 y ZINC20353527 para analisis de interaccion
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molecular por su potencial para ser usados en estudios in vitro como posibles inhibidores

de la CysK en A. baumannii (Tabla 2).



Tabla 2. Propiedades farmacocinéticas ADMET

Se muestran los resultados de ADMET predichos para 5 compuestos con energia de union a CysK mayor de -7.0 Kcal/mol potenciales candidatos

a inhibidores de la enzima CysK en A. baumannii.

Energia|Energia ”
y Union a
de | de |Absorcion roteinas | Barrera (Sustrato de Inhibicion Carcinoge Inhibicion
Comuesto union | unién | intestinal | Permeabilid plasmatic hematoen | alicoorotei Inhibidor | Sustrato | Sustrato |Sustrato | Inhibicién | Inhibicion de Inhibicién | Inhibicién i dag Mutagénes humana Toxicidad
PO cysk | cps | humana | ad Caco2 |° ¢ O GICOPIOT) 4o 0cta | cvpaad | CYPaco. |cYPaDs|de CYP3A4|de CYPaCS de CYP2DG|de CYP1AZ| |- oo [is de Ames ordl aquda
as cefdlica | naP CYP2C19 (trinaria) (hERG)
KcallMo{KcalMo| (HIA)
| | 100%
OAS 36 42 07241 09726 0032 08758 0982 09000 07289 06063 08369 08822 09369 09515 09132 08483 06636 05800  0.8700 08500
PLP 48 51 09487 06093 0.743 09703 ~ 09032 08750 05186 07987 08788 09488 08282 08099 08710 08143 05519 06600 07331 07750
ZINCGg;wO -0 02 09626 08371 0868 09845 07174 08750 05317 1 08490 07973 05639 06986 09133 05243  044% 05600 07058 09750
ZINC13643
2% 83 06 09882 08548 1213 09763 05058 05819 06358 08156 06952 06945 07637 05279 09030 06977 04990 05700 07514  0.6270
ZINC00000
5121182 19 06 09894 0.7430 1057 09847 09908 09750 07462 07795 08471 08250 08146  0.7140 08132 08270 05886 08200 05369  0.6540
ZlNgéig% 14 04 09592 07568 109 09886 07274 06000 06720 05816 08647 06438 05673 05992 08501 08669 062755 05000 08826  0.53%4
ZINC00000
2057581 14 06 09783 06510 0775 09898 0957 06885 09567 05811 08870 09233 09688 09466 07817 08904 05073 05400  0.770L  0.6161
ZNC2353 14 06 09829 07842 1288 09925 05250 06354 06391 10000 07900 05149 05851 07118 09531 05791 09143 05300 09443 07167

521




6.7 Interacciones moleculares entre cisteina sintasa (CysK) y
ligandos con mejor energia de unién

Las interacciones entre CysK y los 5 compuestos seleccionados a partir de la prediccién
ADMET, se realiz6 usando el programa Ligplot que permite predecir formacion de enlaces
de hidrogeno e interacciones hidrofébicas las cuales son importantes para la estabilizacion
de union entre la proteina y el ligando. Los resultados revelaron que 3 de los 5 compuestos
analizados (ZINC000005121182, ZINC14996361 y ZINC000002957581) presentaron el
mayor numero de interacciones con CysK (13, 11 y 11 respectivamente) de los cuales
ZINC000005121182 present6 2 enlaces de hidrégeno y 11 enlaces de tipo hidrofobico,
ZINC14996361 presentdé 1 enlace de hidrogeno y 10 enlaces de tipo hidrofébico y
ZINC00000295758 presentd 2 enlaces de hidrogeno y 9 enlaces de tipo hidrofébico; los
otros dos compuestos (ZINC13643289 y ZINC20353527) presentaron 10 y 9 interacciones
de tipo hidrofébico con la proteina CysK (Figura 18).
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Figura 18. Esquemas de Interacciones moleculares entre 5 ligandos y CysK a partir de las
coordenadas 3D.



Referencias 57

Los graficos fueron generados mediante LigPLot. A) CysK-ZINC2957581; B) CysK—
ZINC14996361; C) CysK-ZINC13643289; D) CysK-ZINC20353527; E) CyskK-ZINC5121182. En
color rojo se destacan los residuos de aminoacidos cercanos al bolsillo de la proteina con quién

presenta interaccion cada ligando.

Los andlisis de estructura de los 5 ligandos permitieron determinar que todos los residuos
involucrados en las interacciones hidrofobicas se encuentran dentro del bolsillo del sitio
activo (K®’-S287); asi mismo es de resaltar que en 4 de los 5 compuestos esas interacciones
se dan con los residuos H*° y K24 importantes para unirse con SAT en la region alostérica
de la CysK (Tabla 3).

Tabla 3. Interacciones moleculares CysK y los 5 Ligandos.

Las energias de unién de los ligandos 5 ligandos seleccionados se muestran en kcal / mol,
igualmente se presentan los residuos especificos de la proteina con los que interactian cada
ligando mediante enlaces de hidrogeno o interacciones hidr6fobas. En negrita se presenta un
sustrato natural de la enzima PLP y el inhibidor conocido de la enzima CSTv; en rojo se resaltan los
residuos importantes para formar complejo el complejo CS-SAT, ND es no determinado.

Residuos que

. En.grgla de interactian con Residuos de interacciéon de enlaces
Ligandos union CysK . e
Kcal/Mol los enlaces de hidrofobicos (CysK)

hidrégeno (CysK)

Ser110,Met111,Ser112,His239,Lys240,

PLP 4.8 ND lle241,GIn242,Ser323,Val324
Ser110,Met111,Ser112,Pro131,Pro238,

ARG Y 12 His239,Lys240,Ser323,Val324
Serl110,Metl111,Leull3,Pro131,Pro238
ZINC13643289 8.3 ND ,His239,Lys240,GIn242,Ser322,Val324
Ser85,Pro131,Ala132,Lys133,Gly134,M
ZINC000005121182 -7.9 Ser110,Asn247 et135,Ala237,Pro238,lle244,Gly245,Ala

246

Met111,Ser112,His239,Lys240,GIn242,

ZINC14996361 T4 Ser110 Ser322,Ser323,Val324,Glu327
Ser85,Pro108,Gly134,Met135,Pro238,

ZINC000002957581 -7,4 Ser110,Gly245 His239, lle244, Ala246, Asn247
ZINC20353527 74 ND Serl110,Met111,Ser112,Pro131,Pro238,

His239,Lys240,Val324,Glu327

4

En conjunto los resultados permiten determinar que de los 5 compuestos analizados, se
pueden seleccionar 4 (ZINC13643289, ZINC14996361, ZINC000002957581 vy
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ZINC20353527) con potencial para inhibir la CysK de A. baumannii y que ademas
ZINC14996361 y ZINC000002957581 fueron descritos como posibles inhibidores de CS

en L. braziliensis y candidatos para futuros ensayos a nivel in vitro.

7.DISCUSION

El descubrimiento de nuevos compuestos antibacterianos es un gran desafio debido a la
facilidad con que microorganismos como A. baumannii desarrollan mecanismos de resistencia
frente a los farmacos de uso convencional, generando un problema en salud publica. En este
estudio, se hizo una caracterizacion in silico de la cisteina sintasa (CS) de A. baumannii
explorando el potencial de la enzima como blanco para desarrollar nuevas alternativas
terapéuticas en el control de infecciones por A. baumannii; igualmente, se identificaron
compuestos con afinidad de unién por la CS los cuales pueden ser potenciales inhibidores de

la enzima.

A. baumannii contiene genes que codifican para dos isoformas de CS, CysM (OAAS-B) y CysK
(OASS-A) lo que ha sido comun en la mayoria de procariotas en donde se ha estudiado la via
de novo para la sintesis de cisteina; sin embargo, este hallazgo difiere de microorganismos
como Mycobacterium tuberculosis quien presenta 3 isoformas (CysM, Cyskl y Cysk2),
parasitos protozoarios como Entamoeba histolytica que también presenta 3 isoformas
(EhOASS1, EhOASS2 y ENOASS3) y algunos otros microorganismos gue sélo presentan una
isoforma de la enzima como es el caso de Trypanosoma cruzi y Leishmania spp (Benoni et al.,
2016; Romero et al., 2014).

Al igual que otras enzimas de la misma familia (enzimas PLP-dependientes) como las de
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Leishmania. donovani, Mycobacterium.
tuberculosis, estructuralmente tanto CysM como CysK presentan el sitio de unidn al cofactor
PLP, el cual se localiza en la interfase entre la region N-terminal y la C-terminal de las enzimas,
involucrando residuos de Lisina (41, 52,65 y 192 en CysM, 46, 57, 70 y 210 en CysK),
asparaginay serina (N82, S263 en CysM y N87, S287 en CysK) que ademas de formar enlaces
de hidrégeno con el PLP forman el bolsillo del sitio activo sobre el cual se une la OAS sustrato
natural de la enzima. Igualmente, las dos isoformas en A. baumannii presentan el dominio rico
en glicinas y treoninas (T183, G185, T186, G189 en CysMy T193, G194,T196, G199 en CysK),

el cual ha sido descrito importante en la formacién de bucles alrededor del grupo fosfato de
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PLP manteniendo estable la unién entre el cofactor y la enzima (Joshi et al., 2019; Raj et al.,
2012).

La isoforma CysK de A. baumannii cuenta con los 3 residuos de aminoacidos (L229, H239 y
L240) presentes en la region C-terminal y que permiten formar complejo con la enzima Serina-
Acetil-Transferasa (SAT o CysE), lo cual es comun entre todas las isoformas CysK de
bacterias, entre las CS de algunos protozoarios como Leishmania major, Leishmania
braziliensis, pero ausentes en las isoformas CysM bacterianas, en la CS de
Trichomonas.vaginalis y en el ortdlogo mas cercano en el humano la enzima CBS (Romero
et al., 2015; K. Singh et al., 2016; Williams et al., 2009). Estudios previos han resaltado la
regulacién alostérica que se presenta en la enzima CS cuando forma un complejo estable con
la enzima SAT (CSC), competitivamente la CS se disocia de su sustrato natural OAS y la
actividad enzimatica de CS es inhibida impidiendo la formacion de cisteina, sin embargo, al
disociarse el complejo CSC el sitio activo de CS queda libre para unirse con OAS y formar la
cisteina (Benoni et al., 2016; Joshi et al., 2019; Schnell & Schneider, 2010).

De acuerdo con el andlisis de los patrones de plegamiento de las estructuras secundarias
predichos para las CysM y CysK de A.baumannii, (a-hélices:41% y 44% respectivamente,
laminas- B: 17%) se pudo determinar que fueron muy similares a los encontrados en CS de
microorganismos como Haemophilus influenzae, Mycobacterium tuberculosis, Entamoeba
histolytica y Leishmania donovani, los cuales también se presentaron en rangos de 40- 42%
de a-hélices y 16-17% de laminas- B (Chinthalapudi et al., 2008; Huang et al., 2005; Raj et al.,
2012).

En cuanto a la estructura terciaria predicha para las dos enzimas, los modelos tanto de CysM
como de CysK presentaron altos niveles de confianza determinados por sus puntajes (C-score:
0.90y 0.97, TM-score: 0.84 y 0.85 respectivamente) que en conjunto significa buena calidad
y una topologia correcta de los modelos (Roy et al., 2010; J. Yang et al., 2014). Estos datos se
corroboran con los puntajes Z obtenidos mediante la validacion de cada modelo por ProSAweb
(-8.1 CysM y -10.36 CysK) los cuales no so6lo indican que la calidad es razonablemente buena
ya que todos se encuentran dentro del rango de puntajes tipicamente encontrados en
proteinas nativas ya descritas en Protein Data Bank (PDB) y que poseen un tamafio similar,

sino que ademas se encuentran muy proximos a los encontrados para CS de T. vaginalis (-
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9.06) y las reportados previamente por nuestro grupo para CysMy CysK de P. aeruginosa (-
7.94 y -10.36 respectivamente) (S. Singh et al., 2013; Farfan N y Molina K.,2020 )

Ademas de la caracterizacion in silico de la CS y haciendo uso de acoplamiento molecular, se
identificaron compuestos con afinidad por la CyskK, isoforma que ya en estudios anteriores ha
sido blanco para el disefio de péptidos e inhibidores especificos de la enzima en otros
microorganismos de importancia médica (Brunner et al., 2017; Franko et al., 2018; Jean Kumar
et al., 2013; Spyrakis et al., 2013). La prediccién de propiedades farmacocinéticas ADMET y
en especial la HIA, PPB, inhibidor OCT2, inhibicion CYP34A, carcinogénesis, mutagénesis y
toxicidad aguda oral se han convertido en factores determinantes de la farmacobilidad de los
compuestos quimicos y hacen parte de los métodos principales en el actual disefio racional de
medicamentos permitiendo priorizar las moléculas lideres en el desarrollo de nuevas terapias,
permitié realizar una seleccién de todos los compuestos identificados en el acoplamiento
destacando ZINC13643289, ZINC14996361, ZINC000002957581 y ZINC20353527 como
posibles compuestos lideres para el desarrollo de inhibidores especificos de CysK en A.
baumannii (Y. Wang et al., 2015). Igualmente, el potencial de estos 4 compuestos se sustenta
en el hecho de que ellos interactian formando enlaces hidrofébicos con los residuos His239,
Lys240 importantes para formar el complejo estable con SAT y se esperaria que al igual que
se ha reportado para CysK de H. influezae, CS de L. major, L. donovani, T. vaginalis los
péptidos y compuestos que interactian en region C-terminal de la enzima compitan con el
sustrato natural OAS y se dé la inhibicion de la actividad enzimética de CysK (Fyfe et al., 2012;
Magalhées et al., 2019; Raj et al., 2012; A. K. Singh et al., 2017; S. Singh et al., 2013)

8.CONCLUSIONES

Los analisis in silico, permitieron identificar dos isoformas de la enzima CS (CysM y CysK) en
A. baumannii, con todos los residuos y dominios funcionales descritos en los ort6logos ya
validados funcionalmente, esto sugiere que la via de Novo est4d presente en este

microorganismo como via para la sintesis de cisteina.

Las isoformas de CS encontradas en A. baumannii presentan diferencias estructurales
marcadas con respecto al ortélogo més cercano en el humano (CBS), caracteristica importante

en un posible blanco de inhibicion selectiva para el disefio de farmacos a futuro.
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La biologia computacional ha sido una herramienta importante en el disefio racional de
farmacos y busqueda de blancos terapéuticos, que en este estudio permitio explorar el
potencial de CS en A. baumannii como blanco e identificar compuestos como ZINC13643289,
ZINC14996361, ZINC000002957581 y ZINC20353527 candidatos fuertes para validacion in
vitro como posibles inhibidores de la enzima CysK de A. baumannii.

9.PERSPECTIVAS

Se reconoce el factor preponderante que aporta este estudio, y se plantean las perspectivas

de trabajos futuros los cuales se orienten a:

1. Probar las interacciones de proteina-ligando a nivel experimental (in vitro) con el fin de
estudiar el comportamiento que se pueda presentar en dicho complejo, completando las fases
requeridas para la fabricacion de un farmaco que tenga como funcién la inhibicién de la cisteina

sintasa en A. baumannii.

2. Se sugiere realizar estudios in silico de dinamica molecular, método que permitiria confirmar
dilucidar el proceso de entrada del ligando en el bolsillo de unién de la proteina y la estabilidad

del complejo ligando proteina.

3. Realizar la validacion funcional in vitro de la cisteina sintasa como blanco terapéutico, asi
como la validacion experimental de ZINC13643289, ZINC14996361, ZINC000002957581 y

ZINC20353527 como posibles inhibidores especificos de la enzima.
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ANEXOS

Anexo 1. Compuestos con afinidad de unién por la enzima CysK de Acinetobacter baumannii, identificados mediante docking molecular.
Los compuestos con (-t1) al final de su codigo ZINC fueron identificados a partir del docking masivo usando la libreria de compuestos ZINC y

servidor TACC de la Universidad de Texas (https: //drugdiscovery.tacc.utexas.edu/#/). Los compuestos sin (-t1) son ligandos de CS de parasitos
previamente identificados.
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=77
=01
=77
=01
=17
=07
-7.7
U/
-7.7
U/
=77
1.7
-7.7
=17

ZINC000003086175-t1
ZINC000003086176-t1
ZINC000008584588-t1
ZINC000015424705-t1
ZINC000065508004-t1
ZINC000067172716-t1
ZINC000059268610-t1
ZINC000085361590-t1
ZINC000000265451-t1
ZINC000000408357-t1
ZINC000034519855-t1
ZINC000077538313-t1
ZINC000163341777-t1
ZINC000005600326-t1
ZINC000026503995-t1
ZINC000001617744-t1
ZINC000002048388-t1
ZINC000041064635-t1
ZINC000098214156-t1
ZINC000000360481-t1
ZINC000085652950-t1
ZINC000104094011-t1
ZINC000000318141-t1
ZINC000008582772-t1
ZINC000100429693-t1
ZINC000336569926-t1
ZINC000020869422-t1
ZINC000034925148-t1
ZINC000048645221-t1
ZINC000000035800-t1
ZINC000000148440-t1
ZINC000000186507-t1
ZINC09211201
ZINC000005185621-t1
ZINC000009108612-t1
ZINC000013777703-t1
ZINC000015671176-t1
ZINC000050913621-t1
ZINC000100021637-t1
ZINC000100263204-t1
ZINC000000018011-t1
ZINC000000494969-t1
ZINC000004108202-t1
ZINC000004769985-t1
ZINC000005818565-t1
ZINC000013136445-t1
ZINC000065606987-t1
ZINC000005392877-t1
ZINC000001694672-t1

-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
=7.6
-7.6
=7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6

-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
=7.6
-7.6
=7.6

ZINC000070631644-t1
ZINC000098211096-t1
ZINC000100150949-t1
ZINC000002574862-t1
ZINC000005999883-t1
ZINC000015424698-t1
ZINC000057352318-t1
ZINC000072344371-t1
ZINC000097014452-t1
ZINC000104236077-t1
ZINC000526055750-t1
ZINC000000033503-t1
ZINC000001563885-t1
ZINC000409419118-t1
ZINC000409419119-t1
ZINC000000393031-t1
ZINC000095951675-t1
ZINC000000040942-t1
ZINC000005387705-t1
ZINC000065365513-t1
ZINC000096249782-t1
ZINC000236423500-t1
ZINC000253536054-t1
ZINC000253536518-t1
ZINC000006565681-t1
ZINC000032696062-t1
ZINC000100904922-t1
ZINC000101150923-t1
ZINC000000069707-t1
ZINC000004649448-t1
ZINC000006842004-t1
ZINC000007833454-t1
ZINC000012664581-t1
ZINC000031077630-t1
ZINC000100207575-t1
ZINC000100207578-t1
ZINC000005274803-t1
ZINC000008231220-t1
ZINC000032666531-t1
ZINC000062152618-t1
ZINC000096429670-t1
ZINC000100914342-t1
ZINC000000081236-t1
ZINC000000238349-t1
ZINC000002209589-t1
ZINC000002782477-t1
ZINC000008716866-t1
ZINC000014988528-t1
ZINC000088832257-t1

=75
-75
<15
-75
<15
<75
-15
<75
=15
<75
=15
-75
=15
-75
=15
-75
-75
-75
-1.5
-75
-7.5
-75
=7.5
-75
=75
-75
=75
-75
-75
<75
-75

-15
-75
=15
-75
=15
-75
=15
-75
=15
-75
U3
-75
U3
-75
=7.5
-75
=75

ZINC000098175369-t1
ZINC000005741330-t1
ZINC000000128478-t1
ZINC000000255098-t1
ZINC000000281742-t1
ZINC000000347682-t1
ZINC000000468026-t1
ZINC000001636779-t1
ZINC000005190965-t1
ZINC000012719949-t1
ZINC000013957079-t1
ZINC000027515246-t1
ZINC000091293271-t1
ZINC000334160345-t1
ZINC000000032602-t1
ZINC000000087052-t1
ZINC000000230410-t1
ZINC000001508817-t1
ZINC000060393071-t1
ZINC000095094133-t1
ZINC000096298875-t1
ZINC000000162753-t1
ZINC000000283244-t1
ZINC000000995604-t1
ZINC000001036821-t1
ZINC000002566912-t1
ZINC000004710110-t1
ZINC000005723389-t1
ZINC000006658429-t1
ZINC000040788377-t1
ZINC000071757257-t1
ZINC000169974063-t1
ZINC000100137725-t1
ZINC000239562635-t1
ZINC000426361285-t1
ZINC000426368408-t1
ZINC000426394744-t1
ZINC000001595185-t1
ZINC000001700418-t1
ZINC000005001185-t1
ZINC000005471556-t1
ZINC000005594568-t1
ZINC000038878872-t1
ZINC000045070840-t1
ZINC000077293647-t1
ZINC000077293649-t1
ZINC000100931180-t1
ZINC000334157234-t1
ZINC000001694671-t1

-7.5
-75
S1:5)
-75
RED)
-7.5
-1.5
-7.5
-7.5
-7.5
-7.5
-7.5
-1.5
-7.5
-7.5
-7.5
-7.5
-7.5
S5
-7.5
=7.5
<75
=7.5
-75
=15
<75
-7.5
-75
RED)
-7.5

-7.5
-7.5
-7.5
-7.5
-7.5
-7.5
-7.5
-1.5
-7.5
-1.5
-7.5
=15
-7.5
S745)
-7.5
=7.5
-75
=75

ZINC000001081249-t1
ZINC000001410328-t1
ZINC000001860080-t1
ZINC000002624238-t1
ZINC000005664650-t1
ZINC000009318695-t1
ZINC000016025651-t1
ZINC000073667847-t1
ZINC000082092195-t1
ZINC000085533054-t1
ZINC000100694296-t1
ZINC000223142306-t1
ZINC000294188737-t1
ZINC000333055191-t1
ZINC000000074890-t1
ZINC000000992628-t1
ZINC000001410329-t1
ZINC000002808200-t1
ZINC000004854623-t1
ZINC000036421262-t1
ZINC000066323277-t1
ZINC000075249293-t1
ZINC000133451049-t1
ZINC000757177949-t1
ZINC000008381978-t1
ZINC000008617048-t1
ZINC000011730317-t1
ZINC000013472986-t1
ZINC000016525187-t1
ZINC000019374824-t1
ZINC000019702358-t1
ZINC000070451465-t1
ZINC000072361428-t1
ZINC000096516193-t1
ZINC000096530633-t1
ZINC000102349241-t1
ZINC000001703714-t1
ZINC000005012636-t1
ZINC000008618458-t1
ZINC000010339424-t1
ZINC000013835600-t1
ZINC000096516035-t1
ZINC000096516418-t1
ZINC000096516455-t1
ZINC000096516740-t1
ZINC000096530635-t1
ZINC000096531445-t1
ZINC000256050821-t1
ZINC000002292870-t1

-7.4
-7.4
-7.4
-7.4
-7.4
-7.4
7.4
-7.4
7.4
-7.4
-7.4
-7.4
-7.4
-7.4
-7.4
-7.4
-7.4
-7.4
-7.4
-7.4
-7.4
-7.4
-7.4
-7.4
-7.4
-7.4
-7.4
-7.4
-7.4
-7.4
-7.4
-7.4
7.4
-7.4
-7.4
-7.4
-7.4
-7.4
-7.4
-7.4
-7.4
-7.4
-7.4
-7.4
-7.4
-7.4
-7.4
-7.4
-7.4

ZINC000000170524-t1
ZINC000000395913-t1
ZINC000000461440-t1
ZINC000000479805-t1
ZINC000001744617-t1
ZINC000012341845-t1
ZINC000014068189-t1
ZINC000015424675-t1
ZINC000015685432-t1
ZINC000016942697-t1
ZINC000017747472-t1
ZINC000017975744-t1
ZINC000022501457-t1
ZINC000066324177-t1
ZINC000085809603-t1
ZINC000096001550-t1
ZINC000128075982-t1
ZINC000004599379-t1
ZINC000042383920-t1
ZINC000063084490-t1
ZINC000072302521-t1
ZINC000004992797-t1
ZINC000037045094-t1
ZINC000079387591-t1
ZINC000089717640-t1
ZINC000245316646-t1
ZINC000258134582-t1
ZINC000258191326-t1
ZINC000001582773-t1
ZINC000005771119-t1
ZINC000100139158-t1
ZINC000017380842-t1
ZINC000018175699-t1
ZINC000018212848-t1
ZINC000022127166-t1
ZINC000101983955-t1
ZINC000102934043-t1
ZINC000005422141-t1
ZINC000005741763-t1
ZINC000012417567-t1
ZINC000013480256-t1
ZINC000017380858-t1
ZINC000018067108-t1
ZINC000019167426-t1
ZINC000019170497-t1
ZINC000020523206-t1
ZINC000096530762-t1
ZINC000113708330-t1
ZINC000408980244-t1

-7.4
-7.4
-1.4
-7.4
-1.4
-7.4
-7.4
-1.4
-7.4
-7.4
-7.4
-1.4
-1.4
-7.4
-7.4
-7.4
-1.4
-7.4
-1.4
-7.4
-1.4
-7.4
-7.4
-7.4
-7.4
-7.4
-7.4
-7.4
-1.4
-7.4

-7.4
-7.4
-7.4
-7.4
-1.4
-1.4
-7.4
-1.4
-7.4
-1.4
-7.4
-1.4
-7.4
-1.4
-7.4
<74
-7.4
-7.4

ZINC14539328
ZINC12078123
ZINC08690987
ZINC000011995947
ZINC000012462127
ZINC20562677
ZINC000021018389
ZINC000033130618
ZINC000021043825
ZINC000012062987
ZINC20484660
ZINC20232264
ZINC23330030
ZINC000020484698
ZINC000021038294
ZINC000020119110
ZINC000101502396
ZINC20484760
ZINC000101565846
ZINC000020921360
ZINC01690699*
OAS
R

6.7
6.7
6.7
6.7
6.7
-6.6
6.6
-6.6
6.4
6.4
6.4
6.4
6.4
6.4
-6.3
6.1
6.1
-6.0
-6.0
5.8
7.0
-4,3
-4.8
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Cédigo ZINC del
compuesto

ZINC000000054341-t1
ZINC000100999020-t1
ZINC000138082980-t1
ZINC000075566934-t1
ZINC000017917321-t1
ZINC000095532237-t1
ZINC000019170494-t1
ZINC000064874876-t1
ZINC000096268923-t1
ZINC000018207009-t1
ZINC000001438258-t1
ZINC000044123216-t1
ZINC000000403259-t1
ZINC000005687157-t1
ZINC000011849201-t1
ZINC000001571950-t1
ZINC000005807978-t1
ZINC000022127160-t1
ZINC000017680661-t1
ZINC000071257762-t1
ZINC000138755251-t1
ZINC000000410191-t1
ZINC000005939834-t1
ZINC000015867874-t1
ZINC000247778735-t1
ZINC000004075052-t1
ZINC000009378735-t1
ZINC000055244574-t1
ZINC000000394190-t1
ZINC000003847853-t1
ZINC000003848029-t1
ZINC000003848030-t1
ZINC000019688750-t1
ZINC000005001184-t1
ZINC000001642486-t1
ZINC000006308509-t1
ZINC000100051807-t1
ZINC000000057926-t1
ZINC000000057927-t1
ZINC000001861776-t1
ZINC000003847875-t1
ZINC000005819269-t1
ZINC000061415684-t1
ZINC000000094067-t1
ZINC000000119939-t1
ZINC000008716991-t1
ZINC000009915591-t1
ZINC000032099758-t1
ZINC000001647732-t1

Energiade
uniéon Kcal
/mol

-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
=Tlolf
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
0.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
=17
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
7.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
=11
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7

Cdédigo ZINC del
compuesto

ZINC000013234078-t1
ZINC000020272894-t1
ZINC000022073217-t1
ZINC000071257730-t1
ZINC000008972014-t1
ZINC000000079229-t1
ZINC000000518414-t1
ZINC000001465684-t1
ZINC000004426525-t1
ZINC000039279020-t1
ZINC000098086472-t1
ZINC000100631532-t1
ZINC000000050522-t1
ZINC000000184556-t1
ZINC000000612262-t1
ZINC000005695132-t1
ZINC000010013006-t1
ZINC000000077275-t1
ZINC000000268840-t1
ZINC000004027009-t1
ZINC000006759452-t1
ZINC000008813033-t1
ZINC000100232362-t1
ZINC000005517925-t1
ZINC000017221159-t1
ZINC000020153924-t1
ZINC000030824206-t1
ZINC000059488100-t1
ZINC000001608277-t1
ZINC000001709155-t1
ZINC000004428312-t1
ZINC000005129556-t1
ZINC000005581536-t1
ZINC000019200219-t1
ZINC000039281164-t1
ZINC000096510273-t1
ZINC000096510276-t1
ZINC000100365124-t1
ZINC000148458838-t1
ZINC000000041676-t1
ZINC000000062146-t1
ZINC000000340352-t1
ZINC000019836798-t1
ZINC000000101547-t1
ZINC000000161597-t1
ZINC000000335905-t1
ZINC000001720536-t1
ZINC000002492238-t1
ZINC000003847873-t1

Energia de
unién Kcal
/mol

-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6
-7.6

Codigo ZINC del
compuesto

ZINC000005669873-t1
ZINC000031681476-t1
ZINC000038169127-t1
ZINC000071477460-t1
ZINC000095359027-t1
ZINC000096429669-t1
ZINC000000234064-t1
ZINC000000273010-t1
ZINC000000291855-t1
ZINC000001563506-t1
ZINC000001909793-t1
ZINC000005520066-t1
ZINC000012811594-t1
ZINC000051353986-t1
ZINC000242538680-t1
ZINC000000127356-t1
ZINC000000225578-t1
ZINC000000401655-t1
ZINC000000621582-t1
ZINC000008652428-t1
ZINC000012408629-t1
ZINC000012650905-t1
ZINC000016972272-t1
ZINC000020760227-t1
ZINC000023373744-t1
ZINC000053994729-t1
ZINC000075286279-t1
ZINC000089861247-t1
ZINC000095416328-t1
ZINC000095416329-t1
ZINC000096115390-t1
ZINC000063084496-t1
ZINC000065462112-t1
ZINC000245316647-t1
ZINC000006484217-t1
ZINC000095532236-t1
ZINC000096530405-t1
ZINC000000033971-t1
ZINC000000898179-t1
ZINC000001491487-t1
ZINC000019170488-t1
ZINC000026947600-t1
ZINC000033732204-t1
ZINC000044845876-t1
ZINC000059256734-t1
ZINC000096268916-t1
ZINC000096530739-t1
ZINC000096530767-t1
ZINC000096530773-t1

Energia de
unién Kcal
/mol

-75
-7.5
-7.5
-75
-7.5
-7.5
-7.5
-7.5
-7.5
-7.5
-7.5
-75
-7.5
75
-7.5
-7.5
-75
-7.5
-75
-75
-7.5
-7.5
-7.5
-7.5
-7.5
-7.5
-75
-7.5
-7.5
-7.5
-7.5
7.5
-7.5
-7.5
-7.5
-7.5
-75
-7.5
-7.5
-7.5
-7.5
-7.5
-7.5
-7.5
-75
-7.5
-7.5
-75
-7.5

Cédigo ZINC del
compuesto

ZINC000001718514-t1
ZINC000002529753-t1
ZINC000003847852-t1
ZINC000005813125-t1
ZINC000013589620-t1
ZINC000016946225-t1
ZINC000020632717-t1
ZINC000026507383-t1
ZINC000039246610-t1
ZINC000082823938-t1
ZINC000096510277-t1
ZINC000103231179-t1
ZINC000216605851-t1
ZINC000000494295-t1
ZINC000003834201-t1
ZINC000008672860-t1
ZINC000018199562-t1
ZINC000024636985-t1
ZINC000072157318-t1
ZINC000426563576-t1
ZINC000000122891-t1
ZINC000000135796-t1
ZINC000000190329-t1
ZINC000000199221-t1
ZINC000000203623-t1
ZINC000000271638-t1
ZINC000000399013-t1
ZINC000002047959-t1
ZINC000003159716-t1
ZINC000003182541-t1
ZINC000003847964-t1
ZINC000004362104-t1
ZINC000012410091-t1
ZINC000019926418-t1
ZINC000065386375-t1
ZINC000254989185-t1
ZINC000000355946-t1
ZINC000001407012-t1
ZINC000001674987-t1
ZINC000002173024-t1
ZINC000013111144-t1
ZINC000013497279-t1
ZINC000035372455-t1
ZINC000036876673-t1
ZINC000067851247-t1
ZINC000131220920-t1
ZINC000216624271-t1
ZINC000000575092-t1
ZINC000001647729-t1

Energia de
unién Kcal
/mol

-75
-7.5
-7.5
-75
-7.5
-7.5
-75
=115
-75
=75
-7.5
-75
-7.5
=7:5
-75
=1:5
-75
-7.5
-75
=755
-7.5
=715
-75
-7.5
-75
=715
-75
=75
-7.5
-75
-7.5
=7.5
-75
S5,
-75
=75
-75
=755
-7.5
=115
-75
=7.5
-75
-7.5
-75
-7.5
-7.5
-75
-75

Cdédigo ZINC del
compuesto

ZINC000005387704-t1
ZINC000026834195-t1
ZINC000033573493-t1
ZINC000096516427-t1
ZINC000236423530-t1
ZINC000253536516-t1
ZINC000000507410-t1
ZINC000000546834-t1
ZINC000000550734-t1
ZINC000002527029-t1
ZINC000013693183-t1
ZINC000034926297-t1
ZINC000252549058-t1
ZINC000000147903-t1
ZINC000000148549-t1
ZINC000006598448-t1
ZINC000006721188-t1
ZINC000006721189-t1
ZINC000022008408-t1
ZINC000035326963-t1
ZINC000037974416-t1
ZINC000066324458-t1
ZINC000088832258-t1
ZINC000100207572-t1
ZINC000101831312-t1
ZINC000104141788-t1
ZINC000001391610-t1
ZINC000001463395-t1
ZINC000001463396-t1
ZINC000005368593-t1
ZINC000008952422-t1
ZINC000009059640-t1
ZINC000016494308-t1
ZINC000031560184-t1
ZINC000062152617-t1
ZINC000064555321-t1
ZINC000071773141-t1
ZINC000072416402-t1
ZINC000076500191-t1
ZINC000098019139-t1
ZINC000100856213-t1
ZINC000534581728-t1
ZINC000585133405-t1
ZINC000001384439-t1
ZINC000008939929-t1
ZINC000009607402-t1
ZINC000013597568-t1
ZINC000014242663-t1
ZINC000014242664-t1

Energia de
unién Kcal
/mol

74
7.4
7.4
74
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
74
7.4
7.4
7.4
7.4
74
7.4
74
7.4
7.4
74
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
74
7.4
7.4
74
7.4
7.4
74
7.4
74
7.4
7.4
74
7.4
74
7.4
7.4
74
7.4

Codigo ZINC del
compuesto

ZINC000001563971-t1
ZINC000071257751-t1
ZINC000072398201-t1
ZINC000079032873-t1
ZINC000212420219-t1
ZINC000225683831-t1
ZINC000000001322-t1
ZINC000000175224-t1
ZINC000000341512-t1
ZINC000002488664-t1
ZINC000004024783-t1
ZINC000004245243-t1
ZINC000006488168-t1
ZINC000020167101-t1
ZINC000044136477-t1
ZINC000058157428-t1
ZINC000064541742-t1
ZINC000169302070-t1
ZINC000000001236-t1
ZINC000000063794-t1
ZINC000000092290-t1
ZINC000000238995-t1
ZINC000005776712-t1
ZINC000065606985-t1
ZINC000072422436-t1
ZINC000101518952-t1
ZINC000102734252-t1
ZINC000295822810-t1
ZINC001772572591-t1
ZINC000000070150-t1
ZINC000000153843-t1
ZINC000000184514-t1
ZINC000000340087-t1
ZINC000001461250-t1
ZINC000005323283-t1
ZINC000009609864-t1
ZINC000013323595-t1
ZINC000013736823-t1
ZINC000017111098-t1
ZINC000019144255-t1
ZINC000032843892-t1
ZINC000033028758-t1
ZINC000036378538-t1
ZINC000040162951-t1
ZINC000055351321-t1
ZINC000065406914-t1
ZINC000065606879-t1
ZINC000072169109-t1
ZINC000000009070-t1

Energiade Cdédigo ZINC Energiade

unién Kcal
/mol

74
74
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
74
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4

del
compuesto

unién Kcal
/mol
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Codigo ZINC del ENer9idde o0 zINC del EN€M919€ 4 ino zINC del ENST91UC 6 hing ZiNG del EM€'9YS iino zING del EM€T91298 g0 ZING der ENEr9iade  Codigo ZINC - Energia de
compuesto union Kcal compuesto union Kcal com puesto uniéon Kcal compuesto union Kcal compuesto union Kcal com puesto union Kcal del unién Kcal
/mol Imol /mol /mol /mol /mol compuesto /mol
ZINC000004805928-t1 7.7 ZINC000033391177-t1 -7.6 ZINC000114612011-t1 75 ZINC000006575974-t1 75 ZINC000032603894-t1 7.4 ZINC000008706580-t1 7.4
ZINCO00006003266-t1 7.7 ZINC000034522461-t1 7.6 ZINC000616591778-t1 75 ZINC000016492837-t1 75 ZINC000000058206-t1 7.4 ZINC000018223012-t1 7.4
ZINC000008703371-t1 7.7 ZINC000065372322-t1 7.6 ZINC000000040915-t1 75 ZINC000016946484-t1 75 ZINC000000149852-t1 7.4 ZINC000019093828-t1 7.4
ZINC000013213568-t1 7.7 ZINC000071778195-t1 7.6 ZINC000001556783-t1 7.5 ZINC000017429227-t1 75 ZINC000000149855-t1 7.4 ZINC000019626813-t1 7.4
ZINC000084618163-t1 7.7 ZINC000426615343-t1 7.6 ZINC000001665207-t1 75 ZINC000017429231-t1 75 ZINC000000151583-t1 7.4 ZINC000032666118-t1 7.4
ZINC000000211472-t1 7.7 ZINC000000140906-t1 7.6 ZINC000001713331-t1 7.5 ZINC000026893810-t1 -7.5 ZINC000000212403-t1 7.4 ZINC000071889527-t1 7.4
ZINC000000310112-t1 7.7 ZINC000000189121-t1 7.6 ZINC000169302067-t1 75 ZINC000030823287-t1 75 ZINC000000246980-t1 7.4 ZINC000075252488-t1 7.4
ZINC000001395152-t1 7.7 ZINC000000386645-t1 7.6 ZINC000000068315-t1 7.5 ZINC000216601697-t1 75 ZINC000000344010-t1 7.4 ZINC000001644728-t1 7.4
ZINC000003905249-t1 7.7 ZINC000000434678-t1 7.6 ZINC000013123017-t1 75 ZINC000000139495-t1 75 ZINC000000347286-t1 7.4 ZINC000008615488-t1 7.4
ZINC000009013149-t1 7.7 ZINC000002532543-t1 7.6 ZINC000000104041-t1 7.5 ZINC000000173516-t1 -7.5 ZINC000000570382-t1 7.4 ZINC000008615489-t1 7.4
ZINC000009013150-t1 7.7 ZINC000035372453-t1 7.6 ZINC000000106117-t1 75 ZINC000000173517-t1 75 ZINC000004114251-t1 7.4 ZINC000047218874-t1 7.4
ZINCO00017957974-t1 7.7 ZINC000037761247-t1 7.6 ZINC000009607557-t1 75 ZINC000000237646-t1 75 ZINC000005177232-t1 7.4 ZINC000063084532-t1 7.4
ZINC000021992300-t1 7.7 ZINC000071416238-t1 7.6 ZINC000009669326-t1 75 ZINC000000347543-t1 75 ZINC000005187157-t1 7.4 ZINC000097572360-t1 7.4
ZINC000082080739-t1 7.7 ZINC000000036635-t1 7.6 ZINC000022996751-t1 7.5 ZINC000000357198-t1 7.5 ZINC000006699493-t1 7.4 ZINC000138231242-t1 7.4
ZINC000005479686-t1 7.7 ZINC000001646107-t1 -7.6 ZINC000048603426-t1 75 ZINC000000384851-t1 75 ZINC000012410572-t1 7.4 ZINC000334157217-t1 7.4
ZINC000037761576-t1 7.7 ZINC000013124370-t1 7.6 ZINC000068692806-t1 75 ZINC000000389196-t1 75 ZINC000020720768-t1 7.4 ZINC000000309160-t1 7.4
ZINC000095094754-t1 7.7 ZINC000030823190-t1 -7.6 ZINC000071773410-t1 7.5 ZINC000000393644-t1 7.5 ZINC000020861360-t1 7.4 ZINC000000337244-t1 7.4
ZINC000097758167-t1 7.7 ZINC000031959183-t1 7.6 ZINC000000393701-t1 7.5 ZINC000068852792-t1 75 ZINC000064541823-t1 7.4 ZINC000001565654-t1 7.4
ZINC000225417810-t1 7.7 ZINC000037554741-t1 7.6 ZINC000000399961-t1 75 ZINC000038813594-t1 75 ZINC000035655651-t1 7.4 ZINC000005748810-t1 7.4

ZINC000685938540-t1 -7.7 ZINC000000058053-t1 -7.6 ZINC000000401198-t1 <15 ZINC000041066135-t1 -7.5 ZINC000095473593-t1 -7.4 ZINC000001581138-t1 -7.4
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Anexo 2. Propiedades farmacocinéticas ADMET predichas paralos 100 primeros compuestos con energia de unién a CysK mayor de -7.0
Kcal/mol.
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Codigo
base de
datos Zinc

SMILES

Energia de
unién
CysK

Kcal/Mol

Energia de
unién CRS
Kcal/Mol

Absorcién
intestinal

(HIA)

Permeabili
humana dad Caco-2

Unién a
proteinas
plasmética hematoen
cefélica

S
100%

Barrera

Sustrato

de

aP

Inhibidor
glicoprotei de OCT2
n

Sustrato  Sustrato
CYP3A4 CYP2C9

Sustrato
CYP2D6

Inhibicién
de
CYP3A4

Inhibicién
de
CYP2C9

Inhibicién
de
CYP2C19

Inhibicién
de
CYP2D6

Inhibicién
de
CYP1A2

Carcinoge
nicidad
(trinaria)

Mutagéne
sis de
Ames

Inhibici
6n
humana
(hERG)

Toxicidad
oral aguda

OAS

PLP

ZINC01690
699

ZINC00000
0519177

ZINC00000
3847876

ZINC13643
289

ZINC00040
8720980

ZINC00000
4532572

ZINC00025
4385507

ZINC00040
8720981

ZINC00001
8084826

CC(=0)0C[
C@@H](N)
C(=0)0

Cclc(O)c(
C=0)c(CO
P(=0)(0)0)
c[n+]1[O-]

0O=C(Nclcc
cc(-
c2nc3ccec
c3[nH]2)cl
)elcee(C(=
O)Nc2ccce
(.
c3nc4ccce
c4[nH]3)c2
)ecl
O=c4clcce
cclnc3CCc
2cceec2n34

O=Clc2ccc
cc2C[C@H]
2CCc3ccee
c3N12
clecee(-
c2nnn(C34
CI[C@H]5C]
c@H](cc(c
6nc7c8ccec
c8ncn7n6)(
C5)C3)C4)n
2)ccl
0=CIN[C@
@HJ2[C@
@H](NNc3n
cdcceccan3
2)N1

0=CIN[C@
H]2C=c3cc
ccc3=C[C@
H2[C@@H
J2c=cc=C[
C@H]12

O=CIN[C@
@H]2C=c3
cceee3=C[C
@@H]2[C
@H]2c=cC
=C[C@H]1
2
0=CIN[C@
H]2NNc3nc
4ccceedn3
C@@H]|2N
1
O=C1[C@H
J2[C@HI3C
=C[C@H](C
3)[C@H]2C
(=0)[C@H]
2[C@@HI1[
C@@H]1C
=C[C@H]2
Cc1i

-8.4

-0,5

-0,6

0.7241

0.9487

0.9626

0.9861

0.9946

0.9882

0.9621

0.9891

0.9891

0.9621

0.9687

0.9726

0.6093

0.8371

0.8335

0.9410

0.8548

0.8971

0.8896

0.8896

0.8971

0.4879

0.032

0.743

0.868

0.907

0.967

1213

0.676

0.816

0.816

0.676

0.154

0.8758

0.9703

0.9845

0,9946

0.9940

0.9763

0.9787

0.9496

0.9496

0.9787

0.9255

0.9822

0.9032

0.7174

0.9634

0.8756

0.5058

0.7816

0.8716

0.8716

0.7816

0.9801

0.9000

0.8750

0.8750

0.5792

0.5912

0.5819

0.6316

0.9500

0.9500

0.6316

0.9750

0.7289

0.5186

0.5317

0.5449

0.5317

0.6358

0.5380

0.5316

0.5316

0.5380

0.7402

0.6063

0.7987

0,6157

0.5317

0.8156

0.8155

0.8155

0.8100

0.8369

0.8788

0.8490

0.8477

0.7924

0.6952

0.8531

0.8275

0.8275

0.8531

0.7557

0.8822

0.9488

0.7973

0.8474

0.7250

0.6945

0.8980

0.6219

0.6219

0.8980

0.7989

0.9369

0.8282

0.5639

0,7511

0.5482

0.7637

0.8980

0.6013

0.6013

0.8980

0.7175

0.9515

0.8099

0.6986

0.5337

0.6960

0.5279

0.7467

0.7408

0.7408

0.7467

0.6700

0.9132

0.8710

0.9133

0,9496

0.9183

0.9030

0.8505

0.5925

0.5925

0.8505

0.8120

0.8483

0.8143

0.5243

0.8261

0.8195

0.6977

0.5382

0.8688

0.8688

0.5382

0.6174

0.6636

0.5519

0.4496

0,6109

0.5934

0.4990

0.5305

0.6237

0.6237

0.5305

0.4508

0.5800

0.6600

0.5600

0,61

0.7400

0.5700

0.7400

0.6000

0.6000

0.7400

0.6600

0.8700

0.7331

0.7058

0.4781

0.3673

0.7514

0.6377

0.6074

0.6074

0.6377

0.7042

0.8500

0.7750

0.9750

0,6896

0.5249

0.6270

0.6403

0.6478

0.6478

0.6403

0.6287
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P o Unién a
Codigo Energl’ade Energiade /‘Absorgon .. proteinas  Barrera Sustrato . Inhibicion Inhibiciéon Inhibicién Inhibicién Inhibicion Carcinoge Mutagénes Inhibicion .
unién " intestinal Permeabili . de Inhibidor ~ Sustrato  Sustrato  Sustrato L . Toxicidad
base de SMILES Cysk unién CBS humana dad Caco-2 plasmatica hematoen glicoprotei de OCT2  CYP3A4  CYP2C9  CYP2D6 de de de de de nicidad is de humana oral aguda
datos Zinc Kcal/Mol s cefélica CYP3A4 CYP2C9 CYP2C19 CYP2D6 CYP1A2  (trinaria) Ames (hERG)
Kcal/Mol (HIA) 100% naP
0=C1Nc2c
ZINCo000g C6CC2C(=0)
5115682 N2C(=0)C -8.0 -0,6 0.9763 0.7497 0.761 0.9903 0.8835 0.5858 0.5254 0.8056 0.8421 0.6688 0.8030 0.6508 0.9180 0.7189 0.7091 0.7400 0.6392 0.5410
CcC[C@H]1
2
Cclcec(C(=
0O)c2en(CC(
ZINcogsss - QINeseee(
428 F)c(F)c3)c3 -8.0 -0,3 0.9655 0.7540 0.929 0.9885 0.5617 0.5731 0.5520 i 0.8771 0.5666 0.7320 0.6101 0.8477 0.6457 0.5639 0.5800 0.8011 0.7339
ccde(ce3c2
=0)0CCO4
)ecl
0O=Clc2ccc
ZINCooooo S2C@E@H
0395911 12C[C@H]( -8.0 -0,5 0.9922 0.8479 0.7 0.9859 0.8992 0.6383 0.5396 1 0.8052 0.9309 0.5773 0.5679 0.7628 0.6222 0.5165 0.7500 0.7131 0.5710
0O)c3ccen3d
N12
O=Clc2ccc
zINcooooo S
5204548 c2n[nH]c(- -8.0 -0,5 0.9953 0.5502 1045 0.9872 0.9382 0.8000 0.6398 0.7980 0.8430 0.5360 0.5873 0.5314 0.5864 0.9271 0.5530 0.5400 0.7781 0.6929
c3cccee3)e
21
0=Clc2ccc
ZINC00000 ce2C[C@H] -8.0 -0,6 0.9849 0.9189 1012 0.9834 0.7928 0.6016 0.5156 0.6048 0.7995 0.5000 0.6893 0.6872 0.9149 0.6570 0.5670 0.5800 0.6113 0.4373
3847874 2C=Cc3ccc
cc3N12
cci=cc[c
@@H]2C(=
zINcooo1o IC@CH]
1092507 3CC=C(C) -8.0 -0,6 0.9878 0.8934 0.471 0.9046 0.9654 0.8500 0.6376 0.7977 0.7696 0.7608 0.7152 0.6506 0.7810 0.6315 0.5450 0.8600 0.5151 0.6099
clc@@H]3
C(=0)c@
HJ2C1
cleee(-
ZINC00002. c2n[nHe3c -8.0 -0,4 0.9959 0.5287 0.81 0.9855 0.8653 0.5500 0.5714 1 0.7841 0.7529 0.5358 0.5076 0.6153 0.9688 0.6504 0.5700 0.5339 0.6332
1365399 2cnc2cccee
23)ccl
clcee(-
ZNCHTEIN AR -8.0 -0,4 0.9924 0.5810 1083 0.9728 0.8622 0.7000 0.6069 i, 0.7555 0.5000 0.6791 0.5706 0.9236 0.9188 0.6051 0.5500 0.5395 0.6557
7021212 )[nH]c2ccee
c23)ccl
O[C@@H]1
[C@@H]2C
ZINCG00000  Oc3ncdccc -7.9 -0,5 0.9541 0.5919 1022 0.9755 0.8913 0.9250 0.5322 1 0.8094 0.9768 0.8919 0.8313 0.8847 0.6223 0.6005 0.5300 0.5672 0.5731
4824881  cc4n3[C@
@H)(02)[C
@@H]|10
Cclceee(N2
CCN(C(=0)
ZINcogse1 C3ccce(Ned
285 nc5ceeeesn -7.9 -0,5 0.9928 0.7398 1186 0.9959 0.6446 0.5359 0.6476 0.5928 0.8729 0.8328 0.7858 0.6721 0.9096 0.8908 0.5628 0.5600 0.9547 0.6041
5cnnc45)c3
)CIC@@H]
2C)cl
Cclcec(C(=
0)c2en(CC(
ZINcogsss ~OINCSceo(
218 F)c(F)c3)c3 -7.9 -0,3 0.9353 0.7256 0.962 0.9806 0.5169 0.7807 0.5408 10.000 0.8912 0.5434 0.5269 0.6315 0.7123 0.7284 0.4965 0.5700 0.8358 0.7465
ccéc(ce3c2
=0)0C04)c
cl
O=cloc2cc
ccc2c(O)cl
ZINCosg3s Cleze(esee
063 ccc30c2=0) =748 -0,6 0.9820 0.7762 1228 0.7673 0.8773 0.9750 0.5367 0.6545 0.8712 0.8375 0.8443 0.8401 0.9573 0.8017 0.6478 0.5500 0.6522 0.7501
Oc2clc(=0
)oclccecec2

1
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Codigo
base de
datos Zinc

SMILES

Energia de
unién
CysK

Kcal/Mol

Energiade
unién CBS
Kcal/Mol

Absorcién
intestinal

(HIA)

Permeabili
humana dad Caco-2

Unién a
proteinas
plasmatica hematoen
cefalica

100%

Barrera

Sustrato
de
glicoprotefi
naP

Inhibidor
de OCT2

Sustrato
CYP3A4

Sustrato
CYP2C9

Sustrato
CYP2D6

Inhibicién
de
CYP3A4

Inhibicién
de
CYP2C9

Inhibicién

de

CYP2C19

Inhibicién

de
CYP2D6

de

CYP1A2

Inhibicién Carcinoge Mutagénes
nicidad
(trinaria)

is de
Ames

Inhibicién

humana
(hERG)

Toxicidad
oral aguda

ZINC00000
0173216

ZINC00000
0086635

ZINCO00001
3568160

ZINC00009
5117754

ZINC00002
9347641

ZINCO00033
4157421

ZINC00000
1797254

ZINC00003
9281162

ZINC00001
9370037

ZINCO00000
5590044

ZINC00000
1019522

ZINC00000
5121182

CNC(=O)N
lc2cccce2N
c(=0)c[C
@@H]1C
cc(o)cal
1(C)C(=0)
N=C2c3ccc
cc3C(=0)N
21
O=CIN[C@
J2(C[c@H]
3cclce@@
H]2N3)Nc2
ccecc2l
Cclcec([C
@H]2CcC(=
0)c3cce(=0
)[nH]c3C2)o
1
0O=cl[nH]c2
ccenc2c(0)
cl-
clcceecl
O=[n+]1c(-
c2ccecc2)c
n(O)c2ccce
c21
clecee(-
c2nnc3cé4ce
ccc4ncn23)
ccl
O=Clc2ccc
cc2[C@@H
]2Nc3cecee
3N12
clecc([C@
@H]2NCCe
3c2[nH]c2c
ccce32)ccl
0=CINC2(
Cccccecce
2)Nc2ccecee
21
clcec(-
c2n[nH]c3c
2COc2cccc
c2-3)ccl
O=clcc(-
c2cceee2)[n
Hle(-
c2cceec2)c
1

0.9846

10000

0.9568

0.9556

0.9902

0.9204

0.9949

0.9874

0.9898

0.9688

0.9966

0.9894

0.7775

0.6483

0.6548

0.6076

0.6500

0.9588

0.7669

0.9214

0.7941

0.7322

0.6667

0.7430

0.919

0.905

1142

0.77

1129

0.938

0.713

0.895

0.918

1.26

0.994

1057

0.9890

0.9904

0.9846

0.9860

0.9855

0.9781

0.9805

0.9944

10.000

0.9856

0.9826

0.9847

0.7958

0.9281

0.7640

0.6880

0.9635

0.9631

0.9142

0.8637

0.8684

0.9443

0.9101

0.9908

0.9500

0.9000

0.5250

0.8500

0.9000

0.8819

0.5319

0.8914

0.6000

0.5500

0.6250

0.9750

0.5174

0.5437

0.5217

0.5052

0.6039

0.6256

0.5626

0.5219

0.5338

0.5718

0.5780

0.7462

0.6071

0.5897

0.6202

0.6031

10000

0.7982

0.5374

0.5981

0.8229

0.7795

0.7958

0.8158

0.8014

0.8559

0.8839

0.8668

0.7599

0.8463

0.6778

0.8510

0.7345

0.8471

0.9693

0.8712

0.7553

0.6374

0.8748

0.9122

0.7276

0.7394

0.6300

0.8843

0.7550

0.8250

0.8515

0.7217

0.7420

0.7089

0.6673

0.7671

0.8824

0.6922

0.9070

0.8368

0.5860

0.8146

0.6557

0.5401

0.6574

0.6008

0.6897

0.6799

0.8670

0.5407

0.8136

0.6956

0.7624

0.7140

0.8963

0.8847

0.5810

0.9105

0.9180

0.9102

0.9616

0.6799

0.8932

0.8418

0.5716

0.8132

0.7282

0.5061

0.6042

0.6558

0.9771

0.7667

0.9044

0.8286

0.6010

0.6301

0.9370

0.8270

0.6686

0.6351

0.6530

0.4753

0.7887

0.4278

0.5090

0.4573

0.7717

0.6939

0.6324

0.5886

0.7600

0.6600

0.6900

0.6400

0.5500

0.6300

0.5200

0.5200

0.5400

0.8300

0.5600

0.8200

0.6282

0.5587

0.5468

0.5158

0.8115

0.8303

0.5200

0.7676

0.8508

0.4396

0.5172

0.5369

0.6030

0.4541

0.6008

0.6842

0.5043

0.6837

0.6045

0.4024

0.4902

0.5640

0.6720

0.6540
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P L Unién a
Cadigo Energ|,a de Energia de Absorcién proteinas  Barrera Sustrato Inhibicién Inhibicién Inhibiciéon Inhibicién Inhibicién Carcinoge Mutagénes Inhibicion
unién o intestinal Permeabili P de Inhibidor ~ Sustrato ~ Sustrato  Sustrato e . Toxicidad
base de SMILES CysK unién CBS humana dad Caco-2 plasméatica hematoen glicoprotei de OCT2  CYP3A4  CYP2C9 CYP2D6 de de de de de nicidad is de humana oral aguda
datos Zinc Kcal/Mol s cefalica CYP3A4 CYP2C9 CYP2C19 CYP2D6 CYP1A2  (trinaria) Ames (hERG)
Kcal/Mol (HIA) naP
100%
0=CIN[C@
ZINC00040 HI2NNc3ne -7.8 -0,6 0.9621 0.8971 0.676 0.9787 0.7816 0.6316 0.5380 10.000 0.8531 0.8980 0.8980 0.7467 0.8505 0.5382 0.5305 0.7400 0.6377 0.6403
8720979  4cceecedn3|
C@H]2N1
O=CINC2=
zINcoooop SEEOI0C
1344433 2)[C@@HI( -7.8 -0,5 0.9875 0.6616 0.769 0.9725 0.8482 0.9067 0.5182 0.8004 0.8832 0.6186 0.5241 0.5505 0.8253 0.5359 0.6077 0.5800 0.4488 0.6185
c2cce(F)ce2
N1
0O=C(clcce
2c3c(ceecel
zINc11879 ICCAIC@
327 H]1CCCN( -7.8 -0,4 0.9885 0.7715 1054 0.9881 0.5109 0.7000 0.6525 0.6298 0.7598 0.5400 0.8006 0.5880 0.6725 0.5678 0.6176 0.6000 0.8285 0.7021
C(=O)Nc2c
cc3c(c2)0C
03)C1
O=c1[nH]c2
ZINcoooog See(Fec2o(
=0)nl[C@ 7.8 -0,6 0.9559 0.5451 0.873 0.9787 0.6592 0.6250 0.5197 0.7552 0.8340 0.8045 0.7108 0.8055 0.5528 0.6235 0.6624 0.5400 0.4506 0.5172
6516038
@H]1CCN
c1
O=cl[nH]c2
ZINC00009 C_CC(F)CCZC( -7.8 -0,6 0.9559 0.5451 0.873 0.9787 0.6592 0.6250 0.5197 0.7552 0.8340 0.8045 0.7108 0.8055 0.5528 0.6235 0.6624 0.5400 0.4506 0.5172
6516039 =0)n1[C@
H]1CCNC1
C[C@@H]1
AT CEE) 2 7.8 -0,8 0.9840 0.6014 0.685 0.9874 0.8562 0.7385 0.5398 0.5989 0.8894 0.9576 0.7666 0.6497 0.9602 0.5641 0.5668 0.5500 0.6560 0.4654
0740738 nc3cccee3c
(=0)n21
Cclce(N2C
(=0)[C@H]
ZINCO0010 S[C@@HK( -7.8 -0,4 0.9726 0.5434 0.73 0.9877 0.7959 0.8500 0.5493 1 0.8563 0.8398 0.7184 0.5719 0.8984 0.6934 0.4136 0.5100 0.5322 0.7146
1831307 C)C=CC[C
@H]3C2=0
)nol
Cclcc(N2C
(=0)[c@@
ZINC00010 H]3CC=C[C
2072196 @HI(C)[C@ -7.8 -0,5 0.9726 0.5434 0.73 0.9877 0.7959 0.8500 0.5493 1 0.8563 0.8398 0.7184 0.5719 0.8984 0.6934 0.4136 0.5100 0.5322 0.7146
HI3C2=0)n
ol
C[C@H]1C
2INC00016 c2cccce2N1
3342002 C(=0)[c@ -7.8 -0,4 0.9739 0.9111 1011 0.9881 0.6434 0.5750 0.5233 1 0.4358 0.8290 0.6807 0.6056 0.6042 0.6463 0.6836 0.7100 0.4458 0.5971
@]1(F)CCN
Cl
CC1(C)OC(
AN =O)EA(CED -7.8 -0,5 0.9869 0.7686 0.881 0.8847 0.9739 0.9500 0.5445 0.8032 0.7491 0.5939 0.5868 0.6975 0.8918 0.7532 0.6621 0.6300 0.7783 0.6023
1386306 ccccc3C2)C
(=0)o1
CC(=0)0C
ZINC00000 Cele(Cne2 -7.9 -0,3 0.9874 0.5210 0.656 0.9814 0.8722 0.6250 0.5871 0.7954 0.8819 0.9204 0.5926 0.5566 0.9237 0.5000 0.5983 0.5900 0.4618 0.5315
1386307 c(C#N)cnn2
clCl
CC(=0)0C
ZINCoopop CeLe(©ne2
c(C#N)cnn2 -7.10 -0,4 0.9872 0.5415 0.717 0.9929 0.6601 0.7500 0.5844 0.7859 0.8746 0.5384 0.6487 0.5714 0.8711 0.5675 0.5919 0.5400 0.4010 0.4596
2336308 ciN1CCCC

1
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Codigo
base de
datos Zinc

SMILES

Energia de
unién
CysK

Kcal/Mol

Energia de
unién CBS
Kcal/Mol

Absorcién
intestinal

(HIA)

Permeabili
humana dad Caco-2

Unién a
proteinas
plasmética hematoen
cefélica

100%

Barrera

Sustrato

de

glicoprotei

naP

Inhibidor
de OCT2

Sustrato
CYP3A4

Sustrato
CYP2C9

Sustrato
CYP2D6

Inhibicién
de
CYP3A4

Inhibicién
de
CYP2C9

Inhibicion
de
CYP2C19

Inhibicion
de
CYP2D6

Inhibicion Carcinoge Mutagénes Inhibicion
nicidad
(trinaria)

de
CYP1A2

is de
Ames

humana
(hERG)

Toxicidad
oral aguda

ZINC00001
2504788

ZINC00001
7857022

ZINC00008
4493516

ZINC00000
0005945

ZINC00009
4419921

ZINC00010
0519151

ZINC00000
0166588

ZINC00001
9626612

ZINC00007
1281459

ZINC00000
0058460

ZINC00000
0334187

ZINC00000
1438257

O=c1[nH]c2
cceee2¢(=0
)nl-
clcceecl
Cclcc(N2C
(=0)[C@H]
3CC=C[C@
HIOC@@
H]3C2=0)n
ol

O=C1Nc2n
cccc20c2ce
(F)cc(O)c21

clence(-
c2nnc3c4cc
ccc4cnn23)
cl
0=C1INC2(
Cccccez)c
(=O)Nc2cce
cc2l
Oclc2c(nc3
cc(-
c4cccod)nn
13)Cccc2
Ocln[nH]c2
clenclc(F)
cc(F)ccl2
Ocln[nH]c2
clenclec(F
)e(F)ecl2
O=Cl1CCCc
2n[nH]c(-
c3ceec(0O)c
3)c21
Cclccc2c(c
1)Nclnc3no
nc3nclN2
clccc2ce(cl)
cci(ccee
1)nlnnncl-
2
Cclcecce([C
@@H]2NC(
=0)c3ccece
3N2)n1

-7.8

-7.8

0.9378

0.9726

0.9865

0.9949

0.9834

0.9789

0.9835

0.9835

0.9890

0.9937

0.9881

0.9845

0.7998

0.5434

0.8022

0.8153

0.5540

0.5132

0.5593

0.5328

0.5458

0.6849

0.8686

0.9220

0.831

0.73

1015

0.744

0.97

1.08

1013

0.891

0.958

0.866

1004

0.772

0.9967

0.9877

0.9768

0.9736

0.9869

0.9856

0.9784

0.9780

0.9769

0.9768

0.9873

0.9854

0.9693

0.7959

0.9015

0.8781

0.9348

0.8555

0.8373

0.8450

0.8015

0.9383

0.9087

0.7688

0.8635

0.8500

0.8500

0.5069

0.6818

0.6317

0.8500

0.8500

0.5250

0.7250

0.5931

0.8250

0.5530

0.5493

0.5107

0.5549

0.5662

0.5350

0.5861

0.6231

0.5356

0.5696

0.5000

0.5171

0.6057

10000

0.5976

0.6121

0.5918

0.8869

0.8563

0.8826

0.7599

0.8463

0.7962

0.8179

0.8179

0.8106

0.8416

0.7726

0.9092

0.9587

0.8398

0.7903

0.8375

0.7084

0.9122

0.7837

0.7519

0.5873

0.8945

0.7405

0.7863

0.5526

0.7184

0.7449

0.9624

0.7111

0.5466

0.8168

0.7726

0.6068

0.9293

0.7620

0.8213

0.5472

0.5719

0.6175

0.9436

0.6139

0.5844

0.7216

0.6592

0.6253

0.9304

0.7718

0.7600

0.9646

0.8984

0.7901

0.9777

0.7122

0.7632

0.7769

0.7442

0.6057

0.9431

0.8731

0.9599

0.7670

0.6934

0.7535

0.9093

0.7498

0.7828

0.8241

0.8876

0.7734

0.8473

0.6708

0.8882

0.5847

0.4136

0.6534

0.5239

0.6905

0.6242

0.6244

0.6490

0.5704

0.4734

0.5354

0.6499

0.5500

0.5100

0.5500

0.6700

0.7500

0.6800

0.6000

0.6600

0.7400

0.5600

0.7600

0.5200

0.6928

0.5322

0.6380

0.6338

0.5227

0.7385

0.8325

0.8722

0.6680

0.5522

0.3942

0.4487

0.4816

0.7146

0.5158

0.7319

0.6488

0.5319

0.5666

0.5016

0.6340

0.7074

0.4726

0.6302
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Cédigo
base de
datos Zinc

SMILES

Energia de
unién
CysK

Kcal/Mol

Energia de
union CBS
Kcal/Mol

Absorcién
intestinal

(HIA)

Permeabili
humana dad Caco-2

Unién a
proteinas
plasméatica hematoen
cefélica

s
100%

Barrera

Sustrato
de
glicoprotei
naP

Inhibidor
de OCT2

Sustrato
CYP3A4

Sustrato
CYP2C9

Sustrato
CYP2D6

Inhibicién

de

CYP3A4

Inhibicién

de

CYP2C9

Inhibicién
de
CYP2C19

Inhibicién

de
CYP2D6

Inhibicién Carcinoge Mutagénes

de
CYP1A2

nicidad
(trinaria)

is de
Ames

Inhibicién
humana
(hERG)

Toxicidad
oral aguda

ZINC00000
5072886

ZINC00007
5566870

ZINCO00014
2411370

ZINC00000
0064438

ZINC00001
6124821

ZINC00000
3111973

ZINC00001
3208455

ZINC00009
5094748

ZINC00000
0396981

ZINC00000
0402012

ZINC00000
0984000

ZINC00000
7030119

O=cl[nH]c(-
c2ccecc20)
nc2cceccl2
clecce2e(-
c3n[nH]c4c
ccece34)nne
c2cl
clcce2[nH]
c(Cc3noc4c
ccce34)nc2
cl
Cclcec(-
c2cnc3ccce
c3[n+]2C)c(
C)cl
O=clcc(-
c2cccee2)n
c(-
c2cccee2)[n
H]L
O=C1Nc2c
cccc2NC12
ccccecee2
clce@@|©
)(clcceecl)
clcec2ceee
c2nl
Cclcec(-
c2cc(-
c3ccenc3)[n
H]n2)ccl
clcce2e(cl)
cccle(-
c3cence3)[n
Hinc12
O=clcc(-
c2ccecc2)o
c(-
c2ccece2)c
1

Cclcec2ce(c
1)Ocl1nc3cc
cce3ncIN2

Cclcec2c(c
1)Nclnc3ce
ccc3nc102

-7.8

-0,6

0.9900

0.9959

0.9813

0.9185

0.9920

0.9726

0.9951

0.9969

0.9959

0.9882

0.9873

0.9873

0.7035

0.5286

0.5057

0.9326

0.7044

0.6466

0.5073

0.8091

0.5552

0.7176

0.8784

0.8671

0.999

0.829

0.988

1038

0.916

0.948

1128

0.661

0.77

1043

0.999

0.988

0.9820

0.9667

0.9890

0.9929

0.9942

0.9914

0.9903

0.9898

0.9855

0.8592

0.9862

0.9862

0.9519

0.8917

0.8612

0.8447

0.9720

0.9714

0.9550

0.8407

0.9019

0.9947

0.9471

0.9448

0.9000

0.5750

0.6250

0.7069

0.9250

0.5818

0.9500

0.5750

0.5500

0.8750

0.8750

0.5490

0.5501

0.5000

0.5152

0.7063

0.6394

0.6509

0.6252

0.6067

0.7409

0.5430

0.5417

0.7898

0.8046

0.8071

0.8153

0.8331

0.8811

0.7841

0.6858

0.8347

0.8997

0.3645

0.7515

0.8442

0.7841

0.8154

0.8334

0.8234

0.8100

0.5779

0.5545

0.5152

0.9510

0.6778

0.8310

0.6185

0.7529

0.5000

0.7354

0.7354

0.6982

0.8525

0.7150

0.8540

0.8659

0.9070

0.6932

0.5434

0.6463

0.6463

0.6089

0.8732

0.6099

0.6923

0.9156

0.6688

0.8993

0.5239

0.5076

0.9187

0.7670

0.7670

0.7954

0.8414

0.7198

0.5537

0.9718

0.6537

0.9434

0.7766

0.6153

0.9359

0.8375

0.8375

0.9792

0.9692

0.9155

0.5063

0.7242

0.6202

0.8585

0.9060

0.9688

0.8614

0.9591

0.9591

0.7175

0.6961

0.5050

0.4586

0.6073

0.7195

0.7473

0.4791

0.6504

0.4587

0.6797

0.6797

0.5000

0.5100

0.5600

0.5100

0.5100

0.7800

0.6300

0.6800

0.7800

0.8000

0.5500

0.5800

0.8873

0.6181

0.7013

0.8680

0.5100

0.4602

0.6508

0.4304

0.6251

0.5694

0.4898

0.4224

0.4456

0.6882

0.6979

0.4467

0.7404

0.6462

0.7990

0.7474

0.6332

0.6921

0.7245

0.7245
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Cédigo
base de
datos Zinc

SMILES

Energia de
unién
CysK

Kcal/Mol

Energia de
unién CBS
Kcal/Mol

Absorcién
intestinal

humana dad Caco

(HIA)

Permeabili

Unién a

proteinas

2 plasmética h
s

100%

Barrera

ematoen

cefélica

Sustrato
de
glicoprotei
naP

Inhibidor
de OCT2

Sustrato
CYP3A4

Sustrato
CYP2C9

Sustrato
CYP2D6

Inhibicion

CYP3A4

Inhibicion
de
CYP2C9

Inhibicion
de
CYP2C19

Inhibicion
de
CYP2D6

Inhibicion
de
CYP1A2

Carcinoge Mutagénes

nicidad
(trinaria)

is de
Ames

Inhibicion
humana
(hERG)

Toxicidad
oral aguda

ZINC00000
0119859

ZINC00000
0210429

ZINC16524
774

ZINC09561
278

ZINC09561
319

ZINC32999
079

ZINCO09561
283

ZINC14540
049

ZINC20355
940

ZINC09211
201

ZINC20375
693

ZINC09561
318

O=CINC(=

O)[Ce@]2

3CCCc4ccc

c(c42)C(=0

)JIC@@H]1
3

0=CINC(O
)=N[C@]2(
N1)C(=O)N
clcceecl2
O=C(clccc
c(Nc2nc3cc

cce3n3nnnc
23)c1)N1C
Cc2ccecc2

Cc1

Cclcccc(N2
CCN(C(=0)
c3ccec(Ncd
nc5cceeesn
5nnnc45)c3
)CC2)ciC

Cclcce(C)c
(N2CCN(C(
=0)c3ccece(
Nc4nc5cece
c5n5nnnc4
5)c3)CC2)c
1
O=cloc2cc
cce2ecel-
clnc(Cn2¢(
=0)oc3ccee
c32)nol
O=cloc2cc
ccc2cecl-
clnc(Cn2c(
=0)oc3ccce
c32)nol
CCnlnc(C(
=0)N2CCN
(c3cceeel)
CC2)c2clC
CN(C(=0)c
1n[nH]c3cc
c(C)ccl3)C
2

Cclcec(S(=
0O)(=0)c2nn
n3c2nc(NC
c2cccéc(c2)
0OCO4)c2cc
ccc23)cclC

O=C([C@H
J1CCCN(c2
ncnc3c2nc2
n3CCCCC2
)C1)NICC=
C(c2cceec2
)cc1

Cclccc2c(C
N3CCN(C(

=0)c4cc(-
c5cenecs)n
c5cceced5)
CC3)ce(=0)

oc2cl

Cclcec(Cl)c
CIN1CCN(
C(=0)c2ccc
c(Nc3ncdce
cccdndnnnc
34)c2)cCl

-7,6

-7,6

-0,4

-0,4

-0,5

0.9919

0.9710

0.9860

0.9928

0.9928

0.9791

0.9791

0.9921

0.9901

0.9891

0.9829

0.9935

0.5234

0.6351

0.7336

0.7793

0.7788

0.7439

0.7439

0.7136

0.6877

0.6890

0.7808

0.8120

0.96

0.812

1132

[

1247

1052

1052

0.742

1375

1209

1163

1283

0.9863

0.9792

0.9943

0.9937

0.9937

0.9816

0.9816

0.9913

0.9730

0.9934

0.9959

0.9937

0.7678

0.8366

0.5498

0.6485

0.6451

0.7447

0.7447

0.6856

0.5135

0.5141

0.5350

0.6442

0.7500

0.9250

0.6324

0.5141

0.5141

0.7999

0.7999

0.5859

0.7250

0.8433

0.5396

0.5641

0.5278

0.5627

0.5994

0.6347

0.6300

0.5313

0.5313

0.6197

0.6435

0.6338

0.6110

0.6911

0.6108

0.5801

0.5905

0.5928

0.5928

0.5928

0.5821

0.5973

0.8002

0.8033

0.8784

0.8729

0.8729

0.8610

0.8610

0.8082

0.8987

0.8626

0.7900

0.8803

0.9336

0.9424

0.7381

0.5723

0.5723

0.5646

0.5646

0.7157

0.7900

0.7949

0.6479

0.5644

0.8640

0.8890

0.6264

0.5068

0.5068

0.5381

0.5381

0.8047

0.7040

0.7585

0.5396

0.5528

0.7601

0.8416

0.7517

0.7982

0.7982

0.6329

0.6329

0.7215

0.6462

0.9185

0.7746

0.8792

0.8612

0.8485

0.6827

0.6479

0.6479

0.8875

0.8875

0.7264

0.7445

0.8722

0.9678

0.6709

0.5652

0.6237

0.8788

0.9094

0.9094

0.6011

0.6011

0.8603

0.5714

0.5400

0.5487

0.9257

0.5134

0.6874

0.4905

0.4799

0.4799

0.5333

0.5333

0.5966

0.5290

0.6624

0.6328

0.5063

0.5300

0.6900

0.5500

0.5100

0.5400

0.5200

0.5200

0.6800

0.6600

0.6500

0.5300

0.6000

0.6377

0.9211

0.7633

0.9159

0.9200

0.3617

0.3617

0.7440

0.7376

0.8126

0.9360

0.8876

0.5042

0.6446

0.5974

0.5326

0.5326

0.7012

0.7012

0.6011

0.5586

0.6171

0.6578

0.5066



Referencias

87

Cédigo
base de
datos Zinc

SMILES

Energiade
unién
CysK

Kcal/Mol

Energia de
unién CBS
Kcal/Mol

Absorciéon
intestinal
humana dad Caco-;

(HIA)

Permeabili

Unién a
proteinas
> plasmatica hematoen
cefalica

s
100%

Barrera

Sustrato
de
glicoprotei
naP

Inhibidor
de OCT2

Sustrato
CYP3A4

Sustrato
CYP2C9

Sustrato
CYP2D6

Inhibicion

de

CYP3A4

Inhibicion

de

CYP2C9

Inhibicion
de
CYP2C19

Inhibicién
de
CYP2D6

Inhibicion
de
CYP1A2

Carcinoge Mutagénes

nicidad
(trinaria)

is de
Ames

Inhibicion
humana
(hERG)

Toxicidad
oral aguda

ZINC14996
361

ZINC00000
2957581

ZINC00000
3102311

ZINC20353
527

ZINC20484
695

ZINC09561
317

ZINC15862
847

ZINC21173
226

ZINC09856
866

ZINC20529
295

ZINC20326
505

ZINCO08448
923

Cclnc2cce(
C(F)(F)F)cc
c2nilCiccC
N(C(=0)[C
@@H](C)c
2n[nH]c(=0
)c3cceec23)

CcC1
O=c1[nH]c2
cnnn2c2ccc

ccl2
C[C@@H]1
CC(=0)c2¢(
[nH]c3ccece

23)C1
Cclccc2c(C

N3CCN(C(

=0)c4cc(-
c5ccco5)ne
5ccece45)C
C3)cc(=0)o

c2cl

ClC@@H)(
NC(=0)c1n
0c2¢1COcl

ccceel-
2)clcec2c(c
1)0CCo2

Cclccec(N2
CCN(C(=0)
c3ccec(Ncd
ncSceeeesn
5cnnc45)c3
)CC2)ciC

C[C@H]10
c2cce(S(=0
)(=O)N3CC
N(C(=O)c4c
c5ceeecboc
4=0)CC3)c
c2NC1=0
COclccc2o
c(=0O)cc(CN
3CCN(C(=
O)c4ace(-
c5ccco5)nc
5cccec5)C
C3)c2cl
COclccc2c
(e1)e(=0)e(
S(=0)(=0)c
lcee(C)e(C)
cl)cn2CC(=
O)Nclcec(F
)ecl
CC(=O)Nic
2cce(S(=0)
(=O)N3CC
Cl[C@@H]3
C(=O)N3C
Cn4c3nc3c
ccce34)cc2
C[C@@H]1
(o3
Cclccc(C(=
0O)c2en(CC(
=0)Nc3cce
4¢(c3)0CO
4)c3cc4c(cc
3c2=0)0C
0O4)cclC
CN1C(=0)
C2(c3ccecc
31)clc(c3cc
ccc3o0c1=0)
Oclc2c(=0
)oc2cceecl
2

-7.4

-0,4

0.9592

0.9783

0.9907

0.9829

0.9801

0.9928

0.9198

0.9783

0.9484

0.9747

0.9247

0.9570

0.7568

0.6510

0.7604

0.7842

0.5550

0.7753

0.7350

0.7936

0.6395

0.6582

0.7205

0.5764

1.09

0.775

0.759

1288

1024

-2513

1222

1164

1309

1077

0.971

1071

0.9886

0.9898

0.9901

0.9925

0.9749

0.9955

0.9744

0.9868

0.9719

0.9750

0.9714

0.9812

0.7274

0.9567

0.8055

0.5250

0.5177

0.6451

0.5000

0.5410

0.5401

0.6077

0.5105

0.7518

0.6000

0.6885

0.6500

0.6354

0.8000

0.5391

0.6250

0.6250

0.8250

0.5322

0.9000

0.9750

0.6720

0.9567

0.5267

0.6391

0.5967

0.6266

0.6056

0.6606

0.6125

0.6383

0.5288

0.5784

0.5816

0.5811

0.6419

0.5928

0.8151

0.7389

0.8052

0.8156

0.8647

0.8870

0.8141

0.7900

0.8772

0.8729

0.8683

0.7556

0.8782

0.8838

0.8925

0.8521

0.6438

0.9233

0.6561

0.5149

0.8539

0.6176

0.7255

0.6653

0.8412

0.6408

0.7688

0.6446

0.5673

0.9688

0.5819

0.5851

0.5825

0.5404

0.6653

0.7685

0.5665

0.7637

0.6665

0.6642

0.5992

0.9466

0.6561

0.7118

0.6405

0.6883

0.5824

0.7257

0.6927

0.7087

0.6891

0.5439

0.8501

0.7817

0.6768

0.9531

0.8404

0.8257

0.9015

0.9606

0.8401

0.9336

0.5703

0.8846

0.8669

0.8904

0.6154

0.5791

0.8174

0.8702

0.8590

0.7322

0.5925

0.8960

0.7858

0.5851

0.6275

0.5073

0.5878

0.6368

0.5236

0.5554

0.5956

0.6405

0.5778

0.6123

0.5288

0.3951

0.5000

0.5400

0.5100

0.5300

0.5500

0.5500

0.5500

0.5500

0.6400

0.5100

0.5500

0.5700

0.8826

0.7701

0.5367

0.9443

0.9095

0.9256

0.7379

0.9325

0.8221

0.7130

0.7586

0.4706

0.5394

0.6161

0.7443

0.7167

0.6499

0.5447

0.8750

0.7042

0.5947

0.5913

0.7417

0.5820
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Coédigo
base de
datos Zinc

SMILES

Energia de
unién
CysK

Kcal/Mol

Energiade
unién CBS
Kcal/Mol

Unién a
proteinas  Barrera
plasmatica hematoen
s cefélica

100%

Absorcién

intestinal Permeabili
humana dad Caco-2
(HIA)

Sustrato
de
glicoprotef
naP

Inhibidor
de OCT2

Sustrato
CYP3A4

Sustrato
CYP2C9

Sustrato
CYP2D6

Inhibicién
de
CYP3A4

Inhibicion

de

CYP2C9

Inhibicién

de

CYP2C19

Inhibicién

de

CYP2D6

Inhibicion

de

CYP1A2

Carcinoge Mutagénes Inhibicion

nicidad
(trinaria)

is de
Ames

humana
(hERG)

Toxicidad
oral aguda

ZINC12713
953

ZINC21886
209

ZINC15003
445

ZINC20994
621

ZINC33059
769

ZINC33122
972

ZINC09206
000

ZINC01690
699

O=C(clen(
C[C@H]2C
Oc3cceee3
02)nn1)N1
ccez(c=c
c3cceee32)
CC1

0O=C(clccc
01)N1CCN(
C(=0)c@
@H]2ccc
N(c3nc4nce
cc4ndccec3
4)C2)CCl

Cclec(-
c2cc(F)cc3c
20[C@H](C
NC(=O)c2c
ncacceendc
2=0)C3)ccc

1F
0=C(CCN1
Cc2cccec2
O[C@H](c2
cceec2)Cl)
NCclcc(-
c2cccee2)[n
Hln1
Ccleccc2c(c
1)N(C(=0)
Cnlcnc3nc
4c(cc3c1=0
)CIC@HI(C
)CC4)CCO
2

Cclece(-
c2¢(C)nn3c
2NC(=0)C
CC3=0)ccl
S(=0)(=0)
N1CCn2cl
nclcceecl2

Cclcee(-
n2ccc(=0)c
(C(=0)Nc3c
(C(=O)Nc4c
cc(Clyccd)o
cdccccc34)

n2)ccl

O=C(Nclcc
cc(-
c2nc3cccce
3[nH]2)cl)c
1ccc(C(=0)
Nc2ccec(-
c3nc4ccece
4[nH]3)c2)c
cl

0.9486 0.7531 1252 0.9854

0.9810 0.7722 0.876 0.9972

0.9558 0.6959 1105 0.9825

0.9810 0.7611 1202 0.9797

0.9762 0.6614 0.925 0.9923

0.9833 0.7725 1082 0.9724

0.9326 0.7891 1123 0.9767

0.9626 0.8371 0.868 0.9845

0.5186

0.6136

0.6582

0.5000

0.6535

0.5159

0.6214

0.7174

0.5750

0.5500

0.8816

0.6250

0.5000

0.6921

0.8996

0.8750

0.6333

0.6608

0.6640

0.6277

0.6502

0.6786

0.7089

0.5317

0.5984

0.5824

0.5928

10.000

0.5865

0.8000

0.8006

10.000

0.8350

0.8351

0.8565

0.4065

0.8731

0.8918

0.9100

0.8490

0.6376

0.7629

0.8508

0.6037

0.6106

0.6551

0.5384

0.7973

0.5000

0.6566

0.7385

0.5335

0.5820

0.6018

0.6151

0.5639

0.6608

0.5389

0.6315

0.7363

0.8261

0.6797

0.5560

0.6986

0.8395

0.8460

0.8445

0.5131

0.9519

0.8984

0.8997

0.9133

0.7928

0.5932

0.6885

0.5730

0.7871

0.8884

0.5999

0.5243

0.4933

0.5913

0.5838

0.6327

0.6493

0.6047

0.8857

0.4496

0.6200

0.6100

0.5400

0.6500

0.5100

0.5100

0.5400

0.5600

0.3816

0.8694

0.9040

0.9850

0.7463

0.7699

0.8437

0.7058

0.5750

0.7612

0.5903

0.7021

0.7836

0.7500

0.7480

0.6111



