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RESUMEN

Acinetobacter baumannii hace parte de la lista de bacterias que necesitan con
urgencia nuevos antibiéticos, junto a otras bacterias se encuentran como prioridad
numero 1 (critica) para investigacion y descubrimiento de nuevos antibiéticos, ademas
hace parte de las infecciones asociadas a la atencion en salud (IAAS). Para el control
de la enfermedad causada por A. baumannii es indispensable la busqueda de nuevos
blancos terapéuticos alternativos para implementar nuevos tratamientos, por ello se
investigd a fondo las caracteristicas de la proteasa Lon, una proteina que cumple
diversas funciones muy importantes en Acinetobacter baumannii entre ellas la
degradacion de proteinas. Es por ello que en el presente trabajo se realiz6 una
caracterizacion in silico de la proteina Lon de A. baumannii, asi como también una
identificacion de compuestos con afinidad por la proteina mediante el uso de
herramientas y bases de datos bioinformaticas de libre acceso. Lo cual permitié
demostrar que A. baumannii posee un gen que codifica para la proteina Lon, la cual
presenta todos los motivos y dominios importantes para la actividad catalitica que han
sido descritos en la familia de proteasas Lon en bacterias Gram negativas. Mediante
el uso de la herramienta SWISS-MODEL se obtuvo el modelo tridimensional de la
proteina a partir de una plantilla de la proteasa Lon de E. coli, el cual presenté una
topologia correcta y alta calidad con puntajes tipicamente encontrados en proteinas
nativas. El acoplamiento molecular y las predicciones farmacocinéticas ADMET
permitieron identificar compuestos con alta afinidad por la proteina Lon, dentro de las
cuales se destacan ZINC000003435531, ZINC0O00005006669, ZINC000034924974,
ZINC000000426267 y ZINC000041721989 como candidatos potenciales para
estudios in vitro y el posible desarrollo a futuro de una terapia alternativa y selectiva

como tratamiento de infecciones asociadas a A. baumannii.

Palabras clave: Acinetobacter baumannii, Proteina Lon, Proteasas de serina, Serina

proteasa dependiente de ATP, Blancos de accién, Multirresistencia, IAAS, Patégenos.



ABSTRACT

Acinetobacter baumannii is part of the list of bacteria that urgently need new
antibiotics, along with other bacteria are as priority number 1 (critical) for research and
discovery of new antibiotics, it is also part of the healthcare associated infections (HAI).
For the control of the disease caused by A. baumannii it is essential to search for a
therapeutic target to implement new alternative treatments, therefore, the
characteristics of the Lon protease, a protein that fulfills several very important
functions in Acinetobacter baumannii, including protein degradation, were thoroughly
investigated. For this reason, in the present work, an in silico characterization of the
Lon protein of A. baumannii was carried out, as well as an identification of compounds
with affinity for the protein by using freely available bioinformatics tools and databases.
This allowed demonstrating that A. baumannii possesses a gene coding for the Lon
protein, which presents all the motifs and domains important for catalytic activity that
have been described in the Lon family of proteases in Gram-negative bacteria. Using
the SWISS-MODEL tool, the three-dimensional model of the protein was obtained from
a template of the E. coli Lon protease, which presented a correct topology and high
guality with scores typically found in native proteins. Molecular docking and ADMET
pharmacokinetic predictions allowed the identification of compounds with high affinity
for the Lon protein, among which ZINC000003435531, ZINCO000005006669,
ZINC000034924974, ZINC000000426267 and ZINC000041721989 stand out as
potential candidates for in vitro studies and the possible future development of an
alternative and selective therapy for the treatment of infections associated with

Acinetobacter baumannii.

Keywords: Acinetobacter baumannii, Lon protein, Serine proteases, ATP-dependent

serine protease, Targets of action, Multidrug resistance, HAI, Pathogens.



Introduccioén

Acinetobacter baumannii es uno de los principales microorganismos causantes de
infecciones asociadas a la atencién en salud (IAAS) a nivel mundial, con una
prevalencia entre el 2% al 10% dentro de todas las infecciones hospitalarias causadas
por bacterias Gram negativas . Entre las infecciones asociadas a Acinetobacter
baumannii se encuentran las infecciones en la piel, tejidos blandos, infecciones en
tracto urinario, infeccion de heridas y meningitis secundaria ?; asi
como infecciones con altas tasas de prevalencia como la neumonia asociada a
ventilador entre un 45-70% de las neumonias intrahospitalarias y la bacteriemia, en

un 20-30% de las bacteriemias asociadas a catéteres intravasculares 1.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha incluido a Acinetobacter baumannii
dentro de la lista de patégenos ESKAPE, acrénimo que describe bacterias como
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomona aeruginosa y Enterobacter sp. para las que se prioriza la
busqueda y desarrollo de nuevos antibioticos que permitan mitigar los fenotipos
resistentes en este tipo de bacterias 3. En la blsqueda y desarrollo de nuevos
medicamentos, la identificacion y caracterizacion de moléculas importantes en la
supervivencia y desarrollo del patdgeno como blancos terapéuticos es el punto de

partida para el disefio racional de farmacos *.

Las proteasas de serina como la proteina Lon descritas en algunas bacterias Gram
negativas, pueden llegar a ser posibles blancos terapéuticos, debido a que dentro de
sus funciones fisiolégicas son importantes para la degradacion de proteinas mal
plegadas, ademas de estar relacionadas con la formacion de biopeliculas en algunos
patdgenos, facilitando el desarrollo de enfermedades infecciosas.®® Por otro lado se
ha visto que la inhibicidbn de las proteasa de serina en bacterias puede llegar a
ocasionarles la muerte por apoptosis celular, debido a la dificultad que presentan las
bacterias para degradar proteinas de desecho que son nocivas para el

microorganismo > 7,

Segun la OMS, la resistencia bacteriana a farmacos es un problema de salud publica,
debido a que dificulta el tratamiento y control de microorganismos de interés clinico,



como A. baumannii implicado en las infecciones asociadas a la atencién en salud

(IAAS) con altas tasas de morbimortalidad alrededor del 26%-68%"118,

Asi mismo la OMS estipula que los paises en vias de desarrollo son los mas afectados
por las IAAS en comparacion a los paises desarrollados que presentan porcentajes
de 10% y 7% respectivamente L. En cifras, al menos 1.7 millones de pacientes que
se encuentran hospitalizados recibiendo tratamiento por otras enfermedades y
adquieren infecciones relacionadas a IAA’s en el &mbito hospitalario *2.

En cifras establecidas por la PAHO (Organizacion Panamericana de la Salud) las
infecciones por IAAS cuentan con una prevalencia del 37% a pesar de que presentan
una alta morbilidad y mortalidad son pocos los datos que hay frente a los casos a nivel

Latinoamérica 3.

En Colombia segun los boletines publicados por el instituto nacional de salud en los
ultimos 4 afios (2016-2020), Acinetobacter baumannii ocupa el tercer puesto de brotes
ocasionados por (IAAS). Las cifras demuestran que el nUmero de brotes afio tras afio
aumenta ya que del 2016 de 22 brotes aument6 al afio 2019 a 61 brotes con 333
casos de los cuales 33 de dichos casos fueron por Acinetobacter baumannii reportado
por el instituto nacional de salud °. Las IAAS a nivel nacional son consideradas la

segunda causa de muerte con 64,7 por 100.000 habitantes 14.

Por otro lado, A. baumannii ha sido asociado con altas tasas de mortalidad las cuales
a nivel mundial van desde el 26-43% en las UCI. En Colombia recientemente se ha
reportado una tasa de mortalidad que oscila entre 7,8% y 23% en unidades de
cuidados intensivos (UCI), dado de estudios de casos y controles y estudios de
cohorte realizados en diferentes hospitales del pais, lo que representa una cifra

preocupante por la infecciéon y mortalidad asociada en ambientes como las UCI 7.

Teniendo en cuenta lo anterior, en el estudio y la basqueda de nuevos blancos
terapéuticos la proteina Lon en Acinetobacter baumannii exhibe gran potencial como
blanco terapéutico, debido a que hace parte de la familia de proteasas de serina que
al ser inhibida puede desencadenar en problemas como en la incapacidad de
degradar proteinas de desecho, correcta formacion de biopelicula ademas de

10



alteraciones morfolégicas y funcionales en A. baumannii 36. En este sentido, nuestro
trabajo de grado propone una estrategia innovadora mediante biologia computacional
gue permita no soélo caracterizar in silico a la proteina Lon de A. baumannii, sino
ademas identificar compuestos con afinidad de union al sitio activo de la misma y que
puedan llegar a ser inhibidores especificos de la proteina, es asi como en esta
investigacion se pretende dar respuesta a la siguiente pregunta de investigacion: ¢ qué
compuestos identificados mediante acoplamiento molecular presentan gran afinidad

de union por el sitio activo de la proteina Lon de Acinetobacter baumannii ?.
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Titulo:

Identificacién de compuestos con afinidad de union por la proteina Lon
en Acinetobacter baumannii por medio de un analisis in silico.

1. Objetivos

1.1 Objetivo general:

Identificar compuestos con afinidad de unién por la proteina Lon de Acinetobacter

baumannii por medio de un analisis in silico.
Objetivos especificos:

1. ldentificar los amino&cidos que forman la region catalitica o sitio activo de la
proteina Lon de Acinetobacter baumannii necesarios para el acoplamiento
molecular.

2. Determinar la energia de unién o energia de acoplamiento entre compuestos
quimicos y el sitio activo de la proteina Lon de Acinetobacter baumannii

mediante acoplamiento molecular.

3. Predecir las propiedades farmacocinéticas (ADMET) de los compuestos que

presenten mejor energia de unidn con la proteina Lon de A. baumannii.

12



2. Marco referencial

2.1 Antecedentes o estado del arte

La proteasa Lon, pertenece a la familia de proteasas de serina, descritas en diferentes
microorganismos tales como arqueas, bacterias y levaduras se considera una de las
principales proteasas involucradas en la protedlisis de proteinas mal plegadas. Esto
lo podemos evidenciar por ejemplo en la bacteria Escherichia coli en donde
aproximadamente el 50% de las proteinas mal plegadas son degradadas por la

proteasa Lon 18,

Ademas de la funcion asociada a protedlisis, las proteinas Lon parecen estar
involucradas en metabolismo y virulencia como lo propuso Hua C. y colaboradores
(2020) al intervenir en la regulacion transcripcional de algunos genes de virulencia en

respuesta a diferentes sefiales externas en Pseudomonas syringae *°.

Estudios recientes realizados por Muselius B et al (2020), revelan algunas nuevas
funciones de la proteasa Lon en Klebsiella pneumoniae, resulta que dicha bacteria en
ambientes o entornos limitados ya sea en nutrientes o en el entorno de un hospedero
en la infeccién, secreta sideréforos, para la adquisicion de hierro, lo cual son factores
importantes en la virulencia de la bacteria, debido a que durante la infeccién inducen
la secrecion de interleucina-6, CXCI1 y CXCL2, ayudan con la diseminacion
bacteriana al bazo y estabilizan el factor 1a inducible por hipoxia (HIF-1a). En este
estudio se informé la presencia de la proteasa Lon de forma extracelular en respuesta
de la bacteria a un ambiente bajo en niveles de hierro, dicha proteasa podria
desempeiiar un papel en la degradacion de las proteinas del huésped para liberar
hierro y otros iones metalicos escasos en el entorno circundante, esto como una
posible nueva funcién de la proteasa en casos de limitaciébn de nutrientes como el
hierro, una funcidén no clasica en este tipo de proteasas. Ademas también se propone
gue la proteasa Lon pudiese degradar las proteinas del huésped perjudiciales para la
bacteria o degradar las proteinas del huésped para promover la invasion del patégeno,
esto atribuyendo como un posible nuevo factor de virulencia a la proteasa Lon en

Klebsiella pneumoniae %°.
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Por otro lado, en Shigella flexneri se ha encontrado que la proteasa Lon es la
responsable de la regulacion de los sistemas de toxina-antitoxina (TA) del plasmido
de invasion pINV, estos sistemas TA dan estabilidad al plasmido en las diferentes
temperaturas experimentadas por la bacteria. Los sistemas de toxina-antitoxina (TA)
de tipo Il requieren la accién de una proteasa especifica para degradar la antitoxina,
en este caso el sistema de TA en Shigella flexneri se rige por la actividad de la
proteasa Lon. Por lo tanto, los autores examinaron el impacto de Lon sobre la
estabilidad del plasmido. Encontrando que la delecion de la proteasa Lon
desestabilizo el plasmido de virulencia y anul6 el efecto de mutaciones en los loci del
sistema TA, demostrando que la accion de los principales sistemas pINV TA de

Shigella flexneri , VapBC y GmVAT, se basan en la actividad de la proteasa Lon 2L

Algunos autores como Lantz (2006) afirman que las proteasas son consideradas
factores de virulencia cuando estas actian sobre el tejido del huésped al dafar las
células y proteinas del mismo, al inducir la activacion de proteasas enddgenas del
huésped que tienen como repercusion dafio al propio organismo, al inactivar distintos
mediadores del sistema inmune importantes para la defensa del huésped, y
finalmente, por ser proteinas necesarias para la produccion de otros factores de

virulencia del microorganismo 5°,

Podemos encontrar también como anteriormente se mencioné a las proteasas de
serina implicadas en la evasion de la respuesta inmune del huésped, donde segun
Garcia et al (2019) se encuentran interfiriendo tanto a nivel de la inmunidad innata,
como de la inmunidad adaptativa. Estas alteraciones van desde la degradacion de
compuestos antimicrobianos, hasta eventos de defensa mas sofisticados como la
inactivacion de la cascada del complemento, en la que la destruccién de las proteinas
C3, C3b y C5 (glucoproteinas que al activarse de forma secuencial, producen una
serie de reacciones con la finalidad de destruir la célula diana) o las alteraciones en

C5, favorecen la sobrevivencia de estos organismos en el huésped 2.

14



2.2 Marco teoérico

2.2.1. Acinetobacter baumannii: caracteristicas generales

Acinetobacter baumannii ha sido descrito como un cocobacilo pleomorfico corto
gramnegativo, estrictamente aerobico, catalasa positivo, oxidasa negativo, no
fermentador y no moévil. Produce a 37 °C colonias mucoides lisas, de color blanco
grisaceo, en medios sélidos comunmente utilizados para fines de diagndstico, como

agar sangre de oveja y agar tripticasa de soja °.

Acc.V  Spot Magn Det WD Exp

25.0 kV3.0 13331x SE 16.53

Figura 1. Caracteristicas microscopicas y macroscépicas de Acinetobacter baumannii. A. Fotografia obtenida
mediante microscopio electrénico de barrido (SEM) de A. baumannii %, B. Colonias de Acinetobacter baumannii

en agar sangre 6,

A diferencia de otras especies de Acinetobacter que se aislan con frecuencia del
suelo, el agua y algunos animales, Acinetobacter baumannii se encuentra casi
exclusivamente en el entorno hospitalario, particularmente en las unidades de
cuidados intensivos (UCI) 2.

A pesar de su asociacion con infecciones cutaneas, Acinetobacter baumannii se ha
encontrado sélo en raras ocasiones como parte de la microbiota normal de la piel, y
un estudio estima que solo el 3% (como maximo) de la poblacién esta colonizada por
la bacteria. El tracto respiratorio, la sangre, el liquido pleural, el tracto urinario, las
heridas quirargicas, el SNC, la piel y los ojos pueden ser lugares de infeccion o
colonizacién 28,

15



2.2.2. Enfermedades ocasionadas por Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii estd asociado a una alta mortalidad y principalmente se
encuentra en pacientes hospitalizados que estan conectados a respiradores
(ventiladores), dispositivos como catéteres, con heridas abiertas de cirugia, que estan

en unidades de cuidados intensivos y con estadias prolongadas en el hospital 22,

Acinetobacter baumannii se encuentra involucrado en infecciones del torrente
sanguineo en entornos meédicos por catéteres via intravenosa o via respiratoria como
fuente de contagio, y la bacteriemia que puede ser mas frecuente en pacientes con
cancer y neutropenia 2°. También se ha aislado de tejidos blandos en pacientes con
guemaduras graves, heridas o traumatismos, por ejemplo, heridas de guerra o
victimas de desastres naturales 2°. En recientes investigaciones se ha demostrado
gue las infecciones de tracto urinario son provenientes de catéteres urinarios
permanentes y una de cada cinco cepas produce la infeccién en tracto urinario,
finalmente también puede ocasionar meningitis con una alta tasa de mortalidad 8. Por
otro lado, también se encuentra implicado en infecciones de tracto respiratorio inferior
en pacientes en estado critico, especialmente en aquellos con neumonia asociada a

ventiladores 2°,

Ademas de las IAAS, A. baumannii también ha sido asociado a infecciones
comunitarias, siendo el shock y la bacteriemia los sindromes clinicos mas prevalentes
en pacientes respecto a la mortalidad con alguna patologia de base como la
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), diabetes mellitus e insuficiencia
renal y también fibrosis quistica, cabe destacar que en la mayoria de casos se
describen las infecciones respiratorias como enfermedad predisponente para la

adquisicion de la bacteria 2830

2.2.3. Tratamiento y resistencia

Se han implementado terapias de combinacion que consiste en suministrar dos o mas
antibidticos para lograr una efectividad, los estudios muestran que inicialmente resultd
exitosa la combinacion de rifampicina y colistina, pero en estudios mas recientes

realizados por la universidad de Oxford mostraron poca efectividad en infecciones

16



graves por A. baumannii XDR la implicacion clinica de este hallazgo recomienda no
agregar rifampicina a la colistina en practica clinica #2. Sin embargo, se ha visto que
la terapia de combinacion entre colistina y carbapenem mostré6 mejores resultados en
infecciones por Acinetobacter baumannii extremadamente resistente a los farmacos

en comparacion a la monoterapia con colistina.*?

En estudios realizados previamente por Poulikakos P et al (2014) y Schmid A et al
(2019) se ha comprobado una mayor efectividad en el uso de las dianas de estos
farmacos, en cuanto a la mortalidad presentada en pacientes utilizando estas dos
opciones, deduciendo que lo ideal seria no usar en lo posible la terapia combinada,
ya que hay una mayor probabilidad de desarrollarse una resistencia bacteriana, esto
debido a que la monoterapia consiste en la administracion de un solo farmaco y en la

terapia combinada de dos o mas farmacos .

Desde hace algunos afios se implementa también el uso de la colistina para
organismos altamente resistentes a farmacos como lo son Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumoniae 28. Aungue a pesar de los grandes
esfuerzos, recientemente se han encontrado genes de resistencia para la colistina en
Acinetobacter baumannii lo que genera un problema en salud por la falta de
antibidticos efectivos para el tratamiento y al gran nimero de los mismos a los cuales

ya se presenta un porcentaje de resistencia bastante preocupante 34,

Acinetobacter baumannii esta clasificado por la Sociedad Americana de
Enfermedades Infecciosas como uno de los seis microorganismos patdogenos
multirresistentes alrededor del mundo con tasas alarmantes de resistencia a
antibiéticos reportadas a nivel mundial 28, Esta resistencia puede estar derivada a
diferentes factores o procesos del microorganismo tales como la sintesis de enzimas
inactivadoras del antibiético o debido a mecanismos no enzimaticos, también por
transferencia horizontal de elementos genéticos moviles que transportan genes de
resistencia como los plasmidos, que confiere un fenotipo de resistencia a diversos

farmacos 2’.

En la actualidad una importante proporcion de los aislamientos de Acinetobacter

baumannii son resistentes a los carbapenémicos 4. Las tasas de resistencia a los

17



carbapenémicos superan el 90% en algunas partes del mundo y los antimicrobianos
usados actualmente para combatir estas cepas de A. baumannii resistentes a los
carbapenémicos (como polimixinas, tigeciclina, aminoglucésidos) dificilmente estan
cerca de ser opciones terapéuticas ideales debido a sus propiedades
farmacocinéticas y el incremento cada vez mas frecuente de sus tasas de resistencia
35, En Colombia la resistencia de Acinetobacter baumannii a los carbapenémicos

supera el 50% lo que resulta en una situacion preocupante 16,

Acinetobacter baumannii XDR es aquella bacteria con la capacidad de resistencia a
todos los agentes de las categorias de antibidticos, aunque susceptibles al menos a
dos categorias, su importancia intrahospitalaria se debe a su grado de resistencia y
gue muestran cifras de mortalidad en las unidades de cuidados intensivos (UCI) del

10% al 42%, y en hospitalizacioén, del 7,8% al 23%, respectivamente 1°.

Acinetobacter baumannii emplea diferentes mecanismos de resistencia a los
antibidticos, dentro de los cuales se han descrito la degradacion mediada por enzimas
(betalactamasas), las manipulaciones genéticas (mutaciones, adquisicién o abandono
de un gen, regulacion positiva o negativa de la expresion génica) y bombas de eflujo,

para los diferentes tipos de antibiéticos que se han utilizado en esta bacteria .

También estos mecanismos de resistencia pueden ser clasificados dependiendo del
tipo o familia de antibi6ticos usados, de entre los cuales, los mas importantes estan

exhibidos en la (Figura 2), dentro de los cuales se encuentran:

> Degradacion por B-lactamasas: mediada por una mayor degradacién 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 antibioticos fuera de la célula a través de la
bomba de salida. Entre las betalactamasas, la cefalosporinasa ampC o la
betalactamasa de clase molecular C es mas prevalente en Acinetobacter
baumannii.

> Resistencia alas quinolonas: adquirida principalmente mediante mutaciones
en los genes gyrA y parC, que resulta en cambios fenotipicos en el ADN girasa
y la topoisomerasa 1V, lo que lleva a la afinidad farmaco reducida.
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> Resistenciaalos aminoglucésidos: principalmente mediante la modificacion

del grupo amino o hidroxilo por enzimas modificadoras de aminoglucosidos. Se
han identificado en Acinetobacter todos los tipos de enzimas modificadoras de
aminoglucdésidos (adenilasas, acetilasas, metiltransferasas y
fosfotransferasas). La reduccion de la entrada del farmaco y la alteracion de la
proteina ribosémica diana son los otros mecanismos implicados en la
resistencia a los aminoglucosidos.

Mecanismos de resistencia a la colistina: estos mecanismos estan
codificados por el ADN cromosémico 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
objetivo inicial de colistina. EI segundo mecanismo involucra el sistema de dos
componentes de pmrAB, que es un regulador de respuesta y un sensor de
quinasa. Detecta las condiciones ambientales (pH, Mg 2+ y Fe 3+) y, en

respuesta, regula la expresion de genes implicados en la sintesis de lipidos &
37
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Figura 2. Diferentes mecanismos de resistencia en A. baumannii: (I) betalactamicos; (Il) aminoglucésidos; (l11)

quinolonas; (1V) colistina 8,

2.2.4. Busqueda de nuevos medicamentos para el control de A. baumannii

Acinetobacter baumannii ha sido declarado por la OMS como el patbgeno de maxima
prioridad para el desarrollo de farmacos junto a otros patdgenos.3 Es por eso que
nuevos candidatos estan siendo estudiados como es el caso del cefiderocol que ha
presentado actividad antimicrobiana debido a que es una cefalosporina sideréforo de
amplio espectro de actividad contra patbgenos Gram negativos y esta en fase lll de
desarrollo; otro medicamento que ha mostrado un efecto antimicrobiano promisorio es
la eravaciclina que es una nueva fluorociclina de la clase de las tetraciclinas; fue
desarrollado para uso intravenoso y oral y tiene una actividad de amplio espectro
contra patdégenos aerobios y anaerobios Gram-negativos y Gram-positivos 3°. El
mecanismo de cefiderocol consiste principalmente en una actividad antibacteriana -
bactericida produciendo la inhibicion de la sintesis de la pared celular de bacterias
Gram negativas mediante la unidon a proteinas de union a penicilina tiene una
particularidad de entrar al espacio periplasmico resultado de su propiedad de tipo

sideroforo y tiene una mayor estabilidad frente a las B-lactamasas “°.

Por otro lado, ademas de los farmacos, el uso de bacteriéfagos liticos, que logran
infectar a la bacteria y posteriormente causar lisis celular, como una posible alternativa
terapéutica para el control de A. baumannii, especialmente en cepas resistentes a
carbapenémicos esta siendo estudiada; investigaciones hechas en ratones infectados
con A. baumannii y tratados con el fago SH-Ab15519 por via intranasal, han mostrado
de manera eficaz el control de la infeccion pulmonar letal causada por Acinetobacter

baumannii en los ratones tratados 44.

2.2.5. Estudio de Proteasas Lon como posible blanco terapéutico
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Inicialmente se puede definir a un blanco terapéutico o diana molecular como una
molécula presente en un organismo, generalmente una proteina o biomolécula, que
esta intrinsecamente asociada con un proceso biolégico particular y que podria ser

tratada por un medicamento o sustancia para producir un efecto terapéutico deseado
34

Recientemente se han estudiado diversas terapias o tratamientos alternativos como
solucién a la infeccion por algunos tipos de bacterias Gram negativas, que ha
implicado el empleo de inhibidores en las proteasas de interés en estas bacterias
como tratamiento, al evitar un desbalance en la actividad proteolitica de estas
enzimas, o trabajando en la sintesis de sustratos imitadores que puedan actuar de
forma competitiva en el sitio activo de la enzima, bloqueando o limitando asi la

renovacion normal del sustrato de la misma. 23

Como también lo menciona Raju R et al, las proteasas se han dirigido con éxito para
el tratamiento de varias enfermedades, incluida la hipertension, la diabetes tipo 2, el
mieloma multiple, el VIH y las infecciones por el virus de la hepatitis C, dada la
capacidad farmacologica demostrada de esta familia de enzimas y la urgente
necesidad de nuevos farmacos para combatir la resistencia a los antibiéticos, las
proteasas también han atraido interés como dianas antibacterianas, en particular las
proteasas degradativas bacterianas intracelulares ampliamente conservadas, que a
menudo son indispensables para el crecimiento bacteriano normal o la virulencia, y
gue hoy en dia no se tiene aun ningun antibiético disponible dirigido a estos complejos

de proteasa en las bacterias que comparten estos sistemas de protedlisis 4.

Se han considerado como posibles blancos terapéuticos algunas proteasas
producidas por microorganismos patdgenos que en algunos casos actuan a nivel del
propio microorganismo para regular la expresion de factores de virulencia, estos
mecanismos de regulaciébn son necesarios para permitir las condiciones de
adaptacion a su huésped, haciendo de ellas una buena opcion para enfocar estudios

futuros 14.

Se han estudiado mdltiples inhibidores para la proteina Lon en diferentes organismos,
uno de estos realizados por Bayot. A et al, muestra como la proteasa Lon en humanos
es homoéloga en Escherichia coli y se hicieron estudios para inhibidores de proteasa
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Lon y proteosoma en humanos, como resultado se han establecido mudltiples
inhibidores para la proteasa Lon basandose en inhibidores de proteosoma, en el
estudio realizado encontraron posibles candidatos para inhibidores de proteasa Lon
utilizando algunos inhibidores de proteosoma humanos, en los estudios encontraron
gue los inhibidores que eran efectivos en proteosoma eran poco efectivos en proteina
Lon. Se encontraron que los inhibidores como los derivados cumarinicos son
inhibidores de proteasa eficientes versatiles, no peptidicos y de bajo peso molecular,
por otro lado, también fueron muy eficientes el péptido aldehido MG132 y péptido
boronato MG262. Estos inhibidores tienen la particularidad de ser especificos para

proteasa Lon y la interferencia de proteasoma no sera inconveniente 2°.

Dentro de las alternativas que se tienen y se han estudiado actualmente se tienen
multiples opciones para combatir a Acinetobacter baumannii como lo son la
generacion de prototipos de vacunas como el que plantean Hosseingholi E et al en
donde entre 18 proteinas investigadas in silico los resultados mostraron que 7
proteinas implicadas en la regulaciébn transcripcional, ensamblaje de pilus,
catabolismo de proteinas, biosintesis de acidos grasos, adhesion, catalisis de urea e
hidrolisis de monoésteres de fosfato, tienen un potencial tedrico de participacion en la
supervivencia y patogénesis exitosa de A. baumannii, ademas, los andlisis
inmunolégicos con software de prediccidn indicaron que 4 proteinas hipotéticas eran
probables candidatos a vacunas lo que propone nuevos caminos y alternativas hacia
nuevas terapéuticas a través de investigaciones experimentales, que podrian ser muy

Gtiles a futuro 26,

Culp E y Wright G describieron el potencial y el progreso reciente en el desarrollo de
compuestos que se dirigen a las proteasas bacterianas con un enfoque en los
complejos proteoliticos de la familia AAA + y las peptidasas sefal (SP), la proteasa
caseinolitica (ClpP) que pertenece a la familia de proteasas AAA +, un grupo de
complejos multiméricos en forma de barril cuya actividad esta estrechamente regulada
por las ATPasas AAA + asociadas. La oportunidad de perturbacion quimica de estos
complejos estd demostrada por compuestos que se dirigen a ClpP para su inhibicion,
activacion o perturbaciéon de su ATPasa asociada. Mientras tanto, las peptidasas sefal
también son un objetivo antibiético comprobado, responsables de la escision de los

péptidos dirigidos durante la secrecion de proteinas, tanto las SP de tipo | como los
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de tipo Il han sido dirigidos con éxito por inhibidores quimicos, una metodologia que
también podria ser aplicada a otros tipos de proteasas bacterianas, tales como en

este caso la proteasa Lon para tratar microorganismos como Acinetobacter baumannii
27

2.2.6. Proteasa Lon en Acinetobacter baumannii, funcion y clasificacion.

Las proteasas, son maquinas proteoliticas que ayudan en el control de calidad de
proteinas, donde degradan proteinas mal plegadas o dafiadas evitando una
agregacion, y que también son usadas en circuitos reguladores principalmente en
células procariotas que permiten la degradacién de proteinas funcionales, porque ya
no son necesarias. La destruccion de proteinas es irreversible por ello su control debe

ser muy especifico para no generar su destrucciéon innecesaria 33 45

La mayoria de las proteasas pertenecientes a esta familia comparten un dominio de
ATPasa y un dominio de proteasa C-terminal, en el estudio realizado por Pei J et al
(2016) se recred el arbol filogenético de la bacteria Methanobrevibacter smithii con
miembros Lon previamente estudiados de LonA (humano, levadura, E. coli) y
subfamilias de LonB (algunos extremdfilos) donde los resultados indicaron que todas
aquellas proteinas de especies similares se derivaron de un ancestro comun. También
analizaron los dominios enzimaticos utilizando una herramienta de investigacion de
arguitectura modular simple (SMART) en conjunto con los organismos hallados en la
relacion evolutiva (Figura 3), revelando que todos comparten un dominio de ATPasa

y un dominio de proteasa C-terminal 2.
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Figura 3. Dominios putativos de proteasas Lon de M. smithii (Lon-like-Ms y WP_011954752), E. coli (Lon-Ec,
WP_001295325.1), levadura (Lon-Sc, NP_009531.1), humano (Lon- Homo, NP_004784.2) y T. kodakarensis
(Lon-Tk, WP_011250215.1).

Se ha demostrado en estudios como el de Ching et al (2018) la asociacion de la
proteasa Lon en el proceso de formacién de biopeliculas en Acinetobacter baumannii,
esto debido a que pueden contribuir a mantener la sintesis equilibrada del
lipopolisacarido, ademas de también ayudar a mantener en Optimas condiciones
caracteristicas morfolégicas como la envoltura celular, esto lo concluyeron los autores
luego de hacer pruebas con cepas mutantes de Acinetobacter baumannii carentes de
la proteasa Lon, en donde se logré evidenciar falencias en las caracteristicas
anteriormente mencionadas, como alteracién en la envoltura celular y en su capacidad
de formar cépsula bacteriana generando capsulas aumentadas y defectuosas, asi

como la incapacidad de adherencia a la superficie 6.

2.2.7. Biologia computacional en el disefio racional de farmacos

La finalizacion del proyecto del genoma humano abrié un camino al descubrimiento
de nuevas dianas terapéuticas para describir farmacos, asimismo se han desarrollado

técnicas tales como la purificacion de proteinas, cristalografia y espectroscopia de

resonancia magnética nuclear, que han dado lugar a la investigacion de las
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caracteristicas estructurales de proteinas y los complejos proteina-ligando, esto ha
permitido la prediccion por medio de estrategias computacionales de caracteristicas
importantes en la busqueda de farmacos novedosos y actuales. La caracterizacion de
forma in silico de estas dianas terapéuticas ha permitido la asertividad y optimizacion
de dichos farmacos, ademas de bajar los costos experimentales. EI método mas
empleado en acoplamiento molecular es aquel basado en la estructura. El desarrollo
de programas basados en algoritmos ha permitido la evolucién del docking molecular

permitiendo que se vuelva cada vez mas importante en la investigacion farmacéutica
47

Se sabe actualmente que las metodologias computacionales se han convertido en un
componente crucial de muchos estudios de descubrimiento de farmacos, el proceso
de acoplamiento o docking molecular implica la predicciébn de la conformacion y
orientacion del ligando (o posicion) dentro de un sitio de unién dirigido #8. En general,
los estudios de acoplamiento tienen dos objetivos: el modelado estructural preciso y
la prediccion correcta de la actividad. Como mencionan Kitchen et al el docking o
acoplamiento molecular son enfoques computacionales que "acoplan" moléculas
pequefias en las estructuras de moléculas de mayor tamafio tales como proteinas,
lipidos o acidos nucleicos y "puntdan” su complementariedad potencial con los sitios
de unién en estas moléculas, ademas mencionan que los célculos de acoplamiento

se han aplicado en la investigacion farmacéutica durante casi dos décadas °.

En el docking molecular se tienen diferentes estrategias de busqueda e identificacion
de ligandos; como el cribado virtual en plantillas de proteinas, que difiere de los
métodos de cribado virtual basados en ligandos y similitud molecular, y provee una
oportunidad para la identificacion de nuevos compuestos activos, ademas de
mencionar que la interaccion entre las funciones de acoplamiento y puntuacién
mediante este proceso son bastante complejos, pero que a menudo es mas facil
producir modelos fiables de ligandos unidos, que distinguir ligandos "verdaderos" de
falsos positivos, lo que puede abrir una ventana de probabilidades en el uso de esta

metodologia .

En un estudio realizado por Spyrakis F. et al se evaluaron inhibidores para
betalactamasas y carbapenemasas, mediante analisis in silico por medio de

bioinformética y ensayos in vivo, se inicio con la busqueda de ligandos para CTX-M-
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15 ESBL y KPC-2 carbapenemasa, y de NDM-1 y VIM-2 MBL, se utilizaron 60
moléculas para inhibir las 4 enzimas mencionadas por ensayos enzimaticos. Se uso
el protein data bank (PDB), FLAP S-score para hacer la seleccion e identificacion.
Finalmente, los resultados més altos de inhibicion fueron encontrados en compuestos

como derivados de sulfonamida y tetrazol 2.

En otros estudios se realizo la identificacion computacional de la proteina LipU como
un blanco terapéutico en Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium leprae la cual
es esencial para la supervivencia de estas dos bacterias, se opt6 por usar Lip U como
un objetivo farmacoldgico y se incursioné en la busqueda de medicamentos aptos por
la FDA como inhibidores de Lip U, para ello se establecieron y estabilizaron
estructuras tridimensionales 3D de Lip U en Mycobacterium leprae y Lip U
Mycobacterium tuberculosis por medio de la dinamica molecular que permite la
interaccién entre atomos y moléculas. Luego para escoger los farmacos que
presentaron afinidad e inhibicién implementaron Glide Xp en Lip U en Mycobacterium
leprae los farmacos con mejores resultados fueron digoxina, Indinavir y Travoprost,
por otro lado, en Mycobacterium tuberculosis Diosmina, Acarbosa y Ouabain.
También se utilizé6 Prime /| MM-GBSA para evaluar la unién ligando receptor; que
tanta afinidad pueden presentar y de esta manera se evalué la alta posibilidad que
poseen los medicamentos estudiados para destruir LipU. Por Gltimo, se sugiere la alta
probabilidad de estos medicamentos como candidatos para combatir la tuberculosis y

la lepra 3.

Se han adelantado también estudios direccionados hacia el uso del docking molecular
como herramienta importante en la inhibicion de proteasas bacterianas, tal como lo
proponen Nitulescu G et al en un estudio de posibles inhibidores a utilizar para la
sortasa A (SrtA), una proteasa de Staphylococcus aureus a partir de moléculas
bioactivas derivadas de plantas naturales, moléculas como los flavinoides y las
cumarinas, antraquinonas y alcaloides conocidos previamente por sus propiedades

antimicrobianas °4.

También se han realizado estudios de este tipo utilizando compuestos naturales en
acoplamiento molecular para Acinetobacter baumannii tal como lo describen
Skariyachan S et al en un estudio que se centr6 en la deteccion de nuevos

fitoterapicos frente a objetivos prioritarios de Acinetobacter baumannii mediante
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investigacion computacional, como resultado el cribado computacional sugiri6 que
Ajmalicine, Strictamin y Limonin exhibieron una union prometedora hacia multiples
blancos terapéuticos de A. baumannii en comparacion con la union entre los farmacos

estandar y sus objetivos °°.

Se han descrito también estudios utilizando docking molecular evaluando la inhibicion
de otros mecanismos caracteristicos de Acinetobacter baumannii como lo son las
bombas de eflujo, las cuales son claves dentro del proceso de resistencia bacteriana,
como lo investigan Verma P et al en un estudio en donde se enfocan en superar la
resistencia a los farmacos mediante la identificacion de inhibidores que pueden unirse
e inhibir eficazmente la proteina de membrana integral AdeB de esta bomba de salida.
Como resultado el cribado virtual de alto rendimiento in silico y la validacion de MDS
identificaron el compuesto ZINC01155930 como posible inhibidor de AdeB 8.

En dltimos estudios con compuestos derivados del carbono y utilizando modelos de
docking molecular se han encontrado resultados también de posibles inhibidores en
dianas moleculares de Acinetobacter baumannii como es en el estudio de Skariyachan
S et al, basados en el rol funcional de los genes 36 y 86 que estan involucrados en la
formacién de biopeliculas de A. baumannii y P. aeruginosa respectivamente, se
seleccionaron y la red metabdlica se construyé computacionalmente. Como resultado
se obtuvo que el fullereno de carbono mostré una capacidad de union significativa a
la mayoria de los objetivos priorizados en comparacién con la union de los antibiéticos
de ultimo recurso y su objetivo habitual, lo que puede demostrar como este y
anteriores estudios mencionados hacen del docking molecular una posible técnica a
utilizar en este estudio, frente a la busqueda de posibles inhibidores de la proteasa

Lon en Acinetobacter baumannii 7.
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3. Bases legales

En la resolucion N° 008430 de 1993 del ministerio de salud de la Republica de
Colombia, la investigacion que sera desarrollada, segun estipula el articulo N° 67 de
la misma resolucion, no representaria un riesgo bioldgico, ya que se llevar4 a cabo
una simulacion con la ayuda de herramientas bioinformaticas (in silico) y estas a su
vez no realizan manipulaciones a microorganismos patégenos en los laboratorios (in
vitro), lo que la clasificaria dentro del grupo de riesgo del literal a del presente articulo;
GRUPO DE RIESGO [: Microorganismos que representan escaso riesgo para el
individuo y para la comunidad. El articulo N° 87 indica en lo posible no hacer uso de
organismos Vivos (animales) y de esta manera optar por usar métodos alternativos
como los modelos matematicos, simulacibn en computador (bioinformética) y
sistemas biologicos in vitro, siguiendo asi los lineamientos propuestos por las

autoridades de salud para el fin de la presente investigacion 8.

4. Materiales y métodos

Se utilizaron plataformas y bases de datos de internet como Uniprot, Protein Data
Bank y GenBank gue son bancos de secuencias proteicas para la busqueda de la
secuencia de la proteasa Lon de Acinetobacter baumannii para este trabajo, frente a
estas alternativas se obtuvieron resultados satisfactorios, ya que se cumple con uno
de los objetivos de la investigacion, para ello, se emplea netamente la bioinformatica
utilizando softwares que contribuyan a encontrar las secuencias. Ademas de utilizar
un software o programa adecuado para realizar el analisis de acoplamiento molecular
y especificidad de union del o los compuestos o ligandos encontrados inhibiendo la

actividad de la proteina Lon de Acinetobacter baumannii.
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Figura 4. Flujograma de actividades a desarrollar en la ejecucién del proyecto.

5.1. Identificacién y localizacion del gen que codifica para la proteina Lon de A.
baumannii mediante estudios in silico.

Para utilizé GenBank de NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), en este caso se utilizd a Acinetobacter

baumannii cepa AB 307-0294 (https://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/CP001172.2), y

la busqueda se la base de datos

se busco en el apartado “nucledtidos” con el fin de buscar la secuencia de nucledtidos

gue codifican para la proteina dentro del genoma de la bacteria.

5.2. Busqueda de la secuencia de aminoéacidos de la proteina Lon.
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Para obtener la secuencia de aminoacidos de la proteina, en este caso la proteasa

Lon, se utiliz6é la base de datos UniProt (https://www.uniprot.org/). Posteriormente la

base de datos arroj6 los resultados encontrados para proteasa Lon, se dan
inicialmente unas entradas no especificas de la proteasa Lon, para luego filtrar la
busqueda mediante un segundo buscador dentro de la plataforma donde se introdujo
el nombre del organismo, en este caso Acinetobacter baumannii

(https://www.uniprot.org/uniprot/B7GXS7).

Se obtuvo la secuencia aminoacidica de la proteina Lon en formato “FASTA” para
posteriormente realizar la busqueda de proteinas que tuvieran afinidad o que fueran
posibles ortélogos u homologos (Bacterias, Humanas, otros microorganismos etc.) de
la proteina en cuestion, para lo cual se procedi6 a utilizar la herramienta de “BLAST”
de la base de datos NCBI, la cual es una herramienta basica de alineacion local que
encuentra regiones de similitud entre secuencias bioldgicas, en este caso
comparando secuencias de proteinas con bases de datos de secuencias y calculando
la significacion estadistica. Una vez dentro de la pagina de la herramienta BLAST se
configuraron los filtros de la busqueda, excluyendo al género Acinetobacter e
incluyendo dentro de la busqueda taxones de bacterias y de humanos, para poder asi

encontrar proteinas ortélogas a la proteina Lon de Acinetobacter baumannii.
5.3. Caracteristicas generales de la proteina Lon en Acinetobacter baumannii
Para las propiedades fisicas y quimicas tales como: el peso molecular, el indice de

estabilidad, el punto isoeléctrico, el tiempo de viday el indice alifatico de la proteasa

Lon se ingresé a ExPasy (https://www.expasy.org/) donde se encontré un programa

llamado ProtParam (https://www.expasy.org/resources/protparam) para encontrar

dichas propiedades .

5.4. Alineamiento multiple entre secuencias de proteinas Lon (A. baumannii,

humanas u ortdlogas).

Se eligieron 4 proteinas de las obtenidas mediante la herramienta BLAST con los
mayores porcentajes de identidad o similitud con la proteasa Lon (desde 50% hasta
100%), se descargaron sus secuencias en formato FASTA y se procedi6 a utilizar el

30


https://www.uniprot.org/
https://www.uniprot.org/uniprot/B7GXS7
https://www.expasy.org/
https://www.expasy.org/resources/protparam

servidor de CLUSTAL OMEGA (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) esto con

la finalidad de realizar un alineamiento multiple de las secuencias. También se utilizd

el programa MultAlin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) para el alineamiento

multiple de secuencias como programa de soporte y comparacion frente a los

resultados de ambos programas utilizados.

Luego de realizado el alineamiento multiple de secuencias se procede a buscar los
dominios y motivos dentro de las secuencias proteicas alineadas, para ello se

utilizaron dos herramientas ScanProsite (https://prosite.expasy.org/scanprosite/) y

Pfam (http://pfam.xfam.org/) que permiten identificar los dominios y sitios activos de

las proteinas y los motivos o residuos especificos donde se da la actividad principal
en cada secuencia proteica, uno de los objetivos méas importantes dentro de la

investigacion, mas especificamente en la secuencia de la proteasa Lon.

5.5. Prediccién y modelamiento de estructuras de la proteina Lon de A.

baumannii.

Para realizar el modelamiento de la estructura secundaria se utilizé la herramienta
GOR v (https://npsa-prabi.ibcp.fr/cqi-

bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_gor4.html), la cual permiti6 determinar el

porcentaje de laminas B y a hélices que presento la proteasa Lon en A. baumannii.
Para realizar el modelamiento de la estructura terciaria se utilizé la herramienta

SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/). La calidad del modelo obtenido se

analizé con base en los parametros de GMQE score y QMEAN Z-score. GMQE
(Estimacion de la calidad del modelo global) es una estimacion de la calidad que
combina las propiedades de la alineacion objetivo-plantilla y la estructura de la
plantilla. La puntuacion GMQE resultante se expresa como un numero entre 0y 1, lo
gue refleja la precision esperada de un modelo construido con esa alineacion y
plantilla, normalizada por la cobertura de la secuencia objetivo. Los nimeros mas altos
indican una mayor confiabilidad. Por otro lado, el QMEAN Z-score proporciona una
estimacion del "grado de natividad" de las caracteristicas estructurales observadas en
el modelo a escala global (Benkert et al) %°. Indica si la puntuacion QMEAN del modelo

es comparable a lo que cabria esperar de estructuras experimentales de tamafio
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similar. Las puntuaciones Z de QMEAN alrededor de cero indican una buena
concordancia entre la estructura del modelo y las estructuras experimentales de
tamafio similar. Las puntuaciones de -4,0 o menos son una indicacion de modelos con

baja calidad ©°.

5.6. Validacién del modelo estructural (3DE) y busqueda de sitios
activos/cataliticos.

El modelo estructural de la proteina en 3D previamente realizado fue validado
mediante las herramientas ProSA-web
(https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php) y PROCHECK
((https://servicesn.mbi.ucla.edu/PROCHECK/) 61

5.7. Busqueda de compuestos con afinidad por la proteina Lon de A. baumannii

mediante docking molecular.

5.7.1. Preparacion de la proteina Lon y ligando natural para docking molecular.

Se prepard la proteina junto con el ligando natural en el programa AutoDock Tools,
este ligando sirvi6 como referencia de unién a la proteina. Inicialmente se utilizo el
modelo 3DE obtenido mediante SWISS-MODEL en formato .PDB en el programa
AutoDock Tools, en donde se eliminaron las moléculas de agua, se agregaron
hidrogenos polares y se guardo la proteina en formato PDBQT. Para establecer las
coordenadas generales de la caja, se tomaron como referencia los aminoacidos del
sitio de union de nucledtidos 369 a 376, siendo X= 20A, Y= 18A y Z= 20A en donde
se unié el ligando natural. Y basado en el aminoacido Val®’3, se predijo el centro de la
caja en X=88A, Y= 121A, z= 115A.

El ligando natural adenosin trifosfato (ATP) se prepard también utilizando la
herramienta AutoDock Tools agregandole hidrogenos polares y asignando enlaces
rotativos. Tanto la proteasa Lon como su ligando natural ya acondicionados se
guardaron en formato PDBQT para poder realizar el acoplamiento molecular.
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5.7.2. Docking entre la proteina Lon y su ligando natural ATP.

Para poder obtener un punto de referencia de la energia de unién que pudiera haber
entre la proteasa Lon y un ligando, se realiz6 un docking de la proteasa con su ligando

natural, el adenosin trifosfato ATP, utilizando la herramienta AutoDock Vina.

5.7.3. Docking masivo entre la proteasa Lon de Acinetobacter baumannii y

compuestos con potencial de union a la proteasa.

Se utiliz6 una libreria de compuestos comerciales similares a farmacos, la cual
contiene 546.003 compuestos a partir de la base de datos ZINC disponible en el
servidor TACC de la Universidad de Texas (https: //drugdiscovery.tacc.utexas.edu/#/),
para realizar la busqueda de compuestos con potencial unién o afinidad por la
proteasa Lon de A. baumannii. El docking se realiz6 sobre las mismas coordenadas
anteriormente mencionadas y los resultados se clasificaron teniendo en cuenta las
energias de unién de Lon proteasa. Se obtuvieron 1000 compuestos con energia de
unién similar o superior a la obtenida entre la proteasa y su ligando natural (adenosin
trifosfato ATP). De estos resultados fueron seleccionados los primeros 100
compuestos para poder realizar andlisis de propiedades farmacocinéticas in silico
ADMET (Absorcidn, Distribucion, Metabolismo, Excrecion y Toxicidad).

5.8 Prediccion in silico de caracteristicas farmacocinéticas de los mejores

compuestos obtenidos.

Las propiedades farmacocinéticas ADMET (absorcién, distribucion, metabolismo,
excrecion y toxicidad) fueron predichas usando el servidor pkCSM
(http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/), el cual es una herramienta utilizada para
predecir y optimizar las propiedades farmacocinéticas y de toxicidad de moléculas
pequefias que se basa en firmas graficas basadas en la distancia, prediciendo 30
propiedades farmacocinéticas ADMET, de las cuales las mas adecuadas e
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importantes en el desarrollo de una molécula farmacolégicamente eficaz fueron
escogidas dependiendo de la division asi: Absorcion (Permeabilidad en las células de
adenocarcinoma de colon humano (Caco-2), absorcion intestinal humana (HIA), y
Sustrato de glicoproteina P), en Distribucion (unién a proteinas plasmaticas (PPB),
paso a traves de la barrera hematoencefalica (BBB)), en Metabolismo
(inhibidor/sustrato de isoformas que hacen parte del complejo citocromo p450
(CYP450)), en Excrecidn (Sustrato de OCT2 Renal), y para Toxicidad (mutagénesis
AMES, Inhibicién de canales (hERG I,ll), toxicidad oral aguda y hepatotoxicidad). Para
llevar a cabo el andlisis in silico se utilizaron los primeros 100 compuestos obtenidos
del docking masivo con la biblioteca ZINC disponible en el servidor TACC de la
Universidad de Texas que mostraron una energia de unién mayor a -7.0 Kcal/mol, la
cual es superior a la mostrada por el ligando natural de Lon proteasa en el docking

con la proteina.

5. Resultados

5.1. Identificacién y localizacion del gen que codifica para la proteina Lon de A.

baumannii mediante estudios in silico.

Posterior a la busqueda, la base de datos NCBI arrojo los resultados encontrados para
el genoma de Acinetobacter baumannii cepa AB 307-0294, permitio identificar una
secuencia con 2430 nucledtidos que codifica para la proteina Lon como su producto
principal. También se identificO la region dentro de todo el genoma donde se

encuentra ubicado el gen Lon (Figura 5).
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Figura 5. Ubicacién del gen Lon dentro de la secuencia gendémica completa de Acinetobacter baumannii.

5.2. Busqueda de la secuencia de aminoéacidos de la proteina Lon.

La herramienta arrojo los resultados encontrados dentro de las bases de datos, en

donde se pueden visualizar diferentes proteinas tanto humanas (Figura 6A), como

bacterianas (Figura 6B), organizadas de acuerdo al porcentaje de identidad o similitud

con la proteina problema, en este caso la proteasa Lon de Acinetobacter baumannii.
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DNA-binding ATP-dependent protease La [Klebsiella pneumoniag] Klebsiella pneumoniae 1649 1649 100% 00 10000% 809 SSW82602.1

d tidase La [Mor: bacterium] Moraxellaceae bacterium 1556 1556 100% 00 95.06% 809 MBH2029639.1

endopeptidase La [Acinetobacter baumannii] Acinetobacter baumannii 1548 1548 100% 00 9456% 809 MBC9230554.1

endopeptidase La [Gammaproteobacteria bacterium] Gammaproteobacteria bacte... 1524 1524 100% 0.0 9357% 808 NOZ97081.1

d tidase La [Pseudomonadales bacterium RIFCSPHIGHO2 12 _FULL 40_16] Pseudomonadales bacteriu... 1521 1521 100% 00 93.83% 809 OHC244011

endopeptidase La [Moraxell: bacterium] Moraxellaceae bacterium 1514 1514 96% 00 9553% 783 MBH20014291

d tid, La [Acinetobacter hwoffii] Acinetobacter Iwoffii 1502 1502 100% 00 9258% 808 NGP420141

endopeptidase La [Gammaproteobacteria bacterium] Gammaproteobacteria bacte... 1501 1501 100% 0.0 92.58% 808 NLN5B8143.1

hypothetical protein ACD_6C00428G0005 [uncultured bacterium] uncultured bacterium 1499 1489 100% 00 9258% 808 EKE235551

dopeptidase La [Acinetobacter shaoyimingii] Acinetobacter shaoyimingii 1496 1496 100% 00 9221% 808 NHB58404.1

endopeptidase La [Acinetobacter wanghuae] Acinetobacter wanghuae 1481 1491 100% 00 91.84% 808 MQWS3327 1

endopeptidase La [Serratia sp S18] Serratia sp. S1B 1450 1450 100% 00 89.00% 809 WP_116727322 1

endopeptidase La [Alkanindiges illinoisensis] Alkanindiges illingisensis 1266 1266 99% 0.0 76.95% 807 WP_134245533.1

endopeptidase La [Moraxell: bacterium] Moraxellaceae bacterium 1266 1266 99% 00 7683% 807 RYY807341

d tid La |, hydrocarboniclasticus] Alkanindiges hydrocarbonicl... 1264 1264 99% 0.0 77.20% 807 WP _076878370.1

endopeptidase La [Alkanindiges illinoi: is] Alkanindiges illinoisensis 1261 1261 99% 00 76.58% 807 WP_026470929 1

endopeptidase La [Moraxell bacterium HYN0045] Moraxellaceas bacterium H 1234 1234 98% 0.0 74.88% 813 AXI024391

d tidase La [Candidatus Saccharibacteria bacterium] Candidatus Saccharibacteri... 1213 1213 97% 00 75.09% 812 MBC7752120.1

Figura 6. A) Resultados arrojados por el BLAST, la flecha sefiala el porcentaje de identidad o similitud de proteinas
humanas encontradas con la proteina problema. B) Resultados arrojados por el BLAST para proteinas bacterianas con

similitud a la proteasa Lon.

De estos resultados se escogieron 4 proteinas con el mayor porcentaje de similitud
para realizar luego el alineamiento multiple de secuencias junto con la proteasa Lon,
de las cuales las proteinas que resultaron escogidas fueron una proteasa Lon humana
(lon protease homolog 2, peroxisomal isoform X2) con un 51.40% de identidad de
secuencia, una proteasa Lon de Escherichia coli (Lon protease [Escherichia coli str.

K-12 substr. MG1655]), una proteasa dependiente de ATP de Klebsiella pneumoniae
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(DNA-binding ATP-dependent protease La) con cerca de un 100% de identidad o
similitud de secuencia, y una endopeptidasa de Gammaproteobacteria bacterium
(endopeptidase La) con un 93.57% de identidad de secuencia con las cuales se

realizo el alineamiento multiple de secuencias.

5.3. Caracteristicas generales de la proteina Lon en Acinetobacter baumannii

5.3.1 Composicion de aminoéacidos

Se determin6 mediante la base de datos UniProt que la secuencia de la proteina Lon

consta de 809 aminoacidos y las propiedades fisicoquimicas de la proteina fueron

establecidas con ayuda de la herramienta ProtParam.

Tabla 1. Composicién de aminoacidos en la estructura de la proteina Lon de A. baumannii

AMINOACIDOS | RESIDUOS | PORCENTAJE
Alanina (A) 72 8.9%
Arginina(R) 45 5.6%

Asparagina(N) 36 4.4%

Acido aspartico(D) 49 6.1%

Cisteina(C) 3 0.4%

Glutamina(Q) 28 3.5%
Acido glutamico (E) 76 9.4%
Glicina (G) 46 5.7%
Histidina (H) 17 2.1%
Isoleucina(l) 49 6.1%
Leucina (L) 87 10.8%
Lisina (K) 62 7.7%
Metionina(M) 23 2.8%
Fenilalanina (F) 19 2.3%
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Prolina (P) 34 4.2%
Serina (S) 38 4.7%
Treonina(T) 36 4.4%
Triptofano(W) 2 0.2%
Tirosina(Y) 18 2.2%
Valina(V) 69 8.5%
Pirrolisina (O) 0 0.0%
Selenocisteina(U) 0 0.0%

Segun los resultados obtenidos por Protparam, se encontré que el aminoacido de
mayor abundancia es la Leucina (L), que consta de 87 residuos equivalente a un
porcentaje del 10.8% de todos los amino&cidos en la estructura proteica. La leucina
es clasificada como alifatica e hidrofobica. El segundo aminoacido mas abundante es
el &cido glutamico (E) que consta de 76 residuos equivalentes a un 9.4%. El acido
glutdmico es clasificado como hidrofilico y alifatico. El tercer aminoacido mas
abundante es la Alanina (A) que consta de 72 residuos equivalentes a un porcentaje
de 8.9 %. La Alanina se clasifica como hidrofébica y alifatica.

5.3.2 Carga
El pl o punto isoeléctrico (pH al que la proteina tiene carga neta cero) calculado para
la proteina hipotética fue de 5.62. También se determiné que la proteina tiene 39

residuos cargados positivamente (Arg + Lys) y 37 residuos cargados negativamente
(Asp + Glu).

5.3.3 Peso molecular

El peso molecular calculado para la proteina Hipotética fue de 90127.57 daltons

5.3.4 Composicion atbmica
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El programa Protparam calculé la férmula quimica y el nimero de atomos de la

proteina. Los valores se pueden observar en la tabla a continuacion:

Tabla 2. Composicion atémica de la proteina Lon de A. baumannii

Elemento NUumero de atomos | Formula quimica

Carbono C 6492

Hidrégeno H 6492

Nitrogeno N 1106 986 G4s2 dee 126 26
Oxigeno O 1216

Azufre S 26

Total &tomos 12820

5.4. Alineamiento multiple entre secuencias de proteinas Lon (A. baumannii,

humanas u ortélogas).

A primera vista se muestran los resultados del alineamiento multiple de secuencias,
donde se encuentran secuencias de aminoacidos conservadas y en las que muestran
interlineado continuo, secuencias no conservadas. Cabe resaltar que la secuencia de
A. baumannii mostré un mayor porcentaje de identidad con proteasas y proteasas
dependientes de ATP de bacterias Gram negativas como lo son Klebsiella
pneumoniae (Proteasa La dependiente de ATP que se une al ADN, 100%),
Gammaproteobacteria bacterium (Endopeptidasa La, 93.56%), y Escherichia coli
(Proteasa Lon, 54.85%), a la vez que el porcentaje de identidad de secuencia fue
menor entre la secuencia de la proteasa Lon de A. baumannii con la proteasa Lon

ortdloga mas cercana al humano (Lon proteasa, 39.57%).
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Figura 7. Alineamiento multiple de secuencias por Mult Alin. La secuencia numerada como 1 corresponde a la
proteasa Lon de A. baumannii, la nimero 2 proteasa La de K. pneumoniae, la nimero 3 endopeptidasa La de G.
bacterium, la nimero 4 proteasa Lon de E. coli, y la nimero 5 proteasa Lon Humana. El corchete naranja
representa al motivo que hace parte del dominio Familia de Atpasas asociadas con diversas actividades
celulares (AAA), el corchete amarillo el motivo encontrado por Scanprosite que esté presente en el dominio

proteolitico y el corchete azul al motivo que hace parte del dominio proteolitico.

Los motivos y dominios hallados en programas como Scanprosite y Pfam son
importantes para determinar el lugar donde se lleva a cabo la activacion de las
funciones de la proteasa Lon de manera especifica dentro de la secuencia de

aminoacidos de la proteasa.

Se determinaron con la ayuda de los programas Pfam y ScanProsite tres dominios
importantes dentro de la secuencia de la proteasa Lon, estos son los dominios Lon N-
terminal, dominio proteolitico, y un dominio presente de la familia de ATPasas (Figura
8A), estos dominios encontrados dan una orientacion acerca de las funciones
biologicas que la proteina cumple dentro de la bacteria Acinetobacter baumannii como
su funcion proteolitica, asi como también de las proteinas pertenecientes a esta

familia de serin proteasas que poseen otras bacterias.
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Figura 8. A) Dominios encontrados en Pfam, donde se observan tres dominios importantes; los dominios Lon N-
terminal de color rojo, dominio presente de la familia de ATPasas de color azul y dominio proteolitico de color
verde. B) Dominios encontrado en Scan prosite, donde se observa el dominio N-terminal de color gris , en color
azul se observa el dominio proteolitico y ademas los rombos de color rojo posicionados en dicho dominio

representan los sitios activos importantes.

Los motivos subrayados de color naranja representaran la secuencia de Acinetobacter
baumannii. En la figura (A) se sefala el motivo GPPGVGKT encontrado en la
literatura, que hace parte del dominio de la familia de ATPasas asociadas con diversas
actividades celulares, presente en todas las secuencias analizadas. Este dominio ha
sido descrito entre las posiciones 583 a 787, y dentro de éste se encontrd el motivo
previamente mencionado que comprende de la posicion 676 a 683. Al realizar la
busqueda también se encontrd el dominio proteolitico, el cual se ubica de la posicion
601 a 800, en este dominio se encuentran los sitios activos importantes para la funcion
de la proteasa Lon como el descrito en la figura 9 (B), el cual fue encontrado mediante
el programa Scanprosite con la secuencia de aminoacidos “DGPSAGLAL” ubicado
de la posicion 698 a 706, este motivo solamente se identificé en 3 de las 5 secuencias
de proteinas ortélogas analizadas en el alineamiento mudltiple: Acinetobacter
baumannii, Klebsiella pneumoniae y Gammaproteobacteria bacterium. EIl ultimo
motivo que también se encuentra en el dominio proteolitico, con la secuencia de
aminoacidos “KDGPSA” encontrado en la posicion 697 a 702, el cual se encontraria
en todas las secuencias excepto en la humana, en este motivo se destacan los
aminoacidos serina (S) y lisina (K) que hacen parte del sitio activo. Al observar las dos
secuencias del dominio proteolitico tienen la secuencia de aminoacidos “DGPSA” en

comun.
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[Homa LAVROLENNLKGPILCFYGPPGVGKT SVERSVAKTLGREFHRIALGGVCDQSDIRGHRRT 372
[Escherichia LAVOSRVHNKIKGPILCLVGPPGVGKT S LGOS TAKATGREYVRMALGGVRDEAEIRGHRRT 3597
[Acinetobacter LAVOSRVEKLKGPILCLYVGPPEVEKT S LGESVAKATGREFVRMALGGVRDEAEIRGHRRT 41@
[Klebsiella LAVOSRVEKLKGPILCLVGPPGVGKT S LGESVAKATGREFVRMALGGVRDEAEIRGHRRT 41@
[Gammaprotecbacteria LAVOSRVEKLRGPILCLVGPPGVGKTSLGESIAKATGREFVRMALGGVRDEAEIRGHRRT 483
FEEa T RERFR G ERERFXEIRRE oK FokFr FE e FakEFkFk Koo FEREREE
B
[Homo s e 585
[Escherichia FYEKRDIHVHVPEGATPKDGPSAGIAMCTALVSCLTGNPVRADVAMTGEITLRGQVLPIG 717
[Acinetobacter RFEETOVHVHLPEGATPKDGPSAGLALTTALVSAFTGIAIRPDIAMTGETSLGERAMRIG 731
[Klebsiells RFEETOVHVHLPEGATPKDGPSAGLALTTALVSAFTGIAIRPDIAMTGETSLGGRAMRIG 731
[Gammaprotecbacteria RFEETOVHVHLPEGATPKDGPSAGLALTTALVSAFTGIPIRADIAMTGETSLRGNALRIG 73@
C
[Homo e T et r TP -1 |
[Escherichia FYEKRDIHVHVPEGATPEKDGPSAGIAMCTALVSCLTGHNPVRADVAMTGEITLRGOVLPIG 717
[fcinetobacter RFEETDVHVHLPEGATPEKDGRSAGLALTTALVSAFTGIAIRPDIAMTGETSLGGRAMRIG 731
[Klebsiella RFEETDVHVHLPEGATPKDGPSAGLALTTALVSAFTGIAIRPDIAMTGETSLGGRAMRIG 731
[Gammaprotecbacteria RFEETDVHVHLPEGATPKDGPSAGLALTTALVSAFTGIPIRADIAMTGETSLRGNALRIG 738

Figura 9. Alineamiento multiple de secuencias y motivos encontrados. A) Motivo que hace parte del dominio
Familia de Atpasas asociadas con diversas actividades celulares (AAA). B) Motivo encontrado por Scanprosite
gue hace parte de las bacterias Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae, Gammaproteobacteria
bacterium. C) Motivo encontrado en la literatura que hace parte de las bacterias Escherichia coli, Acinetobacter

baumannii, Klebsiella pneumoniae, Gammaproteobacteria bacterium.

5.5. Prediccién y modelamiento de estructuras secundaria y terciaria de la

proteina Lon de A. baumannii.

Para el modelamiento de la estructura secundaria se usé el programa GOR IV (Figura
10), donde en la composicién de la estructura proteica predominan las Hélices alfa:
424 aa con un porcentaje del 52,41%, seguido de random coil: 300 aa con un

porcentaje de 37.08% y finalmente laminas : 85 aa con un porcentaje del 10.51%.

[:] 188 288 300 4688 ilil) 6oa
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Figura 10. Estructura Secundaria por GOR IV (Visualizacion gréafica de la prediccion). Azul: hélice a, Rojo:

cadena extendida (hélice ), Morado: otros estados (desorganizados).

Para el modelamiento de la estructura terciaria de la proteina Lon, la herramienta
SWISS-MODEL proporciona estructuras de proteinas de otros microorganismos que
pueden servir como molde, en este caso se utilizd la proteina Lon de Escherichia coli
coédigo PDB: 6u5z, como molde o plantilla para modelar la estructura 3DE de la
proteasa Lon de A. baumannii la cual se compone de 6 subunidades en forma de
hélice ensambladas. Se obtuvieron 5 posibles modelos, de los cuales se seleccioné
el modelo 1 debido a sus puntajes de GMQE-score y QMEAN Z-score que aseguran
un buen nivel de calidad y confiabilidad del modelo predicho, por las caracteristicas
ya mencionadas. El modelo escogido presenté un GMQE-score de 0,62, y QMEAN Z-
score de -0,34. Por otro lado, la “identidad” muestra el nUmero de aminoacidos
alineados, en este caso la identidad corresponde a un 55.41%. De igual forma los
resultados de SWISS-MODEL mediante la prediccién de funcion y sitios de ligando

permitieron determinar que la proteasa Lon exhibe sitios de unién al ATP desde el

residuo 369 a 376 y el sitio activo de la proteina se encuentra en los residuos 693 y
736.

Figura 11. Modelo tridimensional de la proteasa Lon de Acinetobacter baumannii realizado mediante la
herramienta SWISS-MODEL. A. Modelo 3DE ensamblado con dominios N-terminal, proteolitico y de unién al

ATP. B. Sitio de unién al ATP. C. Sitios activos del dominio proteolitico.
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5.6. Validacion del modelo estructural (3DE) y busqueda de sitios
activos/cataliticos.

La validacion estructural del modelo se realizé por medio de ProSA-web, y arrojé un
puntaje Z éptimo de -11.21, este puntaje indica que el modelo tiene una calidad
razonablemente buena ya que se encuentra dentro del rango de puntajes tipicamente
encontrados en proteinas nativas ya descritas en PDB y que poseen un tamafo
similar. También se representa la energia en funcién a la posicion de los residuos de
aminoacidos, indicando que la estructura no tiene partes problematicas o erroneas 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 altimo, la
validacién de la estructura 3D visualizada en Jmol, 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.

X-ray
. NMR

Knowledge-based snergy
o

789 Lowest energy I M Highest energy

Figura 12. Validaciéon del modelo mediante ProSA-web. A. Gréfico de Z-score. B. Gréfico de energia de residuos.

C. Representacion visual de la energia en la estructura tridimensional mediante Jmol.

En cuanto a la validacion de la estabilidad y propiedades estereoquimicas del modelo
el grafico de Ramachandran mostré que la estructura no tenia una cantidad importante

de errores o posiciones inusuales de los aminoacidos en cuanto a las posibles
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torsiones o giros que podrian tener los angulos Phi y Psi en la formacion de la
estructura secundaria de la proteina. La mayoria de los residuos se encontraban
dentro de las regiones favorables, permitidas y generosamente permitidas, para la
proteasa Lon 86.5% de los residuos de aminoécidos se encuentran en regiones
favorables, 13.1% en regiones permitidas, 0.4% en regiones generosamente
permitidas y 0% en regiones no permitidas estos resultados indican que la

conformacién del modelo es estable y de buena calidad estequiométrica (Figura 13).

Psi (degrees)

Phi (degrees)

Figura 13. Grafico de Ramachandran mediante servidor PROCHECK. 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.

5.7 Docking molecular entre la proteasa Lon de Acinetobacter baumannii y

posibles ligandos.

La busqueda se realiz6 utilizando el motivo de unidn a nucledétidos de la proteasa Lon,
residuos 369 a 376, utilizando el software AutoDock Vina, primero que todo se hizo el

acoplamiento entre la proteasa Lon y su ligando natural adenosin trifosfato ATP con
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el objetivo de conocer la energia de acoplamiento o unién para 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/#/).
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Figura 14. Caja y coordenadas sobre las cuales se realiz6 el docking molecular.

Los resultados obtenidos mediante el docking molecular realizado con la libreria ZINC
permitieron identificar cerca de 1000 compuestos que presentaron afinidad por la
proteasa Lon con energias de unién entre -7.8 a -6.8 Kcal/mol. De estos 1000
compuestos se seleccionaron los 100 primeros cuya energia de union fue mayor de -
7.0 Kcal/mol, a los cuales se les realiz6 andlisis de las caracteristicas farmacocinéticas
ADMET in silico.

5.8. Andlisis de propiedades farmacocinéticas ADMET en los compuestos con

mayor energia de unién ala proteasa Lon de A. baumannii.

En el desarrollo de una molécula farmacolégicamente eficaz las propiedades

farmacocinéticas tales como absorcion, distribucién, metabolismo, excrecion y

toxicidad (ADMET) son fundamentales. El servidor pkCSM permitié determinar un total
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de 30 propiedades por cada compuesto, de las cuales para este caso fueron
seleccionadas 18, las cuales son esenciales y mas utilizadas para el desarrollo y
disefio de farmacos: Caco-2, HIA, Sustrato de glicoproteina P, unién a proteinas
plasmaticas (PPB), paso a través de la barrera hematoencefalica (BBB),
inhibidor/sustrato de isoformas que hacen parte del complejo citocromo p450
(CYP450), Sustrato de OCT2 Renal, mutagénesis AMES, Inhibicion de canales
(hERG 1,11), toxicidad oral aguda y hepatotoxicidad. Para el apartado de absorcién por
via oral (HIA, Caco-2 y Sustrato de glicoproteina P) se tuvo que en cuanto a HIA, una
de las caracteristicas mas importantes en el desarrollo y descubrimiento de farmacos
orales, la mayoria de compuestos presentaron un alto porcentaje en la absorcion
mayor del 30%, y compuestos tales como ZINC0O00000344145, ZINC000034924974,
ZINC000005006669 y ZINC000003435531 presentaron porcentajes de absorcion
intestinal mayores al 90% (99.20%, 96.97%, 94.08%, 94.08% respectivamente). En
cuanto a Permeabilidad Caco-2, 50 de los 100 compuestos presentaron valores

mayores a 0.90 que se traducirian en una alta permeabilidad de Caco-2.

Dentro del parametro de unién a proteinas plasmaticas compuestos tales como
ZINC000007996455, ZINC000014988512, ZINC000004710802 y
ZINC000065341879 obtuvieron valores bajos de la fraccién que no se une al plasma,
es decir, que la mayor parte de estos compuestos mencionados se unen casi
completamente a proteinas séricas. De igual manera otro marcador de distribucion es
la P-gp transportador que limita la penetracion en varios tejidos, que de acuerdo con
los resultados 43 de los 100 compuestos son sustratos de esta glicoproteina, de otro
lado la mayoria de compuestos muestran una baja permeabilidad de la barrera
hematoencefédlica salvo algunos pocos como  ZINC000000984000 o
ZINC000007030119 que tienen una buena permeabilidad (0.691 y 0.907

respectivamente).

En los pardmetros que describen el apartado de metabolismo, la inhibicion de la
CYP450 particularmente las isoformas CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 y
CYP1A2, los resultados muestran que la mayoria de compuestos no inhiben a estas
isoformas salvo algunos en donde hay wuna inhibicion parcial como en
ZINC000000984000 y ZINC0O00007030119 (Anexo 2). Para el parAmetro de excrecion
medido por la probabilidad ser o no un sustrato de OCT2 Renal, la mayoria (97) de
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los compuestos no son sustratos de OCT2, solo ZINC000007030119,
ZINC000100318276 y ZINC000004625446 son probables sustratos (Anexo 2).

Los resultados obtenidos para el apartado de toxicidad en los parametros de
mutagénesis AMES, inhibicién de los canales hERG | y Il y toxicidad oral aguda,
permiten determinar que la mayoria de compuestos presentan una baja probabilidad
de generar toxicidad, a excepcion del parametro de hepatotoxicidad, en donde 58

compuestos tienen probabilidad de ser hepatotdxicos.

Teniendo en cuenta las energias de unidn, junto con los resultados de ADMET
anteriormente mencionados y principalmente los siguientes parametros analizados
HIA, PPB, sustrato OCT2, inhibicion CYP34A, mutagénesis AMES, toxicidad oral
aguda y hepatotoxicidad de los 100 compuestos analizados se seleccionaron los
siguientes 5 compuestos ZINC000003435531, ZINC000005006669,
ZINC000034924974, ZINC000000426267 y ZINC000041721989 por su potencial
para ser usados en estudios in vitro como posibles inhibidores de la proteina Lon de

Acinetobacter baumannii.
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Figura 15. Propiedades farmacocinéticas ADMET

Resultados de ADMET para 5 compuestos potenciales candidatos a inhibidores de la proteina Lon de Acinetobacter baumannii.
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Lon Keal/mol Caco-2 (HIA) gicop Plasmaticas | cefalica CYP2D6 | CYP3A4 | CYP2C9 |CYP2C19 | CYP1A2 | Renal hERGI | hERGII | Aguda

ATP -0 -0.575 20127 Sl 0.483 -2.751 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO 2424 NO
ZINC000003435531 -4 1.168 94.079 NO 0.294 -0.251 NO NO NO NO NO NO Sl NO NO NO NO 2168 NO
ZINC000005006669 -14 1.34 94.079 NO 0.276 -0.251 NO NO NO NO NO NO Sl NO NO NO NO 1191 NO
ZINC000034924974 713 1.326 96.97 Sl 0.225 -0.38 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO 2.269 NO
ZINC000000426267 -12 0.95 92459 Sl 0.324 -0.212 NO NO NO NO NO NO Sl NO NO NO NO 2.283 NO
ZINC000041721989 7.2 1.041 93.255 NO 0.191 -0.437 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO 2.304 NO
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6. Discusion

En la actualidad el avance en la formulacion y descubrimiento de compuestos o
antibidticos eficientes se ve afectado principalmente por la resistencia que presentan
muchos microorganismos patégenos de interés clinico frente a los compuestos que
se utilizan de forma tradicional en su tratamiento, tal como es el caso recientemente
de Acinetobacter baumannii, el cual se ha convertido en un patégeno emergente,
generando preocupacion frente a la falta de recursos clinicos para su tratamiento, lo
gue ha generado un problema por el incremento de casos relacionados a infecciones
asociadas a la atencion en salud (IAAS). Partiendo de la problematica enfocada, en
el desarrollo de este estudio se realiz6 una caracterizacion in silico de la proteina Lon
de Acinetobacter baumannii como posible blanco terapéutico e identificacion de
compuestos mediante docking molecular que pudiesen llegar a ser potenciales

inhibidores de la proteina Lon.

Dentro del genoma de A. baumannii se encontré un gen que codifica para la proteina
Lon, lo que resulta algo comun en bacterias Gram negativas, pues también como se
pudo observar en nuestros resultados del BLAST y alineamiento mudiltiple de
secuencias realizado, son las que mayor porcentaje de similitud presentan entre si,
como E. coli y K. pneumoniae, esto puede ser debido a que este tipo de bacterias
emplean estas proteinas en funciones especificas muy similares a las que cumple en
A. baumannii y a su conservacion entre especies a lo largo del tiempo, pues dentro
de estos resultados comparten ancestros comunes evolutivos, por ejemplo en
Escherichia coli la proteasa Lon esta bien caracterizada y regula la homeostasis
celular a través de la degradaciéon de proteinas anormales o en Pseudomonas
aeruginosa, donde Lon es importante para controlar la virulencia, la resistencia a los
antibiéticos y la respuesta al estrés como lo describe en sus resultados de estudio

Muselius B et al 2.

La proteina Lon hace parte de la familia de proteasas dependientes del ATP, pues al
analizar las caracteristicas de los resultados, se encontré que dicha proteina presenta
3 dominios principales, dominio N-terminal, dominio ATPasa y un dominio proteaolitico,
este Ultimo caracterizado por presentar una diada catalitica serina-lisina para la
proteina Lon de A. baumannii en los aminoacidos Serina 693 y Lisina 736 (S693 y

K736). Las proteasas Lon se pueden dividir en dos subfamilias, LonA y LonB, que de
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acuerdo a nuestros resultados se puede inferir que la proteina Lon de A. baumannii
hace parte de la subfamilia LonA, esto debido a que la subfamilia LonA se define por
la presencia de un gran dominio N-terminal, mientras que la subfamilia LonB no tiene

tal dominio 63,

En cuanto a la estructura 3DE resultante se aprecia que la proteina Lon de A.
baumannii esta conformada por 6 subunidades ensambladas en forma de anillos, algo
caracteristico y representativo de este tipo de proteasas en las bacterias ya que
funcionan como ensamblajes oligoméricos, como lo ha descrito Park S et al en los
resultados de su estudio con la estructura de la proteasa Lon de Escherichia coli,
describiendo también que los Lons bacterianos forman anillos que constan de seis
subunidades, como ha sido ya descrito para la proteasa Lon de E. coli o la proteasa
Lon de Brevibacillus thermoruber que poseen esta caracteristica ¢4, este tipo de
conformacién particular se podria deber principalmente por las interacciones del
pequefio dominio a que interactua con el dominio a / B de la subunidad adyacente.
Estos conjuntos se estabilizan mediante la union de ATP y, en muchos casos, la
hidrolisis de ATP requiere el estado de hexamero ensamblado, el nucleétido se une
en una hendidura formada por los dominios a 'y a /8 de una subunidad, pero al menos
un residuo, generalmente una arginina (denominada "dedo Arg"), de la subunidad
adyacente sobresale hacia el sitio de unién del nucleétido y puede activar la hidrolisis
de nucleétidos 3. La estructura predicha ademas presentdé un alto nivel de
confiabilidad determinados por puntajes dados por el programa (GMQE-score de 0,62,
y QMEAN Z-score de -0,34) que aseguran un buen nivel de calidad y credibilidad del
modelo predicho, esto se corrobora ademas con los puntajes Z obtenidos mediante la
validacién del modelo por ProSAweb (-11.21) el cual indica 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 tamaifio similar, una caracteristica positiva en un estudio de
este tipo, ya que no se habian realizado anteriormente enfocados hacia la proteina

Lon de A. baumannii .

Por medio de docking molecular se identificaron moléculas o compuestos con afinidad
por la proteina Lon de Acinetobacter baumannii en este estudio por primera vez para

este microorganismo, puesto que se han realizado estudios tomando a la proteina Lon
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como posible blanco terapéutico, pero en otros microorganismos también de
importancia clinica. Los resultados de la prediccion de propiedades farmacocinéticas
ADMET, especialmente de los parametros mas importantes tales como HIA, PPB,
sustrato OCT2, inhibicion CYP34A, mutagénesis AMES, toxicidad oral aguda y
hepatotoxicidad son determinantes para el disefio racional de farmacos y en la
seleccion de compuestos viables para el desarrollo de nuevos tipos de terapias
alternativas a las convencionalmente utilizadas, que para este caso de entre todos los
compuestos identificados permiti6 sobresaltar a ZINC000003435531,
ZINC000005006669, ZINC000034924974, ZINC000000426267 y
ZINC000041721989 como compuestos potenciales en el desarrollo de inhibidores
para la proteina Lon de Acinetobacter baumannii, y donde quedan como principal
opcion propuesta para posibles estudios futuros de su mecanismo de inhibicion de la
proteasa y lograr asi mecanismos de tratamiento o terapias alternativas a los
antibidticos y farmacos actuales que poseen resistencia frente a infecciones de este
microorganismo patégeno y que en la actualidad se esta convirtiendo en un dificil

problema de salud publica al cual tratar eficazmente.

7. Conclusiones

La caracterizacion y busqueda de inhibidores de la proteasa Lon en Acinetobacter
baumannii de manera in silico no solo agiliza pasos en el laboratorio; como fue
realizado en este estudio, sino que ademas es una practica de muy bajo costo en
comparacién a realizar todo el procedimiento ya sea de forma in vivo o in vitro, los

cuales son estudios que usualmente son costosos y requieren mas tiempo.

El andlisis in silico permitio predecir la estructura 3DE de la proteasa Lon, identificar
los aminoacidos que forman la region catalitica o sitio activo de la proteina Lon y
ademas este estudio permiti6 conocer la capacidad de la proteina Lon de A.
baumannii como potencial blanco terapéutico y obtener compuestos tales como
ZINC000003435531, ZINC000005006669, ZINC000034924974, ZINC000000426267
y ZINC000041721989 los cuales son viables para una posible validacion in vitro en
futuros estudios a partir de nuestro trabajo para llegar a ser potenciales inhibidores de

la proteina Lon de A. baumannii.
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8. PERSPECTIVAS

1. Dar inicio a ensayos in vitro como continuacion a lo realizado de forma in silico,
estudiando principalmente la interaccion proteina-ligando de los compuestos
resultantes del estudio para la fabricacion futura de un farmaco que tenga como

funcidn la inhibicion de la proteina Lon en A. baumannii.
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10. Anexos

1. Compuestos con afinidad de unién por la proteasa Lon de Acinetobacter baumannii, obtenidos mediante docking molecular.

Se presentan los compuestos obtenidos mediante el docking masivo usando la libreria de compuestos ZINC y servidor TACC de la Universidad de Texas
(https: //drugdiscovery.tacc.utexas.edu/#/.)
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Cadigo ZIMNC del
compuesto

ZIMCO00036515165-11

ZIMCO002534 7143511
ZIMCO00000354000-11
ZIMCO00007030113-:1

ZIMCO00052032135-+1
ZIMCO00005343342-11
ZIMCO000434 7025311
ZIMCO00006557423-t1
ZIMCO000034 355311
ZIMCO006432 7EE57-t1
ZIMCO00003607557-+1
ZIMCO00355104325-+1
ZIMCO00005006663-+1
ZIMCO00035212314 -1

ZIMCO00035212323-11
ZIMCO00000030633-11
ZIMCO00000344145-+1
ZIMCO000002 2250611
ZIMC000007336455-11
ZIMCO00031624624~-t1
ZIMCO00052032136-t1
ZIMCO0007 2207082t
ZIMCO00000123537 -1
ZIMCO00014355512-+1

ZIMCO00035483 1651
ZIMCO00000334231-1
ZIMCO00004 710302-+1
ZIMCO00055157427-11
ZIMCO00065606337-11
ZIMCO00034324374-11
ZIMCO0007SE 7765 1-11
ZIMCO00004 71742111

ZIMC000005003329-11
ZIMCO00012274237-t1
ZIMCO00020120473-1
ZIMCO00027E628000-t1
ZIMCO002534 717EE-t1
ZIMCO00003348535-11
ZIMCO00044365134-t1
ZIMCO000356125541-11

ZIMCO002534 7115411

ZIMCO0007TE563231-11
ZIMCO00007707 34311
ZIMCO00036531463-11
ZIMCO00036531465-1
ZIMCO000057 3353511
ZIMCO000370 7373811
ZIMCO00065228114-1

ZIMCO00015213310-t1

ZIMCO00055346751-t1

Erergia

de unidn

F.zalimal
-7.8
-7.5
-7.5
-7.5
-Td
-7d

-T2
-1z
-7z

Cadiga JMC del
compuesta

ZINCO00065341573-+1
ZINCO00035348777-11
ZINCO0003585307 7311
ZINCO00016423545-11
ZINCO00035212370-11
ZINCO00010254 03511
ZINCO00036135071-11
ZINCO00036135072-t1
ZINCO00017111035-+1
ZINCO00045302607-t1
ZINCO00000156507-+1
ZINCO00001d 3525711
ZINCO000057T 3503311
ZINCO000353212315-01
ZINCO000353212313-01
ZINCO000004 2626711
ZINCO00000450701-+1
ZINCO000Z220054 3411
ZINCO00041721353-11
ZINC000000410157-11
ZINCO00065340453-11
ZINCO00100313276-11
ZINCO00100311507-t1
ZINCO00004625446-+1
ZINCO000004 T1257-11
ZINCO000041357 14 -11
ZINCO00011731131-11
ZINCO00053715803-+1
ZINCO0007364 733211
ZINCO0007S163265-11
ZINCO00554536503-11
ZINCO000007 7336611
ZINCO00005556071-t1
ZINCO00072333120-t1
ZINCO00012425255-+1
ZINCO00072T70048-t1
ZINCO00001563585-+1
ZINCO00003160524-+1
ZINCO00036531467-+1
ZINCO00036531470-+1
ZINCO000574 780 7d-11
ZINCO00001125500-11
ZINCO000Z22203365-11
ZINCO000364 7371311
ZINCO000001571365-11
ZINCO00013543553-+1
ZINCO00039405641-+1
ZINCO0007S505253-11
ZINCO00037I01542-11
ZINCO00013327030-+1

Erergiade
uridn
F.zalimal
-T2
-T2
-T2
-T2
-T2
-T2

T
71

Cadiga ZINC del
compuesto

ZINCO00011303571-11

ZINCO00035416323-11
ZINCO00001707 3511

ZINCO00005183 75611
ZINCO00072373707-11
ZINCO000358530405-11
ZINCO00Z17 70832311
ZINCO00685937504-11
ZINCO00032511773-+1

ZINCO00033555084 11
EINCO000853477S7-11
EINCO00004155410-t1

EINCO00008440300-11
ZINCO0003 7104 73711
EINCO00ID1S15352-11

ZINCO00055363541-11
ZINCO0000014:3552-11
ZINCO00005072556-11
ZINCO00003303541-11
ZINCO000045131258-11

ZINCO00006740524-11
ZINCO00005335549-11
ZINCO00023641035-+1
ZINCO00037104530-t1
EINCO00100528650-+1
EINCO00100631332-11

ZINCO00005454023-11
ZINCO00001036521-11

ZINCO000Z20131380-1

ZINCO00005001130-1

ZINCO000154 3616711

ZINCO0000164 245611
ZINCO00000121455-t1

ZINCO00000161397-t1

ZINCO00032553512-t1
ZINCO00023625302-t1
ZINCO00004305525-11
EINCO000163d6454-+1
EINCO00035054 7d5-11
EINCO00036312315-1

EINCO001057 3711511

ZINCO00003545546-11
ZINCO00004052150-11
ZINCO00005602564-11
ZINCO00043595 72311
ZINCO00Z33555552-11
ZINCO00Z553399350-11
ZINCO00000145254-11
ZINCO00001683596-+1
ZINCO00002563651-t1

Erergiade
unidn
F.zalimal
-7
-7
-7
-7
-7
-7
A
-T1
-T1
-T1
-7
-7
-7
-7
-7
-7
-7
-7
-7
-7
A
-T1
-T1
-T1
-7
-7
-7
-7
-7
-7
-7
-7
-7
A
-T1
-T1
-T1
-7
-7
-7
-7
-7
-7
-7
-7
-7
-7
-7.0
-7.0
-T.0

Cadigo £IMNC del
compuesta

ZINCO00004555410-11
ZINCO00004771260-11
ZINCO000054 7163311
ZINCO000T153 140311

ZINCO000T 7S 7E40-1

ZINCO000122 7423511
ZINCO00016T TE351-11

ZINCO00013205031-1

ZINCO00038343241-11
ZINCO0000673004-+1
ZINCO0000330:E603-11
ZINCO000201204713-1

ZINCO00034:3:33303-11
ZINCO00006225165-11
EINCO00007 77348411
ZINCO000135 7355511
ZINCO00033334731-11
ZINCO00045534767-11
ZINCO00006342932-11
ZINCO0000634 23611
ZINCO00426711282-11

ZINCO00004272372-11
ZINCO00045554030-11
ZINCO000337S6150-t1
ZINCO00003014630-11
ZINCO000035T7045-11
EINCO000ZE5333587-11
EINCO0007TZ207085-11
EINCO000E 7O 70S6-11
ZINCO0053593T550-11
ZINCO00036023051-11
ZINCO00005 70033511
ZINCO00003997302-11
ZINCO000Z0255 14411
ZINCO00020457373-11
ZINCO00534634596-11
ZINCO00021358067-t1
ZINCO000364 7625111
ZINCO00126451585-+1

ZINCO0000015734-3-11
ZINCO00004505224-11
ZINCO000Z1654333-11
EINCO000ZZ211463-11

ZINCO00000171368-11

ZINCO00000171377-1

ZINCO00005393377-11
ZINCO00003516267-1

ZINCO000747I7531-11
ZINCO00036132185-+1

ZINCO00036501514-t1

Erergiade
unidn
F.zalimal
-7.0
-7.0
-7.0
-7.0
-7.0
-7.0

-7.0
-7.0
-7.0
-7.0
-7.0
-7.0
-7.0
-7.0
-7.0
-7.0
-7.0
-1.0
-1.0
-7.0
-7.0
-7.0
-7.0
-7.0
-7.0
-7.0
-7.0
-7.0
-7.0

-1.0
-7.0
-7.0
-7.0
-7.0
-7.0
-7.0
-7.0
-7.0
-7.0
-7.0

Cadigo ZIMNC del
compuesto

ZINCO00000Z255015-11
ZINCO00010030234-11
ZINCO00033064523-11
ZINCO000GE055T20-11
ZINCO000353457E5-11
ZINCO00000141611-11
ZINCO00002493545-11
ZINCO0003E72535330-11
ZINCO00035436440-11
ZINCO00036001547-+1
ZINCO00005EE1335-11
ZINCO00T35553245-11
ZINCO00000331330-11
ZINCO00004413485-11
EINCO000ESTE180-11
ZINCO00035001550-11
ZINCO00035003035-11
ZINCO00031032333-11
ZINCO000000457E0-11
ZINCO00035530407-11
ZINCO00Z15683425-11
ZINCO00Z25297652-11
ZINCO00003653054 11
ZINCO00030636512-t1
ZINCO000355307ET-11
ZINCO00000471115-11
ZINCO00001d 4042311
ZINCO000035826:301-11
ZINCO0000404008d 11
ZINCO00013123077-11
ZINCO00051511131-+1
ZINCO000553477E1-11
ZINCO00052525330-11
ZINCO00030396263-11
ZINCO00G06441539-11
ZINCO0000020574 711
ZINCO00000407253-11
ZINCO000025053564-11
ZINCO00022455323-11
ZINCO00T45556223-11
ZINCO00555 14862611
ZINCO000004 7732311
ZINCO000013507E3-11
ZINCO000039964 3311
ZINCO00003055654-11
ZINCO00012360267-11
ZINCO00053307616-11
ZINCO00000055460-11
ZINCO00000407317-t1
ZINCO0005 73101631

Erergiade
uridn
F.zalimal
-7.0
-7.0
-7.0
-7.0
-7.0
-7.0

70
0

Cadiga JMC del
compuesta

EINCO00013771342-11

EINCO00015545655-11
EINCO000TT 1 2426-11

ZINCO0000457 764211
ZINCO00013031256-1

ZINCO000Z22005435-11
ZINCO00000092272-11
ZINCO00000366065-11
ZINCO00003895572-11
ZINCO00100536401-1

EINCO00000230410-11
EINCO00032102173-1

EINCO000STETE201-11
EINCO00000354511-11

EINCO00054555135-11
EINCO00005332262-11
EINCO00013211373-11

ZINCO00015345450-11
ZINCO00055356013-11
ZINCO00035962371-11
ZINCO00040542115-t1

ZINCO00036312548-11
ZINCO00031251012-11

ZINCO0004 116155211

ZINCO00054555315-11
EINCO000TIEE07TZ3-11
EINCO004 2856357611
EINCO000002:36205-11
EINCO0000007 752311
EINCO00000403030-11
ZINCO000031367136-1

ZINCO00055341567-11
ZINCO0004353157130-1

ZINCO00Z16623364-11
ZINCO00003543450-11
ZINCO00132025745-t1
ZINCO0000E7ST4 7311
ZINCO00035054 75411
EINCO000Z0263562-11
EINCO00012062420-11
EINCO00000020684-11
EINCO00000113857-11

EINCO00000113853-11

EINCO00000210423-11
ZINCO00000240335-11
ZINCO00001280323-11
ZINCO00002563650-11
ZINCO00014 35755311
ZINCO000Z21361873-+1

ZINCO00032500255-11

Erergia de
unidn
Keallmal
-7.0
-7.0
-7.0
-7.0
-7.0
-7.0

Cadigo IMC del
compuesta

ZIMC00007TE503337-11
ZIMC00010004:35356-t1
ZIMCO00100553285-11
ZIMC000000135752-1
ZIMCO0000244 735411
ZIMCO00011330573-11
ZIMCO00012553602-t1
ZIMCO000284 3736011
ZIMCO000ES356049-11
ZIMCO000GTTE87 7211
ZIMNCO000TIS13226-11
ZIMNCO00036125540-t1
ZIMCO00000306 7151
ZINCO00002636202-11
ZIMCO00003507413-+1
ZIMNCO00012671365-11
ZIMCO00013010345-01
ZIMCO0001301034 7-11
ZIMCO00031653560-t1
ZIMCO000353031512-11
ZIMCO00043334671-11
ZIMCO00045534024-+1
ZIMCO000585533054 -1
ZIMCO00035236217-1
ZIMCO00T70052082-1
ZIMNCO00Z2573 743511
ZIMNCO00003212721-01
ZIMC000013335333-11
ZIMCO00013403152-11
ZIMCO00170535375-11
ZIMCO00001667342-11
ZIMC000004345632-11
ZIMC0000023770713-t1
ZIMCO00077420314-1
ZIMCO00040165578-t1
ZIMC0000434 74303-t1
ZIMCO000T 22070831
ZIMNCO00036516000-t1
ZIMCO00103 707 125-11
ZIMCO00T7611583-+1
ZIMCO00ZT7 T12555-11
ZIMCO00Z17 71413611
ZIMCO00ZT7E34105-11
ZIMC000001 74335511
ZIMC000005415223-11
ZIMCO00005615458-11
ZIMC000016355405-t1
ZIMCO00002232570-11
ZIMCO00011303704-t1
ZIMCO00020205252-+1
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Erergiade
URidn
F.zalimal
-6.3
-6.3
-6.3
-6.3
-6.3
-6.9



Cadigo ZIMC del
COMpUEsta

ZIMCO0003534 TEEE-11
EIMNCO00I03561346-11

ZINCO00253536512-11
EIMCO00253536515 -1
EIMNCO0025 735716511
EIMCO00534 35116211

ZIMCO00004345040-+1
ZIMCO0000G635025-11
EIMCO00020253433-11
ZINCO00020353 73111
EIMCO00057 34507311
EIMCO0003 705754611
ZIMCO00015 30653311
ZIMCO00017348563-+1
ZIMCO00013213553-11

EIMCO00I007 57 I06-11

ZIMCO00I0Z2672312-11

ZIMNCO00133664567 -1
ZIMCO00005730253-t1
EIMCO00013055437 -1
EIMCO00032300760-11
ZIMCO00075505241-11
EIMCO00056132156-11

ZIMCO00000235345-11
EIMCO000086 7285511
ZIMCO00012321526-11

EIMCO00023032032-11
EIMNCO00032328073-11
EIMCO0003432514 711
EIMCO00043717 14111

ZIMCO0007E533656-11
EIMCO00050524 22711
ZIMCO00000415320-+1
EIMCO00000621457 -1
ZIMCO00000333361-+1
EIMCO00007 7EITES-11
ZIMNCO00003 7013661
ZIMCO000129 750561
EIMNCO000152605 7011
ZIMCO00040436464-11
ZIMCO00040436465-11
ZIMCO00035503444-+1
EIMCO00035212310-11

ZIMCO00035236255-11
ZIMCO000071505230-1
EIMCO000024 7232511
ZINCO00012353565-11
EINCO00022023321-11
ZIMCO00053320503-11
EIMNCO00225553613-11

Energiade
unidn
Fcalimal
-6.9
-6.3
-6.3
-6.3
-6.3
-6.3
-6.3
-6.9
-6.3
-6.9
-6.3
-6.3
-6.3
-6.3
-6.9
-6.3
-6.9
-6.3
-E.3
-6.3
-6.3
-6.9
-6.3
-6.9
-6.3
-E.3
-6.3
-6.3
-6.3
-6.3
-6.9
-6.3
-6.3
-6.3
-6.3
-6.3
-6.3
-6.9
-6.3
-6.3
-6.3
-6.3
-6.3
-6.3
-6.9
-6.3
-6.9
-6.3
-6.3
-6.3

Cadigo ZIMC del
COMpUEsta

ZIMCO00336657546-11
ZIMCO00000372516-11
ZINCO00006703734-11
ZINCO00008652425-11
ZIMCO00013221320-11

ZIMCO000Z0220651-11
ZINCO00023623272-t1
ZIMCO00035443722-11
ZINCO001Z25063455-11
ZINCO00159352155-11

ZIMCO000364 7037411
ZINCO0006 717272111

ZIMCO00054570155-11

ZIMCO00005771113-11

ZIMCO00006327557-11
ZIMCO00037452652-11
ZINCO000G06T1016-11

ZIMCO0010535657d -1

ZIMCO002162 3322511
ZIMCO00217 70026511
ZIMCO00003344528-+1
ZIMCO00010335577-11

ZIMCO000136 742611

ZINCO00036530752-11
ZIMCO00080335207-11
ZIMCO00000175224-11
ZINCO00002303363-11
ZIMCO00003308302-+1
ZINCO00026508111-11

ZINCO00023323417-11
ZINCO00032627023-11
ZIMCO00033553375-11
ZIMCO000G1357344-11
ZINCO0007Z30252d-11
ZIMCO0007R062587-11
ZIMCO0003 714033411
ZIMCO0003 716315511

ZIMCO00000473755-11
ZIMCO00000505333-+1
ZIMCO00005341253-11
ZIMCO00007720713-11
ZIMCO0007154 731111

ZIMCO0007E546305-11
ZIMCO0005 7007511
ZINCO00036500452-11
ZIMCO000350204 35-+1
ZINCO00000537263-11
ZIMCO00005256485-11
ZIMCO00005602264-+1
ZIMCO0000670d275-11

Energiade
unidn
Fcalimal
-6.9
-6.3
-6.3
-6.3
-6.3
-6.3
-6.3
-6.9
-6.3
-6.9
-6.3
-6.3
-6.3
-6.3
-6.9
-6.3
-6.9
-6.3
-E.3
-6.3
-6.3
-6.9
-6.3
-6.9
-6.3
-E.3
-6.3
-6.3
-6.3
-6.3
-6.9
-6.3
-6.3
-6.3
-6.3
-6.3
-6.3
-6.9
-6.3
-6.3
-6.3
-6.3
-6.3
-6.3
-6.9
-6.3
-6.9
-6.3
-6.3
-6.3

Cadiga ZINC del
COmpUesta

ZIMCO00075505255-11
ZIMCO00000015011-+1
ZINCO00014355628-11
ZIMCO0007S603321-11
ZIMCO0008 7016711
ZIMCO00131dE2TEE-11
ZIMCO0000034 453411
ZIMCO00014607573-11
ZINCO002165227T5-11
ZIMCO000014 3333011
ZIMCO000001151d4-11
ZINCO00000226015-11
ZIMCO00002457601-11
ZIMCO000053457157-11
ZIMCO00005740526-11
ZIMCO000645TS523-11
ZINCO000002358123-11
ZIMCO00000426315-11
ZIMCO00012535320-11
ZINCO0001364 11101
ZINCO000Z264207145-11
ZIMCO00033273020-1
ZIMCO00101023633-11
ZINCO001700E7TET3-11
ZIMCO00000037052-t1
ZIMCO00000333551-11
ZIMCO00001331255-11
ZIMCO00002335356-11
ZIMCO00004 7234 55-11
ZIMCO00005728750-t1
ZINCO000131253568-11
ZIMCO0007E062603-1
ZINCO00100513123-11
ZIMCO0017O00E7T350-11
ZINCO00254 31401211
ZIMCO00000175313-11
ZIMCO00006755341-11
ZINCO00020253650-t1
ZIMCO000457I604d-11
ZINCO000G2548733-11
ZIMCO00033M12622-11
ZINCO00426550351-11
ZIMCO000030071185-11
ZIMCO00031304345-11
ZIMCO00000134355-11
ZIMCO00002556362-11
ZINCO00005554574-t1
ZIMCO00033253100-11
ZIMCO0004 016350511
ZIMCO0004 044333311

Erergiade
unidn
Fsal'mal
-6.9
-E.3
-E.9
-E.3
-E.3
-E.3
-E.3
-6.9
-E.3
-£.9
-E.3
-E.3
-E.3
-E.3
-E.9
-E.3
-£.9
-E.3
-E.3
-E.3
-E.3
-E.9
-E.3
-£.9
-E.3
-E.3
-E.3
-E.3
-E.3
-E.3
-£.9
-E.3
-E.9
-E.3
-E.3
-E.3
-E.3
-6.9
-E.3
-E.9
-E.3
-E.3
-E.3
-E.3
-6.9
-E.3
-£.9
-E.3
-E.3
-E.3

Codiga ZINC del
COMmpLUEsto

ZINCO0003631257E-11
ZINCO00036312555-11
ZINCO00145455536-11
ZINCO00004025311-11

ZIMNCO00005033553-+1
ZINCO000055 1344311
ZINCO000T364 112211

ZINCO000134 7055 7-11
ZIMNCO00000246853-+1
ZINCO00000447337-t1
ZIMCO00000711335-11

ZINCO00005313263-11
ZINCO00003322233-11
ZINCO00013733351-11

ZINCO00142411370-11

ZINCO00725273563-t1
ZINCO00004243807-1
ZINCO00004255604-+1
ZINCO000036 725631
ZINCO000032587 T06-+1
ZINCO00074328735-+1
ZINCO00003074132-11
ZIMNCO00003130337-11
ZINCO00004230153-11
ZINCO00005322145-11
ZINCO000435320575-+1
ZINCO00Z16E6170235-11

ZINCO00000346102-11
ZINCO00000357135-11
ZIMNCO00000430431-11
ZINCO00000543150-11
ZINCO00005431223-11
ZINCO0000663TE37-t1
ZINCO00012652332-11
ZIMNCO00013407 41111

ZINCO00032101d6d -1

ZINCO00107E75565-11
ZINCO00001504205-11
ZIMNCO00001717Ed0-11

ZINCO00002526322-t1
ZINCO0003134 373311
ZIMNCO00035034 743-+1
ZINCO002537 3033311
ZIMNCO00000T13561-+1

ZINCO00000113565-11

ZIMNCO00000121054 -+1

ZINCO00004343314-11
ZINCO00004575453-11
ZINCO00004335560-+1
ZINCO0003441245d-11

Energiade
unidn
Kzalimal
-6.3
-6.3
-6.3
-6.3
-E.3
-6.3
-6.3
-6.3
-6.3
-6.3
-6.3
-E.3
-6.3
-E.3
-6.9
-6.3
-6.3
-6.3
-E.3
-6.3
-E.3
-6.9
-6.3
-6.3
-6.3
-E.3
-6.3
-E.3
-6.3
-6.3
-6.3
-6.3
-6.3
-6.3
-E.3
-6.3
-6.3
-6.3
-6.3
-6.3
-6.3
-E.3
-6.3
-6.5
-6.8
-6.5
-6.8
-6.5
-6.5
-6.5

Cadigo ZIMNC del
COMmpuUesto

ZIMCO00053715512-11

ZIMCO000633430d 6-+1
ZIMCO00072404540-t1
ZIMCO0007364 731211
ZINCO00032180663-11
ZIMCO000353617EG-11
ZIMCO00M007 4633011
ZIMCO00A010534430-11

ZIMCO00Z2 2552352611
CIMCO00252627807-t1
ZIMCO00534 54477711
ZIMCO00004 73256311
ZIMCO000057 23358511
ZIMCO00005327234-+1
ZIMCO00003202527-+1
ZIMCO00013013513-11

ZINCO00019222560-11
ZIMCO00013551362-11

ZIMCO000Z20355154 -1
ZINCO00026436111-11

ZINCO000ZT463531-11
ZIMCO0004047ESE3-11
ZIMCO00T7TO0521731-11

ZINCO00523120252-11
ZINCO00002513662-11
ZIMCO00001403375-11
ZIMCO0000252d235-11
ZIMCO00007 77345311
ZIMCO000126 7212211

ZIMCO0001314 633111

ZINCO00023051457-11
ZIMCO00026505060-+1
ZIMCO00030611555-11

ZIMCO00034215344-11
ZIMCO0004307 253411
ZIMCO00043435025-11
ZINCO00053235175-11
ZINCO0006335024 2-+1
ZIMCO00071273730-11
ZINCO0007S505135-11
ZIMCO00035345567-11
ZIMCO00033211036-11

ZIMCO00152513334-11

ZIMCO0000007T4E30-+1
ZINCO00001344433-11
ZINCO0000366 7E15-11
ZINCO000124 25366-11
ZIMCO00257 35823711
ZINCO00533651227-11
ZIMCO00001531230-11

Ernergia de
unidn
Kisal'mal
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-E.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-E.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8

Cadiga ZIMC del
COMPpUEsta

ZIMCO00001750459 -1
ZIMNCO00002031335-+11
ZIMCO00005037041-11

EIMCO00043467 24 3-11
EIMCO000513325 7311
ZIMC000053455 74 0-11
ZIMCO0007 064673511
ZIMCO0007 233747511
EIMNCO0007 241756311
ZINCO0007 24175 70-1
EIMCO00075131350-11

ZIMNCO00036577030-+1
EIMCO00217533572-11
ZIMNCO0058514 3564 -1
ZIMCO00000565451-1
ZIMNCO00001625353-11
ZIMCO000017200583-1
EIMNCO00005670201-11
ZIMCO00005810366-+1
ZIMCO0000655T008-11
EIMCO00020550474-11
ZIMC000034332375-11
ZIMNC000033518533-11
ZINCO0005 747507111
ZIMCO001I03707 0301
ZIMCO00217594223-+1
EIMCO0022573437d-11
EIMCO00225735232-11
EIMCO00005517135-11

EIMCO00008741151-11

ZINCO00033521637 -1
EIMCO0003 740034211
ZINCO00053732291-+1
EINCO00253536514 -1
ZIMCO00585113435-11

EIMCO00000035315 -1
ZIMC000000123143-11

ZIMCO00000257834-11
EIMCO000003 7340311
ZIMCO00000403255-11
EIMCO000074:234 7E-1
EIMCO00002512511-11

EIMCO00002536606-11
ZIMC000004 74303511
ZIMCO0001235367 7 -1
EIMCO0001Z2:370d 44 -1
ZIMCO00012505611-t1

EIMCO0001363 315511

ZIMNCO000M4357E02-+1
ZIMCO00014:353042-11

Ernergia de
unidn
Kisalimal
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8

Cadiga ZINC del
COmpUesta

ZIMCO00020267334-11
EIMNCO00034 56671411
ZIMCO00036235440-11
EIMCO0003 771633611
EIMCO0005 730557311
EIMCO000655 7330011
ZIMNCO0005 74452111
ZIMCO00T16E43352-11

EIMNCO0N52555585 -1
ZINCO00254 30512611
EIMCO00000146075-11
ZIMCO00000145133-11

EIMCO00000361235 -1
EIMCO00000407265-11
ZIMCO000033586053-11
EIMCO000045333343-11
ZIMCO00005173360-1
EIMCO00006 74304411
ZIMCO00005315135-11

EIMCO00005352230-11
EIMNCO00MNZ3224 7311
ZIMCO0002T 7227711
EIMNCO0001Z5 T 246311
ZIMCO00025309202-11
ZIMCO00036015447 -1
ZIMCO000631569343-+1
EIMCO00075505346-11
EIMCO00036224 32211
ZIMCO00133664556-11
EIMNCO00252453143-11
ZINCO00252453144 -1
EIMCO00606440352-11
ZIMCO00004121545-11

ZIMCO00004305221-11
ZIMNCO00003315635-+1
EIMCO00015253265-11
ZIMNCO00046055133-11
ZIMCO0007 13141511

EIMCO00075505235-11
ZIMCO00085555625-11
EIMCO00037 37664 3-11
EIMCO0003 737 TEE2-11
EIMCO00534 67235611
ZIMCO0055514 151511

ZIMCO00000127526-+1
EIMCO00000235343-11
ZIMCO00000263434-11
EIMCO0000337ETd5-11
EIMCO00007 7 FI0EEG-11
ZIMCO000034374 7711

68

Erergiade
unidn
Kal'mal
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-E.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-E.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8
-6.8



Codigo EIMC del
COMmpUEsta

ZINCO00012832 73411
ZINCO000N3012572-11

ZINCO000253 3304211
ZIMNCO0004 1154 715-11

ZIMNCO00035413310-11

ZIMNCO000364:23307-t1
ZINCO0003 720263411
ZIMNCO00T73I04 357711
ZIMNCO002 2555517511
ZIMNCO00000027 7E3-t1
ZIMNCO00000053756-t1
ZINCO00006355166-11
ZIMNCO00003433465-t1
ZIMNCO00012330500-11
ZINCO00012d:25354-11
ZINCO00014 26640211
ZINCO000204 3533511
ZINCO000E 3142 718-11

ZIMNCO0004 035743011
ZIMNCO0007 30256511
ZINCO00053307633-11
ZINCO00035001545-11
ZINCO000370F2001-11
ZINCO002 5253575311
ZINCO004 3266526711
ZINCO0006337 720511
ZINCO00000155565-11
ZINCO0000Z2305425-t1
ZIMCO00014533652-11
ZINCO000Z0252074-t1
ZIMNCO0004 5533405311
ZIMNCO0007 432607 3-t1
ZINCO000G2163315-11

ZIMCO00035332225-+1
ZINCO0002504 73711
ZINCO00000727402-11
ZINCO000007 7052411
ZINCO00001353337-11
ZIMCO000024 303521
ZINCO00003230127-11
ZINCO00012405623-11
ZINCO00DMGE55223-11
ZINCO00013136537-11

ZIMCO00020305435-+1
ZINCO0004 352 3666-+1
ZINCO00065505004-t1
ZINCO0007 232333611
ZINCO0007 232335011
ZIMCO00052573332-t1
ZINCO00055303603-1

Energiade
unidn
Kealimal
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.8
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.8
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.8
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.8
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.8
-6.5

Cadigo ZINC del
COmpUesto

ZINCO00035235 74011
ZINCO00036001557-11
ZINCO0003 737434511
ZINCO0001S523710-11
ZINCO00554335032-11
ZINCO00015523550-11
ZINCO00051035730-11
ZINCO00051036307-11
ZINCO000G67E1372-11
ZINCO005 7045375311
ZINCO00000571367-11
ZINCO0000GEE6203-11
ZINCO000017:30553-11
ZIMNCO0000354 701211
ZINCO000057I3116-11
ZINCO00005330324-11
ZINCO00006325502-11
ZINCO00003326550-11
ZINCO000Z0137014-11
ZINCO00033376371-11
ZINCO0003 743053311
ZIMNCO000407174 306-11
ZINCO000460535163-11
ZINCO0004 333452211
ZINCO00062 7124 06-11
ZIMNCO0000227135-11
ZIMNCO001004:35750-11
ZINCO001013533355-11
ZIMNCO002120535743-11
ZINCO0021535 2003411
ZINCO002 2610673511
ZINCO0002052:3202-11
ZINCO0007Z2205436-11
ZIMNCO000553467 7311
ZINCO00064375550-11
ZINCO00036236162-11
ZINCO00257137553-11
ZINCO00403476120-11
ZIMCO00S212057 4411
ZINCO00000041233-11
ZINCO00000341227-11
ZINCO00003074580-11
ZINCO00006556534-11
ZIMNCO00011303907-+1
ZINCO000132:33044-11
ZINCO00033553231-11
ZINCO0003545116:2-11
ZINCO00000005545-11
ZIMNCO00000131335-11
ZINCO00000327343-11

Erergiade
unien
Kizalimal
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.8
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.8
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.8
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.8
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.8
-6.5

Codigo EIMC del
COMmpUEsta

ZINCO00003307761-11
ZINCO00005337167-11
ZINCO00007 75533311
ZINCO0000SE5E332-11
ZINCO00003255371-11
ZINCO0000044 77 -11
ZINCO00015373034-11
ZINCO000130150:33-11
ZINCO00013 74132711
ZINCO00013735167-11
ZINCO000Z6505116-11
ZINCO00035371372-11
ZINCO0004212264 7-11
ZINCO000453315703-11
ZINCO00064 54330311
ZINCO0006454:3305-11
ZINCO00064 556072-11
ZINCO00064 556013-11
ZINCO000E5G06355-11
ZINCO0007252030-11
ZINCO0007S505355-11
ZINCO00I005713151-+1
ZINCO00225357130-11
ZINCO002534 THE03-11
ZINCO00000Z252320-11
ZINCO00000305342-11
ZINCO0000534:2:356-11
ZINCO00003606415-11
ZINCO00003I603564-11
ZINCO000Z:360260-11
ZINCO000125:25335-11
ZINCO0002525552-11
ZINCO00030600536-11
ZINCO00034 35624011
ZINCO00035637275-11
ZINCO0003 71643 7E-11
EINCO00065606573-11
ZINCO00075156530-11
ZINCO00052103502-+1
ZINCO00036150530-11
ZINCO000MEE7340-11
ZINCO00000143555-11
ZINCO00000316352-11
ZINCO00000342716-1
ZINCO0000034 725611
ZINCO000003535417-11
ZINCO000040083d4-11
ZINCO00004036155-11
ZINCO00005177232-11
ZINCO00006633433-11

Energiade
unian
Kzalimal
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-E6.8
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-E6.8
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-E6.8
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-E6.8
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-E6.8
-6.5

Codigo EINC del
COmpuUesta

EINCO00005 7355 71-11
EINCO00MEZI4ETET-11
ZINCO00I15324513-11

ZINCO000154 7065711
EINCO00022535263-11
EINCO00075271424-11
EINCO0I00005737-11
EINCO0022554533d-11
ZINCO004264 5526311
ZINCO01506424115-11

ZINCO00004105202-11
EINCO000264 7256711
EINCO0000015E6720-11
ZINCO0004 31553536311
ZINCO00055333381-11
EINCO00075500587-11
EINCO0003 757236011
EINCO00335363743-11
ZINCO00001507ES1-11

ZINCO000017 2415111

ZINCO00006502117-11

ZINCO000713771344-11

EINCO00M37T2023-11
ZINCO00040164155-11

ZINCO00070451525-11
ZINCO000363115331-11

ZINCO0MI00136520-11

ZINCO00135354510-11

ZINCO00000152175-11

EINCO00001730322-11
EINCO00006 74052511
EINCO00008 72T 752-11
EINCO00M37E2573-11
ZINCO000713771343-11

EINCO000 72223211
ZINCO00044 272126-11
EINCO00045321376-11
EINCO00035623423-11
ZINCO00000142027-+1
ZINCO00000183265-11
ZINCO00000350312-11
EINCO00002307066-11
ZINCO00003435445-11
ZINCO0000534 306411
ZINCO000073T5E-11

ZINCO0000333 745411
ZINCO00MZ533145-11

EINCO00020155736-11
ZINCO00026505125-11
ZINCO00032316536-11

Energia de
unidn
Kealimal
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.8
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.8
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.8
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.8
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.8
-6.5

Cadigo ZIMNC del
Ccompuesta

ZINCO00051553022-11
EIMNCO0007525 706311
ZIMNCO0I00573734-11
ZIMNCO007 2527345311
ZIMCO00000401183-11

ZIMNCO00001505317-11

ZINCO00003561303-11
ZINCO00006657554-t1
ZIMNCO00006657356-11
ZINCO00006 74221411
ZINCO00003205763-t1
ZIMNCO0000354d 753-11
ZIMNCO00012374515-11

ZIMNCO00012410533-11

ZIMNCO00012533323-11
ZINCO00013125346-11

ZIMNCO0005036332-11
ZIMNCO00015553335-11
ZIMCO000135514 3711

ZINCO00034624051-11
ZIMNCO00034356031-11
ZIMNCO0004054:2122-11
ZIMNCO00042121762-11

ZIMNCO00065340053-t1
ZINCO000655204 3611
ZINCO000535356412-11
ZIMNCO00035345335-11
ZIMNCO0003614 7330-11
ZIMCO00000123457-11
ZIMNCO00000205433-t1
ZIMNCO00000374 77711
ZIMNCO00000372155-11
ZIMNCO00000335604-t1
ZIMCO00003070600-t1
ZINCO00003332671-11
ZINCO00006733306-t1
ZIMNCO00003545520-t1
ZIMNCO00003 73353111
ZIMCO0002 150534511
ZINCO00021505350-11
ZINCO00035660432-11
ZINCO00035331324-11
ZINCO004 2636540311
ZIMCO00000041303-11
ZIMCO0000007 754 3-t1
ZIMNCO00013234013-11

ZINCO000Z2120307-11

ZINCO00033305560-t1
ZIMCO0004 054212411
ZINCO00061557332-11

Energiade
unidn
Kealimal
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.8
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.8
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.8
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.8
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.8
-6.5

Cadigo ZIMNC del
COMmpLEsto

ZINCO00033083351-11
ZINCO0000G50334-11
ZINCO0000424:3362-11
ZIMNCO000057 3453111
ZINCO0001:3553620-11
ZINCO000154 3254711

ZINCO000137E0353-11
ZINCO00020154 33311
ZINCO0003536:2341-11
ZIMNCO0004044:3335-11
ZINCO0004044:53325-11
ZINCO00054444510-11
ZINCO00052675514-11
ZINCO00036311532-11

ZIMNCO0003631154:53-11

ZINCO00036312554-11
ZINCO00140236635-11
ZINCO00257206015-11
ZINCO00000053265-11
ZIMNCO00000154015-11

ZINCO00000313200-11
ZIMNCO00001561775-11

ZINCO0000Z 725321-11
ZIMNCO00004 PEST02-11
ZINCO00004 73722711
ZINCO00004534515-11
ZINCO00005630561-11
ZIMNCO00006 715325711

ZIMCO0000567 255911
ZINCO00012331230-11

ZINCO00013320331-11

ZINCO000EE36615-11

ZINCO0007I5 7033611
ZIMCO00T14 36175411

ZINCO00000057E75-11
ZINCO00000057327-11
ZINCO00000035200-t1
ZINCO00000154 770-11
ZIMCO00000171260-11

ZIMNCO00000133513-11

ZINCO00000271635-11
ZINCO00000Z23124:2-11
ZINCO00000Z231257-11

ZIMCO00000333592-11
ZINCO00000362335-11
ZINCO00000336265-11
ZINCO00000333505-11
ZINCO000004071303-11
ZIMCO00001S07037-11
ZINCO00003544556-11

Erergiade
unian
Kizalimol
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-E£.8
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-E£.8
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-E£.8
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-E£.8
-6.5
-6.5
-6.5
-6.5
-E£.8
-6.5



Anexo 2. Propiedades farmacocinéticas ADMET obtenidas paralos 100 primeros compuestos con energia de unién a proteasa Lon.

Energla | parmeqhj | Absorcién | Sustrato Unién a Barrera Inhibicién | Inhibicién |Inhibicién | Inhibicién | Inhibicien | Sustrato . Inhibicién | Inhibicion | Toxicidad
Codigo ZINC SMILES de dad Intestinal |  de Proteinas | Hematoen | SUSITato | Sustrato de do de de de ocrz |Toxicidad | oha | humana Oral Hepato
union Cao-z | Humana [glicoproteina | pocraicas | cefalica | CYP2D8 | CYP3A4 | oypopg | cyPaas | cypace | cyP2cie | cyPiaz | Renal | AMES | herg1 | nERGI | Aguda | toxicdad
Lon Keal/mol (HIA)
Necinenc2einen2
[C@@H]1o[C@H]
ATP el 7.0 0575 | 20127 sl 0.483 2751 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO | 2424 NO
(0)0)[C@@H](0)
[C@HI10
ZINCO0009E516163 | O-ClO)1cce2 78 0.974 73.238 NO 0.162 -0.824 NO NO NO NO NO NO si NO NO NO NO 2.485 sl
¢{0)nc3ennn3c2et
1n nH]1
ZINC000263471436 {ﬁﬁmfﬁﬂml&a 75 0.137 86.99 si 0.455 1745 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO 191 sl
ZINC000000984000 Cetccc2e(ct) 75 1.328 93515 sl 0.059 0.691 NO si NO sl sl S| si NO NO NO NO 2076 NO
Oc1nc3ceeccc3nc1NZ
ZINC000007030119 Celcce2c(cl) 75 1.37 92.745 NO 0.102 0.907 NO sl NO si NO S| S| sl NO NO NO 2225 NO
Nelne3ecccee3nc102
ZINcoo002002195 | (C1ONACEIBAR | 7.4 0759 | 88.841 NO 0.645 -0.447 NO NO NO NO NO NO NO NO sl NO NO | 2601 sl
ZINC000005943942 (C(Sog)hclﬂmg[):w 74 omz | 41108 sl 0476 -2.081 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO | 2518 sl
ZINC000049470283 | , O5C(O)ctcee(n 74 0.452 34.064 sl 0.385 1124 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO 1.901 S|
2nc(C(=0)0)ce20)ce
ZINC000006557423 [nHlcncznc(-cacce(O)eed)| 7.4 0227 | 88.053 NO 0.296 1.264 NO NO NO NO NO NO sl NO ) NO NO 2.764 sl
ZINC000003435531 P)cicccc(NG(=0)c2ee(C)d 7.4 1.168 94.079 NO 0.294 -0.251 NO NO NO NO NO NO sl NO NO NO NO 2.168 NO
ZINC000643276657 |noc(-c2nc(-cacecccaFinod 7.4 1.244 97.046 NO 0216 -0.934 NO ) NO NO NO NO S| NO S| NO NO 2.381 sl
ZINC000009607557 fecc(-c2ncanc(Clec(O)ndn| 7.4 1.325 97.227 NO 0.255 1.178 NO NO NO NO NO NO S| NO NO NO NO 2.194 sl
ZINC000888104928 foc(-c2nc(-caccc(F)cc3ng| 7.4 1.199 97.333 NO 0.276 -0.957 NO NO NO NO NO NO S| NO NO NO NO 2.341 sl
ZINC000005008669 Pjcicccc(NC(=O)c2ee(Cn| 7.4 134 94.079 NO 0276 -0.251 NO NO NO NO NO NO S| NO NO NO NO 1191 NO
ZINC000098212314 [noc(-c2nc(-c3cccecdCinod 7.4 1177 97.912 NO 0.245 -0.726 NO si NO NO NO NO sl NO S| NO NO 2.387 sl
ZINC000098212323 hoo(-c2nc(-cceca(F)cdmg 74 1216 96.065 NO 0.239 -0.052 NO NO NO NO NO NO sl NO sl NO NO 2293 sl
ZINCO00000090633 Feancac(neaet)ciceseel{ 7.4 1497 97.381 NO 0213 081 NO s\ NO sl NO sl sl NO S| NO NO 2.31 NO
ZINC000000344145 |c2ncac(nc2e1)C(=O)clced 7.4 0.939 99.195 NO 0.245 0.541 NO sl NO S| NO sl S| NO S| NO NO 2.516 NO
ZINC000000222806 [1=C[C@H](c2ccccc2)n2] 7.3 0.52 64.534 NO 0307 0219 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO 1.89 si
ZINC000007996455 b)c1coc(CNc2nnoo(=O)nH 7.3 0006 | 46.969 sl 027 1298 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO 2.001 sl
ZINC000091624624 | [nHjcceed-cinc(-c2ecennd 7.3 0214 87.375 NO 0.381 0957 NO NO NO NO NO NO S| NO S| NO NO 2.321 si
ZINC000082092196 }CC[C@@J3(CC(=ONC3d 7.3 0.759 88.641 NO 0645 0447 NO NO NO NO NO NO NO NO S| NO NO 2.601 sl

70




ZINC000072207082 )(C)(C(=0)0)CCIC@]12N 7.3 0005 | 58.965 NO 0.677 0.711 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO 2.007 NO
ZINC000000129537 [eee(NC(=0)c2ccno2)eiC{ 7.3 0.808 62.544 S| 0317 -0.522 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO 2.668 s|
ZINC000014988512 |nnc(-c2cee(C(=0)0)e(N)e] 7.3 0.156 62.197 S| 0.37 -0.201 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO 1.938 s|
ZINC000038489165 D)ctccee(NC(=O)c2en(C)| 7.3 1,288 82.621 NO 0315 -0.467 NO NO NO NO NO NO S| NO NO NO NO 2078 S|
ZINC000000994231 |O)ctceee(NC(=0)c2noned 7.3 15 94.394 NO 0.263 -0.486 NO NO NO NO NO NO s| NO NO NO NO 2.023 s|
ZINC000004710802 [1c2ccecc2-c2ncdecencan 7.3 1,353 100 NO 0.31 0.654 NO sl NO NO NO NO S| NO S| NO NO 2.38 NO
ZINC000058157427 [C@@H](c2cec(F)cc2)Ne2| 7.3 123 93.978 S| 0.296 0.1 NO S| NO NO NO NO S| NO NO NO NO 2.245 NO
ZINC000085606987 |([C@@H]2NC(=O)c3ccen| 7.3 1.242 95.051 S| 0313 0.06 NO NO NO NO NO NO S| NO S| NO NO 2.364 NO
ZINC000034924974 (C)eine(-c2co0(C(=0)0)ed 7.3 1,326 96.971 S| 0.225 -0.38 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO 2.269 NO
ZINC000075877681 {(O)c1cce(c2ncanceecdod 7.3 1.144 96.404 NO 0.263 -0.457 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO 2.708 sl
ZINC000004717421 p)Cninnc(-c2cce(C(=0)0) 7.2 0125 | 27.538 NO 0.293 -1.08 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO 1.732 S|
ZINC000005009329 [¢(Nc2ccee(C(=0)0)c2)nH 7.2 0363 | 46.005 S| 0.448 -1.263 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO 2.576 S|
ZINC000012274237 bec2c(c1)CIC@@H]C(=0]  -7:2 0.381 36.892 NO 0.509 -0.513 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO 1711 NO
ZINC000020120479 [innc(-c2ccc(C(=0)0)c(N) 7.2 0.765 | 49.567 S| 0.387 -0.302 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO 1.91 s|
ZINC000027628000 })cicece(NC(=O)c2nnnfnH| 7.2 0.331 50.032 sl 0.327 -1.334 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO 2273 S|
ZINC000253471766 hc2e(n1)-cinonciNcinond 7.2 0.502 83.492 NO 0.282 -0.66 NO NO NO NO NO NO S| NO NO NO NO 2.001 S|
ZINC000009948838 |inc2ccc(-ndennndjec2ne] 7.2 017 77.82 S| 0.232 -0.949 NO NO NO NO NO NO S| NO NO NO NO 1.736 S|
ZINC000044968134 flcccen)N[C@@H]1CCC] 7.2 0.729 84.316 NO 0.692 -0.889 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO 2213 NO
ZINC000096125541 [iC(=0)c1noc(-c2ccelnHlcd 72 0.141 81.63 NO 0.368 -0.751 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO 2363 sl
ZINC0D0253471154 pne2c10cinonct-cinone| 7.2 0526 81.957 NO 0262 -1538 NO NO NO NO NO NO sl NO NO NO sl 2179 sl
ZINC000078869231 }(C(=0)Nc2ccee(CN)=0 7.2 M7 | 81339 NO 0562 07 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO 2555 sl
ZINC000001707349 |H[1CC=CCCI2C(=0)NC({ 7.2 0.632 77.054 NO 0558 0.06 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO 2338 NO
ZINC0D0096531463 P@@H]2CCeaninH]e(=0){ 7.2 1264 70.323 NO 0345 -0.46 NO NO NO NO NO NO NO NO S| NO NO 2464 sl
ZINC000096531465 [C@HJ2CCcan[nH]e(=0)e{ 7.2 1264 70.323 NO 0345 -0.46 NO NO NO NO NO NO NO NO S| NO NO 2464 sl
ZINC000008739835 hinc(Nc2cec(C(=0)0)ce2)n| 7.2 0.482 57.154 sl 0402 -1.215 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO 2474 sl
ZINC000097079738 |ocnc1CNC(=0)clcec(O)ef  -7.2 0.394 75177 S| 0384 -0918 NO NO NO NO NO NO si NO NO NO NO 2042 NO
ZINCO00065228114 o(C(=O)Nc2ccendennc23] 7.2 1238 86.338 NO 0373 -0.794 NO NO NO NO NO NO S| NO NO NO NO 262 sl
ZINC000018219910 [Hje2nc(-c3ccceed)nn2e(=d 7.2 0.899 95.822 sl 0223 0.226 S| sl NO NO NO NO si NO NO NO NO 2805 NO
ZINCO00085346781 NG(=O)cicco(-c2cooiN)] 72 1,025 91.941 NO 0357 -0.159 NO NO NO NO NO NO sl NO S| NO NO 285 NO
ZINCOD0065341879 Djciccee(-c2cec(0)c(C=0] 7.2 1.059 94.308 NO 0.14 -0.153 NO NO NO sl NO NO sl NO S| NO NO 2075 NO
ZINC000085346777 DNC(=O)cTccel-c2ccee(N| 7.2 0.966 92739 NO 0332 0141 NO NO NO NO NO NO S| NO S| NO NO 2625 NO
ZINC000096530773 |@@H](c2ne(-c3ceec(F)ed| 7.2 0.483 96.299 sl 0.291 -0.508 NO NO NO NO NO NO sI NO NO NO NO 2053 ]
ZINC000016429546 [0)c1coo(-c2ccc(C(=0)0)0] 7.2 1,086 91,544 S| 0.386 -0.396 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO 1,575 NO
ZINC000098212370 1noc(-c2nc(-c3cceeed)nod 7.2 1218 97.642 NO 0223 -0.755 NO sI NO NO NO NO sl NO S| NO NO 2257 sl
ZINC000010264038 [O)c1cece(NC(=0)c2eeno| 7.2 1371 94.337 NO 0.263 -0.234 NO NO NO NO NO NO sl NO NO NO NO 2.19 sl
ZINC000096138071 {2nc([C@@H|3CCOC3)n0| 7.2 1.124 95,582 Sl 0276 -0.369 NO NO NO NO NO NO sl NO NO NO NO 2353 NO
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ZINCO00096138072 [c2nc((C@HIICCOC3N] 72 1124 | 95582 sl 0276 -0.369 NO NO NO NO NO NO sl NO NO NO NO | 2353 NO
ZINC000017111098 Jece(-c2enc3c(O)nenc3n2) 7.2 1481 97.03 NO 0233 0453 NO NO NO NO NO NO sl NO NO NO NO | 2352 sl
ZINC000048302607 [(Netccoc2eeenci2)ctoed 72 083 | 96359 NO 0.325 0,356 NO NO NO NO NO NO sl NO NO NO NO | 2778 sl
ZINC000000186507 ic2ccccc2-c2nedneceedn 72 137 100 NO 0.286 0.932 NO sl NO NO NO NO sl NO S| NO NO 24 NO
ZINC000001438257 [([C@@HI2NC(=O)c3ccee| 7.2 1217 | o448 sl 0.333 0.438 NO sl NO NO NO NO sl NO NO NO NO | 2516 NO
ZINCO00006738039 oc(O)e(NC(=0)c2ee(Cne| 7.2 1246 | 92347 NO 0.322 0212 NO NO NO NO NO NO sl NO sl NO NO | 2375 NO
ZINC000098212315 finoc(-c2ne(-cdeceeed)no2| 7.2 1222 | o775 NO 0.244 0735 NO sl NO NO NO NO sl NO S| NO NO 229 Sl
ZINC000098212319 focc(-c2noc(-canc(Chno3y| 7.2 1248 | 98729 NO 0.254 0753 NO sl NO NO NO NO sl NO S| NO NO | 2305 Sl
ZINCD00000426267 fcc(O)e(NC(=0)c2ec(Clon| 7.2 0.95 92459 sl 0.324 0212 NO NO NO NO NO NO sl NO NO NO NO | 2283 NO
ZINCO00000450701 fe(C(=0)O)ecet-clece(C={ 7.2 0895 | 98439 NO 0.346 0.154 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO | 2265 NO
ZINC000022005434 foc(C(=0)O)ccet-clence(d 7.2 0921 | 98513 NO 0.342 -0.096 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO 244 Sl
ZINCO00041721989 )etcec(-c2noc(C3CCCa)| 7.2 1041 | 93255 NO 0.191 0437 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO | 2304 NO
ZINC000000410191 ([C@@HI2NC(=0)c3ccee| 7.2 1068 | 93.382 sl 0.144 0.276 NO NO NO NO NO Sl Sl NO S| NO NO | 2231 NO
ZINCD00065340459 [=O)ctcece(c2cee(O)(CY 72 1248 | 93816 sl 0.102 0071 NO sl NO NO NO NO Sl NO S| NO NO | 2226 NO
ZINC000100318276 [tccen2c(N)c(-cccceed)nd 7.2 1311 | 80.898 sl 0.203 0.545 NO NO sl sl NO 8l sl sl S| NO NO | 2755 NO
ZINC000100311507 feoc(-c2ecdnc(Clec(O)ndn 7.2 1308 | 97.039 sl 0.271 0.859 NO NO NO NO NO NO sl NO S| NO NO | 2199 NO
ZINC000004625446 peen2c(N)c(-c3cce(Fee3)] 7.2 1206 | 89.195 sl 0.232 0.631 NO NO sl sl NO Sl sl sl S| NO NO | 2816 NO
ZINC000000411287 (-C(O)c1ccc(-n2cnnn2)ect| 7.1 0601 | 60783 sl 0.291 0.707 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO 1.082 sl
ZINC000004135714 |cicinHjc2ec3e(cc2c1=0){  -7.1 0204 | 6477 sl 0.349 0409 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO | 2046 NO
ZINC000011731191 Djctccec(Ne2en[nHic(=0) 7.1 0.18 47.34 sl 0.341 1574 NO NO NO NO NO NO S| NO NO NO NO | 2139 Sl
ZINC000059715809 |(c2cco(C(=0)0)cc2NC(=| 7.1 0024 | 56.154 sl 0.632 0611 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO | 2379 NO
ZINC000073647932 }(O)ctce(Nc2nnce(O)n2)ed  -7.1 0423 | 51626 sl 0.242 1726 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO | 2197 Sl
ZINC000075163268 [c1nnn(-c2ccece2nN1C] 7.1 0173 | 97407 NO 0.304 0.249 NO NO NO NO NO NO sl NO NO NO NO | 2026 NO
ZINC000584896509 pan[nH]1)IN1CCC(c2eeiH] 7.1 0583 | 83099 NO 0.761 -1.281 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO | 2387 NO
ZINC000000779986 [cec2[nHlc(=O)nHlc2et)e] 7.1 0289 | 64.203 sl 0.216 -1.883 NO NO NO NO NO NO ] NO S| NO NO | 2620 sl
ZINC000008856071 nct-cinoc(-c2cceintjc2d <71 0366 | 77.543 NO 0.311 -1.268 NO NO NO NO NO NO S| NO NO NO NO | 2417 sl
ZINC000072333120 foc(-c2ccendc(=O)nHjnc2| 7.1 1234 | 94433 NO 0.436 -1.445 NO NO NO NO NO NO sl NO NO NO NO | 2367 sl
ZINC000012428256 }icc2c(cet-niennnd)0CC]  -7.1 0775 | 72888 NO 0.365 0829 NO NO NO NO NO NO sl NO NO NO NO | 2.186 sl
ZINC000072170048 |=O)[nH]c(=0)c1-clcencl| 7.1 0029 | 77.351 sl 0.372 -1.065 NO NO NO NO NO NO sl NO NO NO NO | 2724 NO
ZINC000001563885 Hlc(=O)c2nc(c3ccencdlen| 7.1 0259 | 7884 sl 0.351 -1.244 NO NO NO NO NO NO sl NO NO NO NO | 2149 sl
ZINC000003160824 [C2Nc3noncaN=C2Nc2nor| 7.1 0026 | 93719 NO 0.435 -1.186 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO | 2877 sl
ZINC000096531467 [C@@H]2CCe3n[nH]e(=0] 7.1 1249 | 68771 sl 0.314 0483 NO NO NO NO NO NO NO NO S| NO NO | 2474 sl
ZINC000096531470 {((C@H]2CCe3n[nHle(=0) 7.1 1249 | 68774 sl 0.314 0.483 NO NO NO NO NO NO NO NO S| NO NO | 2474 sl
ZINCO00057478074 [oCC(c2nc(-cdocencno2)| 7.1 0123 | 88267 NO 0.461 0714 NO NO NO NO NO NO sl NO NO NO NO | 2361 sl
ZINC000001125800 N(c2ccc(C(=0)0)c(N)c2)d| 7.1 0.05 64.89 NO 0.555 0,059 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO 1.644 NO
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ZINC000022203965 Djetec(N=Nic2nnn[nH2)d ~ -7.1 0.149 49.668 Sl 0.314 -1.766 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO 2.231 Sl
ZINC000096479713 |Cetccon1)Neteee(C(=0)]  -7.1 0.037 63.158 Sl 0.457 -0.37 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO 2248 NO
ZINC000000151365 }(O)efecce(NC(=0)c2ccnl — -7.1 0.121 67.836 NO 0.28 -0.522 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO 2262 Sl
ZINC000019849589 [(NN=Cclccce(O)et)eteed 7.1 0.769 94.865 NO 0.363 0.237 NO NO NO NO NO NO Sl NO Sl NO NO 2184 Sl
ZINC000095405641 Eec2e(=0)[nH]e(-c3ccon3 7.1 1.157 96.142 Sl 0219 -0.381 NO NO NO NO NO NO Sl NO NO NO NO 2.369 NO
ZINC000075505253 ree(-c2noc(-ccceendn2)] 7.1 1.241 100 NO 0.381 -0.564 NO NO NO NO NO NO sl NO NO NO NO 2218 Sl
ZINC000097101842 (=0)Ceinoc(-c2ccee(Q)e2f 7.1 1.26 71.583 Sl 0.325 0477 NO NO NO NO NO NO sl NO NO NO NO 217 Sl
ZINC000013327030 (C(=0)Nc2cceec2CN)=q 7.1 0171 86.386 NO 0.332 -0.31 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO 2174 NO
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