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RESUMEN

Introduccion: La tricomoniasis es la infeccion de transmision sexual causada por
el protozoario parasito Trichomonas vaginalis y esté afecta al 3.9% de la poblacion
mundial, siendo la tricomoniasis la infeccién de transmision sexual (ITS) no viral
namero uno a nivel global. La progresion de la enfermedad puede provocar graves
problemas de salud y serias consecuencias para la vida reproductiva de los
individuos. El metronidazol es el farmaco lider que se utiliza para tratar esta
infeccidn, en su forma reducida provoca roturas de la cadena de ADN del parasito,
inhibiendo de esta manera su sintesis y afectando con ello su viabilidad. Sin
embargo, se ha observado que el parasito presenta frecuentemente resistencia al
metronidazol, por tanto, existe la necesidad de buscar nuevos compuestos con
actividad tricomonicida. Objetivo: EIl objetivo de este trabajo es realizar una
aproximacion al disefio de farmacos asistidos por computadora, realizando una
busqueda de moléculas pequefias (< 500 Daltons) que puedan actuar como
farmaco contra la tricomoniasis. Métodos: Inicialmente realizamos una busqueda
de moléculas con potencial terapéutico contra T. vaginalis, usamos como blanco la
metaloproteinasa TvMP50, que es un factor de virulencia del parasito involucrado
en la citotoxicidad del parasito hacia la célula del hospedero. Posteriormente se
desarroll6 un screening de alto rendimiento basado en un analisis por descriptores
moleculares; las moléculas resultantes se procesaron mediante un analisis de
docking molecular para identificar aquellas moléculas que interactian con el sitio
activo de la TvMP50. Finalmente, se generaron fragmentos de las moléculas mas
activas que fueron ensamblados en nuevas entidades moleculares, que se volvieron
a evaluar contra la proteina blanco. Resultados: De las moléculas iniciales
encontradas en la literatura se logro filtrar seis moléculas candidatas que cumplen
con reglas de Lipinskiy tuvieron interaccion con el sitio activo de TvMP50, las cuales
fueron fragmentadas y ensambladas en quimeras, donde una de ellas (Emodine-
Lucidin isopropyl ether) presento un acoplamiento mas optimo hacia TvMP50.
Conclusion: El uso de la quimioinformatica nos permitié disefiar el Emodin-Lucidin-
isopropil-ether una nueva entidad molecular quimérica que hipotéticamente tiene

actividad contra TvMP50 de T. vaginalis.
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ABSTRACT

Introduction: Trichomoniasis is a sexually transmitted disease caused by the
protozoan parasite Trichomonas vaginalis. This parasite affects 3.9% of the world's
population. T. vaginalis has developed resistance to metronidazole, which is a drug
used for the treatment of this infection. The reduced form of metronidazole causes
breaks in the parasite's DNA strand, inhibiting its synthesis and thus its viability. The
parasite has shown resistance to metronidazole, therefore, is a need to search for
new compounds with trichomonicide activity. Objective: This work aimed to perform
an approach to the computer-assisted drug design, searching for small molecules (<
500 Da) that can act as a drug against trichomoniasis. Methods: For this, first, we
performed a search for molecules with therapeutic potential against T. vaginalis,
using as a target a metalloproteinase, TvMP50, which is a virulence factor of the
parasite involved in its cytotoxicity toward the host cell. Subsequently, a high-
throughput screening based on molecular descriptor analysis was developed; the
resulting molecules were processed by molecular docking analysis to identify the
molecules with better interaction with the active site of TvMP50. Finally, fragments
of the most active molecules were generated and assembled into new molecular
entities, which were re-evaluated against the target protein. Results: We found 34
compounds with trichomonacidal activity by bibliographic analysis. Of them, 21/34
compounds accomplished Lipinski's rules and were evaluated by molecular docking
against TvMP50. The compounds that interacted with the active site were
fragmented and reassembled in chimeras. We obtained that the Emodine-Lucidin
isopropyl chimera had the optimal binding into TvMP50. Conclusion: The
chemoinformatic allowed us to obtain Emodin-Lucidin isopropyl ether, a new

chimeric molecular entity with a hypothetical activity against TvMP50 of T. vaginalis.
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1. INTRODUCCION
1.1 Tricomoniasis

La tricomoniasis es la infeccién de transmision sexual (ITS) no viral mas comun a
nivel global. La mayoria de las mujeres presenta sintomas cuando presenta
tricomoniasis, mientras que alrededor del 80% de los hombres son asintomaticos,
siendo considerados portadores y transmisores (Cadena V. Daniel, 2006). Los
signos y sintomas presentes en la mujer van desde picazon, ardor, dolor y/o
enrojecimiento de los genitales, molestias al orinar, asi como una secrecion que
puede ser clara, blanquecina o amarillenta con olor inusual y espumosa. Ademas,
las mujeres infectadas refieren prurito, dispareunia y disuria, que se acenttan
durante la menstruacion, ya que el pH vaginal se eleva favoreciendo el crecimiento
del parasito (Santos, 2014). La tricomoniasis estd asociada a adenitis inguinal,
piosalpingitis, endometritis, uretritis, vaginitis, cervicitis, enfermedad inflamatoria
pélvica (EPI) e infertilidad tubarica. Cuando la infeccibn se manifiesta en los
varones, estos suelen presentar sintomas tales como, picazon o irritacion por dentro
del pene, secrecion serosa desde la uretra, erecciones dolorosas, prurito en el
glande y ardor después de orinar o eyacular. En cuanto a las complicaciones
incluyen: uretritis, balanopostitis, prostatitis, cistitis, epididimitis y esterilidad; esta
tltima se produce al unirse el parasito a la cola y la cabeza del espermatozoide,
limitando su motilidad (Santos, 2014).

Para ambos casos, las consecuencias adversas graves incluyen enfermedad
pélvica inflamatoria, mayor riesgo de transmisién e infeccion por el virus de
inmunodeficiencia humana (VIH), asi como el virus del papiloma humano (VPH) (P.
Kissinger, 2015).

1.2 Trichomonas vaginalis
Trichomonas vaginalis (Tv) es el agente etiolégico que causa la tricomoniasis, es un
protozoario flagelado unicelular (Edwards et al., 2014). T. vaginalis segun

(Taxonomy Browser (NCBI), n.d.) se clasifica en:
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Reino: Protista

Orden: Trichomonadida
Familia: Trichomonadidae
Género: Trichomonas
Clase: Parabasalia

Especie: vaginalis.

1.3 Diagndéstico

La sintomatologia basica de esta infeccion que incluye la irritacion, la comezén y
mal olor, hace dificil su deteccién bajo diagndstico clinico exploratorio. Por otro lado,
muchos individuos permanecen asintomaticos durante muchos afios, generando
mas contagios. Sin embargo, existen diversas pruebas diagnésticas como la
visualizacion microscopica de preparaciones humedas, pruebas de Papanicolaou y
amplificacion de secuencias de ADN ribosomal por PCR convencional con
cebadores especificos que permiten la amplificacion del gen 5.8S y secuencias ITS1
e ITS2 del parasito, sin embargo, este tipo de diagndstico es poco accesible. El
cultivo de frotis vaginales y uretrales es la forma mas eficaz de detectar la infeccion
por T. vaginalis (P. J. Kissinger et al., 2022). En la especuloscopia, se observa
eritema vaginal y cervical que muchos autores denominan “vagina en empedrado”
y “cérvix en fresa”, esto debido a la dilatacion de los capilares y a las hemorragias
puntiformes en la vagina y el cérvix (Edwards et al., 2014).

Es importante que se hagan las pruebas de diagnostico en pareja, ya que las
mujeres que han recibido un diagnostico positivo a menudo fueron infectadas por
su pareja. Esto lleva a un tratamiento clinico y farmacolégico en pareja, con el fin de

evitar una reinfeccion (Santos, 2014).

1.4 Epidemiologia

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima una incidencia de tricomoniasis
de 276 millones de casos nuevos cada afio y una prevalencia de 187 millones de
personas infectadas en el mundo, que se estima oscila entre el 5% al 74% en

mujeres y entre el 5% y el 29% para en hombres, y varia segun la poblacion de
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estudio, donde la poblacion mas infectada son las mujeres de entre dieciséis y
treinta afios (Baker-Blocker, 2022). En México, durante la década de los noventa la
tricomoniasis presentd un incremento en la incidencia de casos, con un total de 178
por cada 100,000 jovenes de entre 15 a 24 afos (Calzada et al., 2007). En el afio
2017 segun el boletin epidemiolégico del Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemioldgica se reportaron 47,004 casos, mientras que para el afio 2021 hubo un
reporte de 22,822 casos (BoletinEpidemiolégico Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemioldgica Sistema Unico de Informacion 2021 | Secretaria de Salud | Gobierno
| Gob.Mx, 2021). La préactica de multiples parejas sexuales y la falta de uso del
condén contribuyen a una mayor dispersién de la enfermedad en la poblacién

sexualmente activa (Tricomoniasis, 2014).

1.5 Morfologia

La morfologia de T. vaginalis es variable segun el medio en el que se encuentra
(Figura 1), asi, en medios liquidos destacan piriformes u ovoides que cuentan con
una gran actividad locomotriz (Figura 1A); y en medios solidos como lo es el agar y
cuando T. vaginalis esta en contacto con el epitelio vaginal suele estar en forma
ameboide (Figura 1B) (Ibafez-Escribano & Gdmez-Barrio, 2017). En su estadio
piriforme el tamafio del parasito en preparaciones fijadas y tefiidas tiene una longitud
promedio de 10 um y un ancho de 7 um (Torian & Honigberg, 1991).

Los parasitos muestran una forma ovalada y generacion de pseudépodos, pero no
adquieren la forma ameboide cuando se encuentran en contacto con células DU-
145 (células de cancer de prostata derivadas del sitio metastasico de cerebro)
(Figura 1C) (Quintas-Granados et al., 2013 y Vazquez Carrillo et al., 2011), T.
vaginalis posee cuatro flagelos anteriores que le dotan de su motilidad de
contraccion caracteristica de este parasito, con movimientos vibratorios y
adireccionales, mientras que un flagelo Unico posterior forma el borde externo de la
membrana ondulante que corre a lo largo de la célula, ayudando asi a su motilidad,
asi como al transporte de nutrientes hacia el interior (Dias-Lopes et al., 2018). Los
flagelos estan cada uno anclado en su extremo anterior a una estructura cilindrica

llamada cinetosomas, y el conjunto de estas forman el complejo cinetosomal. Una
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de las caracteristicas morfolégicas con valor taxonémico es el nimero de estos
flagelos presentes en el trofozoito (Alderete et al., 2001).

Este microorganismo posee un axostilo, un haz compuesto de microtibulos que
atraviesan las dos terceras partes del parasito a lo largo del eje anteroposterior
desde la pelta hacia el entorno extracelular y cuya funcion esté en la participacion
de la unién celular y la mitosis. El citoesqueleto también da lugar a estructuras tales
como el complejo pelta-axostilar, la costa y el cuerpo parabasal (Nielsen & Nielsen,
2009).

En el citoplasma, el complejo pelta-axostilar contiene un sélo nucleo definido y al
aparato parabasal, que se forma por fibras estriadas que se conectan al aparato de
Golgi. La costa igualmente formada por fibras estriadas se asocia con el cinetosoma
del flagelo que compone la membrana ondulante ejerciendo un soporte mecanico
(Gonzalez-Robles, Arturo, 1995).

En el citoplasma se presentan numerosas vesiculas y vacuolas que estan
relacionadas con procesos digestivos, de transporte y de endocitosis, asi como
hidrogenosomas y ribosomas adosados a granulos de glucdégeno y al reticulo
endoplasmico rugoso (Ibanez-Escribano & Gémez-Barrio, 2017).

Los hidrogenosomas son pequefios organulos redox primitivos que producen
hidrogeno molecular y ATP; evolucionados a partir de mitocondrias, se encuentran
en los protozoos de la clase Parabasalidea (Benchimol, 2009). Estos organulos son
de forma esférica y se localizan en su mayoria en las regiones paracostal y
paraxostilar, su diametro oscila entre 0.2 a 1 um aunque en condiciones de estrés
farmacoldgico logran duplicar su tamarfio (de Andrade Rosa et al., 2006). T. vaginalis
estd rodeada por dos membranas que se encuentran muy juntas entre ellas, y
presentan una matriz granular. En la matriz se ha detectado cardiolipina, que es un
fosfolipido que participa en los procesos de oxidacién de la cadena respiratoria
mediante el transporte de electrones (de Andrade Rosa et al., 2006), también se ha
observado una proteina mitocondrial conservada involucrada en el metabolismo del
hierro, frataxina (Makiuchi & Nozaki, 2014). Los hidrogenosomas tienen una o

multiples vesiculas periféricas, que incorporan calcio (de Andrade Rosa et al., 2006).
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En el metabolismo energético de los hidrogenosomas, los azlcares son la principal
fuente para generar ATP mediado por la ruta de glucdlisis en el citosol, a través de

la oxidacion de piruvato y malato en condiciones anaerobicas (Makki et al., 2019).

Figura 1. Morfologia de T. vaginalis. A) Forma piriforme, donde se observan los flagelos, la
membrana ondulante y el axostilo (Arroyo, R., 1993). B) Forma ameboide al contacto con células del
epitelio vaginal (Arroyo, R., 1993). C) Forma ovoide con formacion de seudépodos al contacto con

células DU-145 del epitelio prostatico (Vazquez Carrillo et al., 2011).

1.6 Ciclo biolégico

T. vaginalis no cuenta con un estadio de quiste o resistencia en su ciclo de vida, y
por tanto solo se encuentra en un estado de trofozoito y un ciclo biolégico directo
(Zarei et al., 2018). El ser humano es el Unico hospedador de T. vaginalis, y se
encuentra principalmente en la uretra, prostata y epididimo de los hombres, y en la
vagina, asi como en el cérvix de la mujer (Edwards et al., 2014; Benchimol, 2004).

La forma de reproduccién de T. vaginalis es de tipo asexual por fision binaria y
consiste en una criptopleuromitosis en la que la membrana nuclear persiste y los
microtubulos se polarizan en dos organulos llamados atractoforos, que realizan el
papel de los centrosomas (Figura 2). La division inicia duplicando las estructuras
cinetosomales y posterior ya la divisibn nuclear mediante mitosis (Edwards et al.,
2014).

T. vaginalis se encuentra presente en el tracto urogenital de la persona infectada y
esta se transmite a su pareja mediante contacto genita durante el coito (Schwebke
& Burgess, 2004). Las células de T. vaginalis modifican su estructura a una forma
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ovoide y de esta manera se pueden adherir a la superficie epitelial de su nuevo
hospedero, teniendo una mayor superficie de contacto e interaccion con la superficie
celular del epitelio (Santos, 2014).

También se han descrito casos de infeccién por transmisién vertical, de la madre al
neonato durante el parto. En su gran mayoria, las infecciones neonatales no
producen sintomas y se logra la cura mediante un tratamiento habitual de
metronidazol o bien de manera natural mediante la disminucion de los niveles de

estrégeno materno a partir de la semana seis del recién nacido (Peters et al., 2021).

A Infeccion
A

diagnostico

0 Trofozoito en

Di sstico d Criptopleuromitosis
lagnostico de via urogenital
la infeccién P

Figura 2. Ciclo de vida de T. vaginalis. Los individuos son infectados por medio de transmision

sexual, los trofozoitos se alojan en el tracto urogenital de las personas donde se llevard a cabo la

criptopleuromitosis o fisién binaria longitudinal, (Modificado deTricomoniasis, 2014)
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1.7 Caracteristicas del genoma de T. vaginalis

En la porcion anterior del trofozoito se localiza el nacleo celular que esta rodeado
por una membrana nuclear porosa. El género Trichomonas posee un genoma de
gran tamafio, siendo el genoma de T. vaginalis el mas grande de este género (Hirt
et al., 2011). Este parasito tiene un genoma de 160 Mb de longitud, y esta
estructurando a 6 cromosomas; los datos de secuenciacion del genoma indican la
existencia de ~ 60,000 genes codificadores de proteinas y ~39 Mb del genoma esta
compuesto por familias de repetidos como los transposones, retrotransposones
(Carlton et al., 2007).

Alrededor de 30,000 genes codifican proteinas que se expresan bajo diferentes
circunstancias, aproximadamente el 65% de los genes de T. vaginalis poseen
intrones con un sitio de splicing conservado de 12 nucleétidos. (Huang et al., 2000),
por lo tanto, este parasito puede expresar diferencialmente sus genes, dependiendo

de las condiciones microambientales en las que se encuentre (Huang et al., 2000).

1.8 Metabolismo

T. vaginalis capta los nutrientes formando vacuolas alimenticias mediante
pinocitosis y fagocitosis ya que es un organismo que carece de citostoma (Sosa,
2021). En su metabolismo energético los azucares son la principal fuente para
generar ATP mediados por la ruta de glucolisis en el citosol, para generar ATP el
hidrogenosoma lleva a cabo la oxidacion de piruvato y malato en condiciones
anaerobicas (Benchimol 2009). El piruvato sufre una descarboxilacion oxidativa por
accion de la piruvato-ferredoxina oxidorreductasa (PFOR) formando acetato, Ho y
COs.. La proteina ferredoxina (Fd), actia como transportadora de electrones en el
hidrogenosoma y una vez reducida por la accion de la oxidorreductasa, vuelve a ser
oxidada mediante la accién de la hidrogenasa (HD) produciendo hidrogeno
molecular. Los productos que se generan tras el metabolismo son acetato, lactato,

malato, glicerol, CO e H.. Este metabolismo energético comienza en el citoplasma
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a través de la via clasica Embden-Meyerhoff-Parnas con la obtencion de ATP
(Ibanez-Escribano & Gémez-Barrio, 2017).

T. vaginalis es incapaz de sintetizar &cidos grasos saturados e insaturados,
colesterol y poliaminas, por lo que necesita del hospedero para adquirirlas (Lee et
al., 2012). El colesterol y la hemoglobina los obtiene al lisar los eritrocitos cuando
se adhiere a ellos mediante los carbohidratos D-lactosa y N-acetil-B-D-glucosamina
presentes en su superficie celular (Cadena V. Daniel, 2006). La obtencion de
poliaminas la realiza mediante un sistema antiporter putrescina/espermina, en
donde se introduce una molécula de espermina por cada dos moléculas de

putrescina que son secretadas (Alvarez-Sanchez et al., 2008).

1.9 Propiedades de virulencia

T. vaginalis es sometida en su entorno celular a intensas fluctuaciones de su
microambiente, como son cambios hormonales, alteraciones de pH,
concentraciones de moléculas redox, y algunos metales que se encuentran el tracto
urogenital de las personas; asi también estos parasitos son atacados por el sistema
inmune del hospedero, la microbiota presente en la region genital de los individuos
gue genera una competencia por el nicho, la interaccién con las células del

hospedador y factores aun no descritos (Lee et al., 2012).
Las propiedades de virulencia son:

a) Citoadherencia: El fendmeno de adhesion es uno de los procesos iniciales

requeridos para el establecimiento de la infeccidn a través de la interaccién parasito-
hospedador, este es un proceso multifactorial dependiente de pH, temperatura,
hierro y tiempo de contacto, en el que intervienen numerosas proteinas (Mercer &
Johnson, 2018). El paréasito sufre un cambio morfologico rapido tras el contacto con
la célula del epitelio vaginal, pasando de una forma ovoide a una ameboide,
incrementando el area de adhesion. Esta transformacion induce la sintesis de
diversos factores entre las que destacan las adhesinas (AP) (Ibafiez-Escribano &

Gomez-Barrio, 2017). La adherencia de T. vaginalis a la superficie epitelial es un
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factor crucial en la patogenia y tipicamente da como resultado la lisis de la célula
del hospedero y de esta forma contribuye a la erosion de la monocapa epitelial. La
superficie de la célula de tricomonas es un mosaico de adhesinas, receptores para
albergar proteinas de la matriz extracelular y carbohidratos, que proporcionan la
base para la union ligando-receptor (Ziaei Hezarjaribi et al., n.d.). Estas adhesinas
que estan en la superficie son dependientes de hierro. Hay cinco adhesinas
superficiales primarias responsables de la unién del parésito al epitelio del huésped:
AP120, AP65, AP51, AP33, AP23 las cuales actian de una manera especifica
receptor-ligando. Algunas adhesinas como la AP65, una vez secretada, se re-asocia
por un lado a la superficie de T. vaginalis y al mismo tiempo a la célula hospedadora
a través de receptores especificos en ambas membranas, actuando de puente entre
ambas células gracias a una conformacion dimérica por medio del dominio N-

terminal de las dos moléculas de AP65 (Petrin et al., 1998).

b) Hemdlisis: La actividad hemolitica de T. vaginalis es un mecanismo sumamente
importante para la nutricion del parasito y muestra cierta correlacion con la virulencia
(Krieger y cols.,1983). La hemodlisis se lleva a cabo en al menos cuatro pasos:
adhesion del parasito a los eritrocitos, liberacion de proteinas formadoras de poros
separacion del parasito y finalmente, la lisis del eritrocito (Petrin et al., 1998).
Estudios han descrito genes que codifican para proteinas con efectos citoliticos que
pueden liberarse tras el contacto entre el hospedero y el parasito, de esta manera,
T. vaginalis lisa globulos rojos del hospedador, presumiblemente como un medio
para adquirir lipidos y hierro, es por ello que durante la menstruacion existe una
exacerbacion de los sintomas (Fiori et al., 1993). Esta hemdlisis depende del
contacto, la temperatura, el pH y el Ca ?*, lo que sugiere la participacion de cisteina
proteinasas (CP) formadoras de poros que se insertan en la bicapa lipidica de las
células diana, mediando la lisis osmotica. Acorde con esto, se han identificado 12
genes (TvSaplipl a TvSaplip12) que contienen dominios formadores de poros de
tipo saposina [SAPLIP] (Provenzano & Alderete, 1995).

Las CP ademas de participar como factor litico en la hemdlisis de eritrocitos,

también estan involucradas en la degradacion de inmunoglobulinas G, My A (IgG,
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IgM e IgA) presentes en la vagina; asi como en la adhesion del parasito a células
epiteliales (Yadav et al., 2007).

c¢) Fagocitosis: Debido a una reorganizacion citoplasmatica de la actina el parasito

puede fagocitar a través de cualquier parte de su cuerpo celular. Este proceso
puede producirse mediante dos mecanismos distintos: a través de la generacién de
pseudopodos que rodean e internalizan a la célula diana o bien mediante procesos
de succidn causando la elongacién de la membrana plasmética de la célula diana'y
su posterior internalizacion a través de un canal endocitico estrecho. Posteriormente
se lleva la digestion de la célula fagocitada en el interior de vacuolas a través de

enzimas lisosomales (Ibafez-Escribano & Gomez-Barrio, 2017).

d) Factor de desprendimiento celular: El factor de desprendimiento celular (CDF,

por sus siglas en inglés) es una sustancia soluble que al ponerse en contacto con
monocapas de células en cultivo “in vitro” provoca el desprendimiento de estas
células (Sosa, 2021). Esta sustancia podria ser responsable de la produccion del
eritema visto en la mucosa vaginal durante la infeccion aguda, por lo que se
considera que puede ser un importante marcador de virulencia de esta parasitosis
(Garber & Lemchuk-Favel, 1990).

e) Citotoxicidad: Las CP de T. vaginalis se encuentran en los lisosomas y en la

membrana plasmatica, ademas de que pueden ser secretadas a través de
exosomas y mediar la citotoxicidad. En las secreciones vaginales de pacientes con
tricomoniasis aguda, se han encontrado CP inmunogénicas, como la CP65 que lleva
a cabo la degradacion de colagena IV y fibronectina; sin embargo, esta reportado
gue las concentraciones de hierro disminuyen su concentracion y su actividad
proteolitica, afectando negativamente la citotoxicidad de T. vaginalis (Alvarez-
Sanchez et al., 2007).

Una de las CPs reguladas por hierro que participa en el mecanismo de citotoxicidad
es la CP39, capaz de degradar colagena I, Ill, IV y V, fibronectina humana e

inmunoglobulinas Ay G (Herndndez-Gutiérrez et al., 2004).
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Hasta el momento, se han descrito cinco CPs implicadas en la interaccién entre
parasitos y células prostédticas DU-145: CP70, CP65, CP39, CP25 y CP20
(Herndndez Gutierrez y cols., 2004), ademas de la TvMP50, una molécula que
pertenece a la subfamilia A de metaloproteinasas de tipo aminopeptidasa, y que
interviene en el mecanismo de citotoxicidad con actividad proteolitica, y que es

capaz de causar dafio a las células del hospedero (Villalpando et al., 2017).

f) Evasibn de la respuesta inmune: La evasibn de la respuesta inmune

principalmente es a través de la degradacion de las cadenas pesadas de las
inmunoglobulinas IgA, IgM e IgG humanas identificadas en los lavados vaginales de
mujeres infectadas, asi como por medio de la lisis del factor C3 del complemento, o
del inhibidor de proteasas secretado por los leucocitos. Este parasito también puede
llevar a cabo una variacion fenotipica como mecanismo de evasion inmunoldgica
(Alderete et al., 1995).

En la superficie del parasito, se han encontrado dos clases de marcadores que se
expresan de forma alternativa: la proteina altamente inmunogénica P270 y las
adhesinas AP23, AP33, AP65 y AP51 (Alderete et al., 1992). P270 es una
glicoproteina que presenta el epitope repetido DREGRD, importante para la unién
de la IgG vaginal a los paréasitos vivos (Dailey et al., 1990), mientras que las
adhesinas parecen poder imitar la estructura de la enzima malica de las células
vaginales, lo que parece ser la causa de su baja inmunogenicidad (Alderete y cols.,
1995). Este mimetismo molecular es otro ejemplo de como T. vaginalis puede evadir

el sistema inmune del hospedero (Engbring & Alderete, 1998).

Otro inmundégeno que esta presente en la superficie del parasito es P230, proteina
gue sufre cambios conformacionales que le permiten evadir el anticuerpo vaginal
(Alderete & Garza, 1988). La IgG vaginal que reconoce la proteina P230 de T.
vaginalis, no produce ningun efecto citolitico, aun cuando el complemento esta
presente. Ademas, la respuesta del anticuerpo esta restringida a pocos epitopes de
la proteina de 230 kDa, lo que permite al organismo evadir el proceso de

opsonizacion (Alderete et al., 1991).

pag. 24



T. vaginalis puede inducir la apoptosis de macréfagos mediante la activacion de la
proteina cinasa P38 presente en estas células, lo que constituye un mecanismo de
evasion del atague de macréfagos (Chang et al., 2006). Otro mecanismo de evasion
del parasito consiste en cubrirse con proteinas del plasma del hospedero, lo que le
impide al sistema inmune reconocerlo como extraiio (Peterson y Alderete, 1982).
Se ha postulado que los mecanismos, tanto dependientes como independientes de
contacto que regulan la interaccion parasito-hospedero, influyen decisivamente en

las manifestaciones clinicas de la enfermedad (Hernandez y cols. 2014).

1.10 Funcion biologica de los metales

Algunos metales juegan un papel clave en el mantenimiento de la homeostasis en
el ciclo celular de T. vaginalis, actuando como cofactores enzimaticos,
estabilizadores de estructuras y moléculas biologicas o reguladores de funciones
vitales como la sintesis de ATP o de DNA. Estos iones metélicos son considerados
como bioelementos y los mas importantes para el metabolismo y crecimiento
celular, aunque se requieran en concentraciones muy bajas son: Na?;, K+, Cu?+,
Mn?*, Mg?*, Ca?*, Fe?* y Zn%+ (Bertin & Averbeck, 2006).

En el ambiente celular también existen trazas de metales no esenciales, mejor
conocidos como metales pesados (llamados asi porque tienen una densidad mayor
o igual a 5g / cm?). Debido a que los iones metalicos que requiere el organismo para
llevar a cabo sus funciones metabdlicas se encuentran mezclados con otros metales
como consecuencia de las actividades que realizan los humanos en la vida
cotidiana. Los iones de metales pesados que se encuentran en el ambiente celular
son principalmente: Cr3*, Cu?*, Mn?*, y Cd?*. Estos iones metalicos son muy téxicos
incluso a concentraciones muy bajas. Una vez en el organismo, los metales pueden
interactuar entre si de forma aditiva, antagonica o sinérgica, dependiendo de los

estados de valencia y su biodisponibilidad (Peterson & Alderete, 1982).
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1.11 Metaloproteinas

Las metaloproteinasas (metalopeptidasas o metaloendopeptidasas, MP) son
hidrolasas que actian sobre enlaces peptidicos (peptidasas o proteinasas) para
eliminar el residuo N-terminal de proteinas o péptidos pequefios (exopeptidasas).
Estas enzimas suelen estar activas como componentes de multiples sustratos
durante procesos celulares como el desarrollo embrionario, la morfogénesis, la
liberacion de citoquinas, la absorcién intestinal de nutrientes, la adhesién celular y
la migracion. En la base de datos MEROPS, los MP se clasifican en clanes, familias
y subfamilias, segin sus secuencias conservadas y estructuras secundarias y
terciarias, y se han identificado en Bacteria, Archaea y Eukaryota. (Arreola et al.,
2018). Su actividad se presenta bajo respuesta de diferentes estimulos entre los
gue destaca los cationes metalicos divalentes, y estos cationes divalentes estan
implicados en la supervivencia de patégenos durante el proceso de infeccion. Estas
enzimas suelen estar activas como componentes de multiples sustratos durante
procesos celulares, requieren iones metalicos como Mg2+, Zn2+, Mn2+, Ca2+,

Ni2+, Co2+ y Cu2+ como cofactores (Alvarez-Sanchez et al., 2007)

En particular, las MP del clan MG y la familia M24 (un grupo con una relacion
evolutiva), (exopeptidasas: metionil aminopeptidasa, prolidasas y Xaa-Pro
aminopeptidasas) conservaron un pliegue comun conocido como “pan de pita”. Este
pliegue se ha descrito tradicionalmente como dos mitades con una simetria
pseudodoble interna. Cada mitad consta de una hoja beta antiparalela, trenzada,
con 2 hélices alfa ubicadas en un lado, mientras que el otro lado es donde se
encuentra el sitio activo, y esta rodeado por bucles de cada mitad. En el medio de
ambas mitades, entre las dos hojas B antiparalelas (por el lado de los bucles), se
forma una cavidad y alli se ubica el sitio de union de los cofactores metalicos
(Arreola et al., 2018).

Recientes estudios han propuesto el uso de metaloproteinas ricas en cisteinas y de
bajo peso molecular como blanco terapéutico, ya que desempefian un papel
regulador clave (Alvarez-Sanchez et al., 2007). T. vaginalis es un pardsito

protozoario que se adapta al microambiente del tracto urogenital masculino, donde
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estan presentes cationes como el zinc y el cadmio. Sin embargo, los mecanismos
moleculares de tolerancia a metales y homeostasis aiun no estan diluidos en este

parasito (Buracco et al., 2018).

1.11.1 TvMP50

Las metaloproteinasas (metalopeptidasas o metaloendopeptidasas) son hidrolasas
gue actlan sobre enlaces peptidicos para eliminar el residuo N-terminal de
proteinas o péptidos pequefios (Arreola et al., 2018). TvMP50 es una
metaloproteinasa de 50 kDa con un sitio activo muy conservado perteneciente a la
familia M24, especificamente en la subfamilia M24B de aminotransferasas-P que
hidrolizan el enlace iminopéptido Xaa-Pro en el extremo N-terminal de su sustrato

(Xaa = cualquier aminoacido) (Quintas-Granados et al., 2013).

La metaloproteinasa tipo aminopeptidasa P esta codificada por un ORF de 1320 pb
denominado mp50 (nimero de acceso de GenBank JF263458), ubicado en el locus
TVAG_403460, que contiene otros dos ORF en la hebra opuesta que codifican para
una proteina de union a lipidos dependiente de calcio y para una proteina hipotética
conservada. El gen mp50 codifica una proteina de 439 aminoacidos con un peso
molecular de 50.416 Da (Carlton, 2007). TvMP50 es regulada por la accién del factor
de transcripciéon MTF-1, por lo que su expresion responde a la presencia de iones

metalicos en el medio, principalmente Zn?* (Villalpando et al., 2017).

La proteina TvMP50 tiene actividad proteolitica en una estructura monomérica, a
diferencia de otras proteinas de la familia M24 que presentan actividad en forma
dimerica. TvMP50 tiene una region N-terminal modificada en comparacion con otras
aminopeptidasas/prolidasas Xaa-Pro con estructuras tridimensionales, y en la
region C-terminal es regulada positivamente por zinc, lo que permite que el parasito
puede adaptarse a las concentraciones tricomonicidas de Zn?* del microambiente
del tracto urogenital masculino (Figura 3) (Arreola et al., 2018 y Quintas-Granados

et al., 2013). Ademas, esta metaloproteinasa activa se caracteriz6 como un nuevo
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factor de virulencia analizando la citotoxicidad hacia las monocapas de células
DU145 prostéticas (Quintero-Fabian et al., 2019).

La secuencia de aminoacidos de TvMP50 se alineé con metalopeptidasas
representativas de las subfamilias A y B de la familia M24 del clan MG. La estructura
primaria de TVvMP50 esta altamente conservada en los residuos de aminoécidos
que interactian con el ion metdlico y los residuos del sitio catalitico en comparacién
con las peptidasas de la subfamilia B (Arreola et al., 2018). En este clan, tres
residuos de histidina forman la triada catalitica. Curiosamente, TvMP50 contiene
estos residuos cataliticos ubicados en posiciones similares. Tanto los residuos de
aminoacidos que se unen al ion metalico en este clan (D, D, H, E) como los
aminoacidos que rodean los residuos de union al metal se conservan en TvMP50,
lo que sugiere que esta molécula podria ser miembro de este clan (Puente-Rivera
et al., 2017).

La estructura cristalografica muestra un pseudo-homodimero de TvMP50 con dos

subunidades similares, Ay B (Mena-Rejon et al., 2021).

Dominio

N-terminal Sitio Activo

Dominio
C-terminal

Figura 3. Metaloproteinasa TvMP50. Representacion esquemética de la proteina TvMP50 de T.
vaginalis. Se observan dos dominios estructurales y un zoom del sitio activo de esta proteasa donde

se observan los amino&cidos que lo conforman Tomado de Mena-Rejon et al., 2021.
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1.12 Tratamiento

El tratamiento de la tricomoniasis se enfoca en la cura microbiolégica, el alivio de
los signos y sintomas, la prevencion de secuelas, y de evitar la transmision de la
infeccion (Ibafez-Escribano & Gomez-Barrio, 2017). El tratamiento de la
tricomoniasis antes de la aparicion de los 5-nitroimidazoles se realizaba con
compuestos como la solucién de oxicianida de mercurio en irrigaciones, fosfato
acido sodico por via oral o el acetarsol por via local. Estos compuestos actuaban
mediante la disminucion de pH vaginal y como consecuencia del numero de

parasitos, logrando tasas de curacion del 22%-40% (Nanda et al., 2006).

Durante los afios 50, investigadores de los laboratorios Rhone-Poulenc en Francia
observaron que un derivado semisintético denominado azomicina tenia actividad
deébil contra T. vaginalis y fue el punto de partida para la investigacion de farmacos
con actividad contra protozoos anaerobios (Vazquez et al., 2001). Los
nitroimidazoles presentan una estructura quimica compuesta por un anillo
imidazdlico en el cual un grupo nitro se ubica en posicién 5. Diferencias en los
sustituyentes presentes en N1 y C2 de este anillo le confieren propiedades
particulares a la molécula que se traducen en modificaciones de su farmacocinética
(L6pez Nigro, et al, 2088).

Existen dos grandes grupos de nitroimidazoles, los que poseen un grupo nitro en
posicion 2, como lo son misoinidazol y benzoinidazol; y los que poseen un grupo
nitro en posicion 5, como lo son Tinidazol y Metronidazol (L6pez Nigro, et al, 2088).
El Metronidazol (2-metil-5-nitroimidazol-1-etanol) es el farmaco utilizado por
excelencia para el tratamiento de esta parasitosis. El tratamiento farmacoldgico
estandar es una dosis Unica de 2g. El metronidazol reducido provoca roturas de la
cadena de ADN, lo que inhibe la sintesis de ADN. Por otra parte, este farmaco
también interrumpe el sistema redox del parasito, los metabolitos secundarios del
farmaco se unen a proteinas en la red redox mediada por tiorredoxina e inhiben la
tiorredoxina reductasa; su mecanismo se basa en la reduccién en el grupo nitro, que
se produce después de la difusion pasiva del farmaco en el hidrogenosoma de la

célula, asi genera aniones nitroradicales y reduciendo asi los reactivos intermedios
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y también estos nitroradicales pueden causar dafio al ADN y muerte celular
(Edwards et al., 2014).

1.12.1 Mecanismo de accion del Metronidazol
El mecanismo de accion de este compuesto se realiza en 4 fases: (Figura 4)

1. Penetracién del farmaco por difusién pasiva a través de la pared celular del

protozoo y se incrementa por el nivel de reduccion intracelular.
2. Reduccién del grupo nitro a un intermediario transitorio toxico.

3. Accion sobre el ADN del parasito. Inhibe la sintesis y degrada al ADN, siendo
mayor cuanto mas contenido de A+T tiene el ADN, por eso las roturas se producen
entre estos residuos, sobre todo en la timina, y liberan una mezcla de timina y
timidina fosfato. T. vaginalis tiene un contenido de A+T mayor del 60%, por eso la

concentracion minima letal (CML) esta entre 1-1 pg/ml.

4. Liberacion de productos finales inactivos (Vazquez et al., 2001).

=
Piruvato Hidrogenosoma
’/G_;D Metronidazol °* -
CQO, [2Fe-2S] Pt
- R-NO, -—+-+ Metronidazol red
\
H+
Y i
Acetato
|
l v Activacion del metronidazol

Figura 4. Mecanismo de accion del metronidazol. Representacién esquemética del mecanismo

de accién del metronidazol en el hidrogenosoma del parasito. El metronidazol es reducido por accién

de las proteinas hidrogenosomales. Tomado de Vazquez et al., 2001.
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1.12.2 Efectos adversos del Metronidazol

Generalmente, los efectos adversos incluyen nauseas, vomitos, estrefiimiento,
calambres y sabor metalico. Otros efectos adversos incluyen neuropatia periférica,
convulsiones, fatiga, mareos, dolor de cabeza y leucopenia. Ademas, en ciertos
casos, la alergia asociada al metronidazol puede causar urticaria, edema facial y
shock anafilactico (Argaez-Correa et al., 2019).

1.12.3 Resistencia a metronidazol

El tratamiento suele tener fracaso en microorganismos que han desarrollado
resistencia a metronidazol. En el caso de T. vaginalis se presentan dos tipos de

resistencia: resistencia aerobia y resistencia anaerobia (Ngobese et al., 2022).

1.12.3.1 Resistencia aerobia

T. vaginalis requiere de grandes cantidades de CO?, pero aun asi no es anaerobio
estricto y puede usar y tolerar O? a bajos niveles, lo que tiene relacion con el
ambiente microaerdfilo que esta presente en la vagina de manera natural. Esta
resistencia aerobica de T. vaginalis se caracteriza tipicamente por una disminucion
de la toxicidad del metronidazol al volver a oxidar el nitroradical en presencia de

oxigeno intracelular (Marques-Silva et al., 2021).

1.12.3.2 Resistencia anaerobia

La resistencia anaerdbica de T. vaginalis se ha caracterizado por la ausencia de
proteinas hidrogenosomales que normalmente activarian el metronidazol, incluido
el piruvato: ferredoxina oxidorreductasa (PFO) y ferredoxina (Fdx) (Argaez-Correa
et al., 2019).
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1.13 Necesidades de nuevos compuestos

Debido a la creciente cantidad de microrganismos que estdn desarrollando
resistencia a farmacos utilizados en la actualidad, entre ellos T. vaginalis (Argaez-
Correa et al., 2019), es evidente la necesidad de disefiar y desarrollar nuevos
compuestos con actividad tricomonicida y una forma de abordar este disefio es por

medio de herramientas informéaticas.

1.14 Quimioinformética

El término quimioinformatica, que es una forma abreviada de "informatica quimica",
fue acufiado por Frank Brown hace unos 10 afios. La quimioinformatica es un campo
de la tecnologia de la informacién que utiliza ordenadores y programas informaticos
para facilitar la recopilacion almacenamiento, analisis y manipulacion de grandes
cantidades de datos quimicos (Wishart, 2016). Las herramientas computacionales,
asi como los enfoques automaticos (machine learning) han evolucionado de tal
forma que se han transformando en tecnologias cada vez mas importantes para la
busqueda de moléculas candidatas a farmacos (Medina-Franco et al., 2021), dentro
de estas herramientas se encuentra el acoplamiento molecular (docking molecular)
(Pinzi & Rastelli, 2019), deteccion o cribado de alto rendimiento (High throughput
screening) (Saldivar-Gonzalez et al., 2020), fragmentacion de farmacos (de Souza
Neto et al., 2020), Fingerprinting (huella dactilar digital) (Sanchez-Cruz & Medina-
Franco, 2018), técnica de mecanica molecular, que son ampliamente utilizada para
predecir energias y modos de enlace entre ligandos y proteinas (Kaur et al., 2019).
Estas metodologias computacionales nos ayudan a organizar datos, interpretar
resultados, generar y probar hipotesis, filtrar grandes bases o librerias de millones
de compuestos quimicos antes de la fase experimental, y de esta manera pueden
contribuir a identificar y desarrollar farmacos de alto rendimiento especificos contra
un blanco conocido (Saldivar-Gonzalez et al., 2020), en este caso TvMP50 de T.

vaginalis.
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Los principales recursos de software que se utlizan actualmente en la
guimioinformética se agrupan en tres categorias principales (1) bases de datos
quimioinformaticas; (2) herramientas de busqueda en bases de datos; y (3)

herramientas de prediccion de propiedades.

Ademas del montaje y mantenimiento de bases de datos, se utilizan métodos
computacionales para analizar el contenido de las bases de datos compuestas y
obtener un perfil detallado de varias caracteristicas de interés comun para
aplicaciones de descubrimiento de farmacos (Medina-Franco et al., 2021). Los
ejemplos tipicos incluyen el analisis sistematico de la diversidad quimica utilizando
diferentes representaciones estructurales y moleculares, un perfil de propiedades
fisicoquimicas de interés farmaceutico, complejidad molecular, representacion
visual del espacio quimico y perfiles in silico de absorcion, distribucion,

metabolismo, excrecion y toxicidad. (ADME / Tox) (Vamathevan et al., 2019).

1.14.1 Disefio de farmacos asistidos por computadora

En la investigacion farmacéutica, el proceso de descubrimiento y desarrollo de
farmacos requiere de tiempo para disefar, sintetizar, purificar, extraer; para
posteriormente probar y buscar la actividad biologica. Debido a las diversas
limitaciones impuestas por el proceso de descubrimiento de farmacos, en los ultimos
tiempos los enfoques in silico se aplican ampliamente en este campo previo a los

procedimientos experimentales (Medina-Franco et al., 2021).

La necesidad de farmacos de alto rendimiento y de bibliotecas quimicas de millones
de compuestos ha llevado a la quimioinformatica a desempenfiar un papel clave en
muchos aspectos del descubrimiento y el desarrollo de farmacos. El disefio de
farmacos asistido por computadora es un método de quimica computacional para
disefiar y optimizar compuestos lideres de farmacos mediante simulacion, célculo y

prediccién por computadora de la relacion entre farmacos y receptores.

Ademas del montaje y mantenimiento de bases de datos, se utilizan métodos

computacionales para analizar el contenido de las bases de datos compuestas y
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obtener un perfil detallado de varias caracteristicas de interés comun para
aplicaciones de descubrimiento de farmacos (Figura 5). Los ejemplos tipicos
incluyen el analisis sistematico de la diversidad quimica utilizando diferentes
representaciones estructurales y moleculares, un perfili de propiedades
fisicoquimicas de interés farmacéutico, complejidad molecular, representacién
visual del espacio quimico y perfiles in silico de absorcién, distribucion,

metabolismo, excrecién y toxicidad. (ADME / Tox) (Mapari & Camarda, 2020).

‘ Moléculas ‘ ﬁ
Quimioinfcrma’tin&

Adquisicion de los compuestos . . . Sintesis de los compuestos
Tamizados masivos (high

throughput sequencing)

- @ |

Descriptores

moleculares
Experimentos in vitro j 2 D Experimentos in vitro

|

4

Huella digital Fragmentacién de
(Fingerprint) farmacos

Flechas rojas:

, .. Bioinformatica Docking molecular
método tradicional

C Postular las caracteristicas
fisico-quimicas
( Conocer la actividad biolégica W <::/

Figura 5. Disefio de farmacos asistido por computadora. Representacion esquematica de disefio

método in silico

—

tradicional de farmacos (flechas rojas) y el disefio de farmacos asistido por computadora (flechas

amarillas).

1.14.2 Bases de datos

Las bases de datos compuestas tienen un papel destacado en el descubrimiento de
farmacos. Esto es particularmente relevante con la llegada de los macrodatos. De
hecho, el cribado virtual y experimental de alto rendimiento de grandes bases de
datos quimicas genera una enorme cantidad de datos que deben almacenarse y
hacerse accesibles para convertir los datos en informacién y, finalmente, en

conocimiento. Existen tres tipos de bases de datos quimioinforméaticas: (1) bases de
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datos de archivos o "globales" de compuestos; (2) bases de datos especializadas o
muy curadas y (3) bases de datos estructurales. Esta situacion es muy parecida a
la de la bioinformatica, en la que existen bases de datos de secuencias de archivo
o globales, como GenBank, y bases de datos de secuencias especializadas, como
GeneCards, HPRD o SwissProt (Murray-Rust et al., 2005 y Saldivar-Gonzélez et
al., 2020).

En la actualidad, PubChem es una de las bases de datos mas usadas y mas grande,
contiene mas de 10 millones de compuestos Unicos, cada uno de los cuales tiene
informacién sobre su estructura quimica, nombres comunes, nombres IUPAC,
cadenas SMILES, identificadores InChl, pesos moleculares, formulas quimicas,
LogPs y otros descriptores de compuestos. PubChem esta ampliamente vinculado
a PubMed y muchos compuestos tienen descripciones de su actividad biologica
proporcionadas a través de los resumenes de PubMed. Por su tamafo, su
accesibilidad y sus elevados estandares, PubChem se ha convertido en el GenBank
del mundo de la quimioinformatica (NCBI,PubChem. 2022). En la segunda categoria
de bases de datos (curadas o altamente anotadas) hay una serie de recursos mas
pequefios y especializados, estas bases de datos incluyen KEGG, MetaCyc, vy
DrugBank. La tercera categoria de bases de datos quimioinformaticas son las bases
de datos estructurales que contienen datos de coordenadas tridimensionales, como
la Cambridge Structure Database que contienen las coordenadas tridimensionales
de estructuras quimicas determinadas experimentalmente; esta base de datos es el
analogo quimico del Protein Data Bank. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre
con las macromoléculas, en las que la prediccion ab initio de la estructura
tridimensional sigue siendo un problema sin resolver, la estructura tridimensional de
la mayoria de las moléculas pequefias puede predecirse con precision a partir de
sus estructuras bidimensionales, cadenas SMILES (representacion textual y lineal
de una estructura quimica) o diagramas de coordenadas ortogonales (archivos MOL
y SDF) (David et al., 2020).
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1.14.3 Cribado de alto rendimiento o tamizado masivo (High Throughput
Screening)

Dentro de la herramienta de machine learning se han generado algoritmos
especificos como lo es High Throughput Screening (HTS) o cribado de alto
rendimiento, este es un proceso en el descubrimiento de farmacos que permite
analizar rapidamente miles o millones de muestras para determinar la actividad
biolégica de un compuesto quimico a nivel de un organismo Modelo, celular o
molecular, generando conjuntos y subconjuntos que son similares, en este caso

basado en sus descriptores moleculares (Entzeroth et al., 2009).

Existen dos métodos principales de agrupacion o métodos de clustering: Los
denominados métodos jerarquicos y los métodos no jerarquicos. Los métodos
jerarquicos generan grupos en cada una de las fases del proceso buscando el
numero de cluster que hacen una agrupacion 6ptima. El agrupamiento jerarquico es
capaz de fijar por si solos el nimero de cllsteres, por ello se pueden utilizar de
forma exploratoria y posteriormente aplicar un analisis no jerarquico con el numero

de cluster ya fijado (Mayr & Bojanic, 2009).

1.14.4 Descriptores moleculares

En el ambito de la quimioinformatica, las propiedades de interés se denominan
descriptores moleculares, y estos incluyen el peso molecular (MW), el coeficiente
de particion octanol / agua (SlogP), el area de superficie polar topoldgica (TPSA),
los donantes de enlaces de hidrogeno (HBD), los aceptores de enlaces de
hidrogeno (HBA) y el numero de enlaces rotativos (RB), la distribucion electrénica o
de carga, las conformaciones preferidas, los calores de formacion, la solubilidad, el
LogP, el pKa, la refractividad, el punto de fusion, la longitud de la molécula, el area
molecular, el volumen molecular y los grupos reactivos. Algunas de estas
propiedades quimicas, como la solubilidad, el LogP y la carga, son especialmente

relevantes para comprender o predecir la actividad, la absorcion, la distribucién y el
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metabolismo (ADMET) de los compuestos farmacoldgicos (Mapari & Camarda,
2020).

En general, estos descriptores pretenden capturar tres caracteristicas importantes
de interés en el desarrollo de farmacos, a saber, tamafio (MW), polaridad (SlogP,
TPSA, HBD, HBA) y flexibilidad (RB). También es comun incluir en dicho analisis la
distribucién de otras caracteristicas estructurales basicas pero relevantes, como los
recuentos de atomos de carbono, nitrégeno, oxigeno y diferentes tipos de anillos
(numero total, aromaticos, heteroarométicos, policiclicos, etc.) (Gandini et al., 2022).

Durante la década de los 90°s un quimico llamado Christopher Lipinski junto con
sus colegas investigaron las propiedades de una gran base de datos de farmacos y
candidatos clinicos en etapa tardia, razonando que los compuestos con
propiedades fisicoquimicas deficientes habrian sido en gran parte eliminados en
esta etapa del desarrollo. El analisis resultante, publicado hace una década,
introdujo un conjunto de pautas denominadas la 'regla de los cinco’, para predecir
la probabilidad de que un compuesto pueda tener un alto riesgo de mala absorcion
0 permeabilidad sobre la base de las propiedades fisicoquimicas simples del

compuesto (Ganesan, 2008).

Como se presentd originalmente, “la regla de 5 predice que la mala absorcion o
permeacion es mas probable cuando hay mas de 5 donantes de enlaces de
hidrogeno, 5 aceptores de enlaces de hidrégeno, el peso molecular (MWT) es mayor
gue 500 Daltones y el Log P una medida de lipofilia calculado (CLogP) de 5 o menor
(Ganesan, 2008).

1.14.5 Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular (docking molecular) es una técnica de mecanica
molecular ampliamente utilizada para predecir energias y modos de enlace entre
ligandos y proteinas, consiste en buscar la conformacion y posicion éptima de una
diana molecular generando un modelo de unién (Mena-Rejon et al., 2021). Se

calcula mediante un potencial termodinamico que se puede usar para calcular el
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maximo de trabajo reversible que puede realizarse mediante un sistema
termodindmico a una temperatura y presion constantes, conocido como energia
libre de Gibbs (AG° = AH® - TAS® J) es la cantidad maxima de trabajo de no
expansion que se puede extraer de un sistema cerrado termodinamicamente (uno
gue puede intercambiar calor y trabajo con su entorno, pero no materia) (Pinzi &
Rastelli, 2019). En muchas aplicaciones de descubrimiento de farmacos el docking
se realiza entre una molécula pequefia y una macromolécula, por ejemplo, el
acoplamiento proteina-ligando. Recientemente el docking se aplica también para
predecir el modo de unién entre dos macromoléculas, por ejemplo, el acoplamiento
proteina-proteina. La mecanica molecular implica la descripcion de un sistema
poliatomico utilizando la fisica clasica, los parametros experimentales como cargas,
angulos de torsion y geomeétricos se utilizan para reducir la diferencia entre los datos
experimentales y las predicciones de la mecanica molecular. La mayoria de los
campos de fuerza se basan en cinco términos, todos ellos con una interpretacion
fisica: energia potencial, términos de torsidbn, geometria de enlace términos

electrostaticos y el potencial de Lenard-Jones.

Actualmente existen varios servidores, suites y programas disponibles para el
acoplamiento molecular. Cada herramienta utiliza diferentes campos de fuerza y
algoritmos para la generacion de posturas, el refinamiento y el célculo de las
interacciones receptor-ligando. A pesar de que existe un gran numero de programas
de docking el lector debe tener en cuenta que no todos los algoritmos son
adecuados para un sistema. Por lo general, es aconsejable utilizar mas de un
programa de acoplamiento: diferentes estudios han demostrado que, en general,
tomar un consenso de varios protocolos de docking produce una mejor evaluacion
de las interacciones de los ligandos de las proteinas y una clasificacion de posturas

mas fiable (Mena-Rejon et al., 2021).

1.14.6 Fragmentacion de compuestos

El descubrimiento de farmacos basados en fragmentos o por sus siglas en inglés,

FBDD (Fragment-based drug discovery) (Figura 6) consiste en fragmentar o cortar
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compuestos quimicos en pequefios andamios o fragmentos mas pequefios, siendo
un enfoque atractivo para explorar de manera efectiva el espacio quimico para unir
una proteina diana con uno o mas fragmentos de moléculas. Al reducir la
complejidad de los productos quimicos examinados, se pueden explorar mas sitios
de unién potenciales de una proteina objetivo a través de la facil unién de los
fragmentos. El principio de uso de fragmentos se basa en la premisa de que estas
entidades moleculares son ligandos mas eficientes en comparacion con moléculas
similares a farmacos, y sus estructuras se pueden optimizar alin mas de manera
mas eficiente. Una ventaja de FBDD es que bajo esta metodologia suelen obtenerse
estructuras simples que pueden comprarse facilmente en bases de datos
comerciales en lugar de sintetizarse.

Para elevar la complementariedad de los fragmentos generados se disefian nuevas
entidades moleculares o quimeras. Para ello se pueden ligar o enlazar los
fragmentos mediante un conector quimico o se pueden fusionar los fragmentos que
ocupan una misma region (de Souza Neto et al., 2020).

A ragment growing
B ‘ ragment linking
UGS S
C Fragment merging
Complementarity
W Medium High

Figura 6. Generacién de fragmentos moleculares. Representacion esquematica de la union de
fragmentos en el sitio libre de unién. A) union de fragmentos. B) ligadura de fragmentos. C) fusion
de fragmentos. Tomado de (de Souza Neto et al., 2020)
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1.15.7 Huella dactilar digital (Fingerprint)

Las huellas dactilares moleculares se utilizan ampliamente en varias éreas de la
guimioinformatica, incluido el analisis de diversidad y la busqueda de similitudes. El
analisis basado en huellas digitales de bibliotecas quimicas, en particular de
grandes colecciones, generalmente requiere la representacién molecular en bits
(0.1) de cada compuesto en la biblioteca. La representacion en bits de cada
compuesto nos permite buscar estructuras quimicas similares en su huella dactilar
digital y con ello tamizar grandes bases de compuestos quimicos (Sanchez-Cruz &
Medina-Franco, 2018).

2. ANTECEDENTES PARTICULARES

Caceres-Castillo D y colaboradores en el afio 2019 describieron una antraquinona
(lucidin - w - isopropil éter) (Figura 7A) aislada de las raices de Morinda panamensis
Seem que tienen actividad antiparasitaria. Estos autores observaron que una
concentracion de 10 pg/mL de lucidina-w-isopropil éter inhibe hasta en un 91% el
crecimiento de los trofozoitos (Figura 7B), esto es comparable con el tratamiento
con metronidazol a una concentracion de 6 yM. Ademas, esta antraquinona es
capaz de inhibir la capacidad del parasito para matar a las células HelLa y disminuir
la actividad proteolitica de la proteinasa TvMP50 de T. vaginalis. Esto se asocié con
la disminucion de la expresion del gen Tvmp50. Estos resultados demuestran el

potencial tricomonicida de la lucidina-w-isopropil éter (Caceres-Castillo et al., 2019).

a)

lucidin-w-isopropyl éter

(antraquinona)
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Figura 7. Efectos tricomonicida de lucidin-w-isopropyl éter. a) Se onserva la estructura quimica
en 2D de la antraquinona lucidin-w-isopropyl éter. b) Grafico que indica que a una concentracién de

10 uym/mL lucidin-w-isopropyl éter es capaz de inhibir a TvMP50.

En el afio 2021 Mena-Rejon G y colaboradores describieron que dos moléculas
organicas derivadas de 2-amino-4-aril tiazol (ATZ1, ATZ2) (Figura 8A-B), poseen
actividad tricomonicida in vitro. Tanto ATZ-1 como ATZ-2 redujeron la viabilidad y el
crecimiento de los parasitos de forma dependiente de la dosis, con un valor
IC<sub>50</sub> de 0,15 ug/mL y 0,18 ug/mL, respectivamente (Figura 8C-D).
Ademas, ambos compuestos de tiazol pudieron disminuir la actividad proteolitica en
los trofozoitos de T. vaginalis en comparacién con los parasitos no tratados. Se
observé una inhibicion proteolitica en la region de 50 kDa que se asoci6é con la
disminuciéon de la expresion del gen que codifica la metaloproteasaTvMP50.
Posteriormente los autores llevaron a cabo un analisis de acoplamiento molecular,
donde encontraron interacciones de los compuestos de tiazol en el sitio activo de la

metaloproteasa TvMP50 (Figura 8E) (Mena-Rejon et al., 2021).
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Figura 8. Derivados de tiazol como tricomonicida. a) Estructura quimica de ATZ1. b) estructura
quimica de ATZ2. c-d) Graficos que indica que a una concentracion de 0.2 ym/mL de ATZ1 y ATZ2
son capaces de inhibir a TvMP50, e) Estructura tridimensional de TvMP50 y docking molecular que

muestra el pocket de interacciones posibles con ATZ1y ATZ2.
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En un estudio de 2021 Claudia G. Benitez-Cardoza y cols. utilizaron un cribado
virtual de alto rendimiento (EXPRESS-Pick Stock de ChemBridge Corp.) para
buscar moléculas que se unen especificamente a la proteina triosafosfato
isomerasa de T. vaginalis (TvTIM). Mediante analisis de acoplamiento molecular,
seleccionaron seis compuestos de una biblioteca quimica de casi 500,000
compuestos; ninguno de los seis inhibi6 la actividad enzimética de las isoformas de
triosafosfato isomerasa recombinante, un compuesto (A4, {[4- (4-morfolinil) fenil]
metilen} bis (4- hidroxi-2H-cromen-2-ona) alteraron sus espectros de emision de
fluorescencia a una concentracion de 50 uM (Figura 9), lo que sugiere que esta
sustancia quimica podria interferir en una importante funcién no glucolitica de TvTIM

(Benitez-Cardoza et al., 2021).

% viability of T. vaginalis culture

Figura 9. Efectos tricomonicida de A4. a) Se muestra el efecto tricomonicida de compuesto A4
(3,3-{[4-(4-morpholinyl)phenyllmethylene}bis(4-hydroxy-2H-chromen-2-one) a una concentracion de
40 uM.
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La busqueda de nuevas moléculas que actlen contra T. vaginalis y agrupar estas
moléculas en una libreria quimica especializada que sea especifica contra este
parasito es de suma importancia; un método atractivo y de vanguardia es por medio

de herramientas computacionales y quimioinformatica.

3. JUSTIFICACION
La tricomoniasis es un problema de salud puablica a nivel mundial ocasionada
por Trichomonas vaginalis. En los Ultimos afios ha incrementado la
resistencia del parasito a los 5 nitroimidazoles, en particular hacia el
metronidazol, que es el medicamento por eleccion para tratar esta infeccion.
El disefio de farmacos asistido por computadora es una estrategia para
encontrar alternativas terapéuticas con nuevas moléculas que ayuden para
el tratamiento de la tricomoniasis, lo cual puede llevarse a cabo mediante
guimioinforméatica. El obtener una libreria quimica in silico nos permitira

buscar y proponer nuevas moléculas candidatas para la tricomoniasis.

4. HIPOTESIS
Los nuevos compuestos quimicos generados mediante el uso de
herramientas informaticas tendran actividad hipotética especifica contra
TvMP50 de T. vaginalis.

5. OBJETIVOS
GENERAL:

Disefar in silico una libreria quimica que contenga compuestos con actividad

hipotética contra TvMP50 de Trichomonas vaginalis.
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PARTICULARES

1. Construir quimioinforméaticamente una libreria quimica inicial contra T.
vaginalis.

2. Evaluar in silico mediante acoplamiento molecular la interaccion de
TvMP50 con los compuestos quimicos seleccionados a partir de la
libreria quimica contra TvMP50 de T. vaginalis.

3. Obtener una libreria quimica intermedia con nuevas entidades
moleculares contra TvMP50 de T. vaginalis.

4. Evaluar in silico mediante acoplamiento molecular la interaccion de
TvMP50 con los compuestos quimicos que conforman la libreria
guimica intermedia contra TvMP50 de T. vaginalis

5. Obtener una libreria quimica ampliada de los compuestos con el mejor
acoplamiento molecular hacia TvMP50 de T. vaginalis.

6. Obtener la libreria quimica final especifica hacia TvMP50 de T.

vaginalis.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL IN SILICO

Obtencion de compuestos con
propiedades tricomonicidas, y
Creacién de una libreria quimica

‘ Analisis basado en

descriptores
moleculares.

Interaccion de los
compuestos seleccionados
mediante Docking molecular
con TvMP50.

4 )

Docking molecular entre las
quimeras y TvMP50.

Seleccidn de las quimeras con
los mejores acoplamientos con

TVMPSO0.
(N ’ J

!

Cribado por algoritmos Fingerprint
de los compuestos mas
T relevantes.

Libreria quimica final, especializada
contra TvMP50 de Trichomonas
vaginalis.

[[] Objetivo 1 [[] Objetive 2 [] objetivo 5
[[]Objetivo 3 [ Objetive4  [T] Objetivo 6
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7. METODOLOGIA
Este proyecto fue realizado al cien por ciento de forma computacional.
7.1 Busqueda de bases de datos

Para la obtencion de compuestos con propiedades tricomonicidas y la creacién
de una libreria inicial llevamos a cabo una seleccion de compuestos que fueron
identificados en la base de datos PubMed, analizando las publicaciones desde
1958 al 11 de junio de 2022.

Posteriormente se generd un filtrado por Mesh con las palabras clave

“antiparasitic” “trichomonas vaginalis”, “compound anti-trichomonas”, que nos
arrojo 479 resultados, la busqueda se realizo los dias 10 y 11 de junio de 2022.
Se extrajeron las fichas bibliogréaficas de estos articulos y se les realizo un filtrado
por las palabras clave: “compound”, “activity”, “trichomonicide”, esto mediante el
software Sublime Txt3 con el fin de seleccionar aquellos articulos que contengan
compuestos con actividad tricomonicida, obteniendo 18 articulos los cuales
fueron revisados para poder extraer los compuestos que tienen actividad

tricomonicida y se gener6 una tabla primaria de compuestos.

Obtuvimos las SMILE candnica mediante el software Molinspiration de todos los

compuestos para generar un a analisis de descriptores moleculares.
7.2 Andlisis de descriptores moleculares

Calculamos los descriptores moleculares de los compuestos, basados en las
reglas de Lipinski, utilizando los softwares DataWarrior, DruLiTo y SwissAdme.
Se agruparon los compuestos en cllisteres basados en sus descriptores

moleculares y se reunieron en una libreria quimica in silico inicial.
7.3 Docking molecular de compuestos reportados

Evaluamos mediante docking molecular la interaccion de los compuestos que
integran la libreria quimica inicial con TvMP50 de T. vaginalis, obtuvimos el
formato PBD de la proteina TvMP50 del equipo de laboratorio y posteriormente

se genero el acoplamiento molecular entre TvMp50 de T. vaginalis contra los
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compuestos de la libreria quimica inicial, esto se realizé mediante los softwares
SwissDock y PatchDock con el fin de corroborar los resultados. Se utilizaron los
parametros base del software. Los resultados fueron descargados y mediante el
software Chimera visualizamos los acoplamientos y se generé una tabla con los

valores de los acoplamientos moleculares.
7.4 Generacién de compuestos lideres

Este analisis se llevd a cabo mediante el software DruLiTo. Para realizar la
construccién de quimeras, las moléculas a fragmentar deben cumplir con la regla
de los 3 o de los lideres, fue ideada para bibliotecas de fragmentos como un
equivalente a la regla de Lipinski de 5 filtros para bibliotecas similares a

farmacos.
7.5 Generacion de fragmentos

Los compuestos que cumplieron con la regla de los lideres se les realizé un
analisis de Scaffolds mediante el software DataWarrior, esto para conocer sus
andamios de construccion. Mediante Data Warrior se realizé un analisis de
similaridad entre los fragmentos y los compuestos lideres, dando como resultado

una proyeccion de posibles construcciones quiméricas.
7.6 Ensamblaje de quimeras

Posteriormente las propuestas de construccion de quimeras fueron editadas en
un software de edicidbn de moléculas quimicas como lo es Molinspiration, con
esto obtuvimos nuestras quimeras de manera racional. Posteriormente a estas
guimeras se les evalu6 los descriptores moleculares de las quimeras para

conocer cudles de estas construcciones pasaban las reglas de Lipinski.
7.7 Docking molecular de quimeras

Se evalué mediante SwissDock el acoplamiento molecular las quimeras que
pasaron las reglas de Lipinski para conocer cuales tienen una interaccion con
TvMP50 de T. vaginalis. Para ello se gener6 el acoplamiento molecular entre las

quimeras contra TvMP50 de T. vaginalis utilizando SwissDock.
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Visualizamos los acoplamientos moleculares con Chimera y Discovery Studio y

se generd una tabla con los valores de los mejores acoplamientos moleculares.
7.8 Huella dactilar digital

Para seleccionar los compuestos mas relevantes por andlisis de seleccion
quimica, utilizaremos un analisis basado en huellas digitales o fingerprinting, en
este paso fue utilizado el softwareSwissSimilarity. Se cargo la libreria de
quimeras y se ejecuto el analisis siguiendo los parametros establecidos por el

software.

8. RESULTADOS

8.1 Busqueda bibliografica
En la base de datos cientifica se llevd a cabo una busqueda de articulos que
contengan informacion descrita de compuestos usado contra T. vaginalis, se realizo

un filtrado con el software Sublime Text3. Y se extrajeron 18 articulos que contenian

moléculas con alguna actividad contra T. vaginalis (Figura 10).

Figura 10. Filtrado por Sublime Text3. Filtrado por palabras clave utilizando el software Sublime
Text3. Se obtuvieron 18 articulos que contienen por lo menos un compuesto con actividad
tricomonicida.
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De los compuestos encontrados en la literatura se cre6 un compendio con la
informacién més relevantes y de interés, como la estructura quimica, el Modelo

experimental y la SMILE canoénica de los compuestos (Figura 11).

Lucidin-isopropyl-ether: A new anthraquinone, lucidin - w - isopropyl ether, was
isolated from the roots of Morinda panamensis Seem and in a 2019 study by our
group showed that a concentration of 20 pm/mL was able to inhibit parasite
cytotoxicity towards HelLa cells and decrease TvMP50 proteolytic activity, as well as
decrease mp50 gene expression.

Canonic SMILE: CC(C)OCc3c([OH-])cc2e(=0)c1ccececec1c(=0)c2¢3[OH-]

PubChem ID: N/A

Model: in vitro

Cite: Caceres-Castillo D. et al (2019)

Formula 2D

Figura 11. Ejemplo de compendio. Se muestra la informacion colectada en el compendio de un

compuesto. Lucidin-isopropyl-ether.

En PubChem 27 compuestos contaban con registro en esta base de datos, se
extrajo la SMILE de aquellos compuestos que si contaban con este registro. Se
utilizé el software “Molinspiration”, para la obtencion de 7 SMILE canodnica de los

compuestos no registrados en PubChem (Figura 12) en la base de datos PubChem.

oAl [x] I« %] MINx|m
==l =[=[~alglale]olO]0]Fe
SMILES X

|CC(C)OCCSC(O)CCZC(:O)C1 cccecle(=0)c2c3

<] |-]2]e|~]]o]z]e]

Figura 12. Obtencion de SMILE por el software Molinspiration. Se observa la obtencion de la
SMILE candnica de un compuesto no reportado en la base de datos PubChem mediante el software
de edicion quimica Molinspiration. Del lado izquierdo se observa al editor generando la SMILE. Del
lado derecho se observa la estructura tridimensional del compuesto.
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8.2 Creacion de base de datos primaria

Creacion de una tabla de datos de compuestos, contar con esta base de datos

primaria nos permitié desarrollar un estudio de descriptores moleculares (Tabla 1).

Tabla 1. Tabla primaria de compuestos.

Se observa la tabla primaria de compuestos donde estan alojadas 34 moléculas presentes en los

18 articulos filtrados de la literatura.

Name Canonical SMILES Compound Origin Source Trichomonad |PubChem ID
2H-chromene C10=CC2=C0=C0=C20|Benzopyran medicinal plant Hypericum T. vaginalis 9211
Betulinic acid 0C(=C)C1CCC2(CAC30 pentacyelic triterpenoid |Medicinal plant Palatanus acerifoli  |T.vaginalis  |ga071
Nactandra CC1=cec(ectje(c)(ca (+) - e-Bisabolol essential oil Nectandra T.vaginalis (1549992
Caffeic acid C1=CC[=C(C=C1C=CC{hydroxycinnamic acid  |potatoes Solanum tuberosum  |Trichomonads  |f89043
Candimine CNACCC2=CE(C3C(ca alkaloid oramental plant Hippeastrum T. vaginalis 141588
Carmaphycin-17 CCCCCC[=0N[C@H](Cele]nH]c2eeeec12)C(=0)fcancer drug protesome inhibitor (T, vaginalis N/A
a-Chaconing ce1ceeacicanC) glycoalkaloid potatoes Solanum tuberosum  (Trichomonads 10971
Chlorogenic acid c1c(c(c(ceL(C(=0]0) phenol potatoes Solanum tuberosum  {Trichomonads ~ {1794477
Emodin CC1=CC2=C(C(=C1)0)qtrihydroxyanthraquinone|thubarh Rheum palmatum T. vaginalis 3220
Geraniol CC[=CCCC=CCO)C)C monoterpene essential ol Amomum tsao-ko T. vaginalis 637566
Isoaustrobrasilol B CCCC[=0)C1=C(C(=C2qphloroglucinol medicinal plant Hypericum spp. T. vaginalis 132570547
Lucidin-isopropyl-ather CC[C)OCc3c([OH-])cc2q@nthraguinone plant roots Morinda panamensis [T, vaginalis N/A
Lycorine C1CN2CC3=CCA=C{C=(alkaloid ornamental plant Hippeastrum T. vaginalis 72378
Methyl jasmonate CCC=CCC1C(CCC1=O}CJasm””ates plant hormone plant hormane T. vaginalis 5281929
N-acetyl-L-cysteine CC(=0JNC(CS)C(=0)0 |Lreysteine amino acid  |L-cysteine amino acid |L-cysteine amino acid |T. vaginalis 12035
Pyrrolocin A £C1CCCaC(C)C=Clo(C2(C)o(=Cac(=0)CIN|c3=fungal endophyte  |fungal endophyte T. vaginalis 101889884
Quercetin C1=CCI=C{C=C1C2=C(C(=0)C3=C(C=C(C=C302) potatoes Solanum tuberosum  (Trichomonads 5280343
Resveratrol C1=CC[=CC=CLC=C00 polyphenal grapes Vitis vinifera T.vaginalis (445452
Saponins A ceic(clc(c(ogjocac|{Saponin medicinal plant Sapindus saponaria  |T.vaginalis  |1p1638317
Saponins B CC1C(C(C(C(01)0C2C Saponin medicinal plant Sapindus saponaria [T, vaginalis ME06141
Skimmianine C0C1=C[C2=C(C=C1)C{ furoguinoline medical plant Haplophyllum myrtifoliunT. vaginalis 6760
Solanidine ce1eeeac(cacinacy) alkaloid potatoes Solanum tuberosum  {Trichomonads 5797
a-Solanine CC1C0CC(C3CN2CHCCAC3{COCSCACC=CECS| potatoes Solanum tuberosum  (Trichomonads 6713054
Tomatidine CCICCCC[CAC(02 steroid tomatoes Lycopersicon Trichomonads 65576
Tomatine CC100C2(C(CIC(02)C alkaloid tomatoes Lycopersicon Trichomonads ~ |5gcy3
Torvoside A CC1C20(CC3C2(CCCAC glycoside medicinal plant Solanum torvum T. vaginalis 107444965
Torvoside H CC1C20(CC3C2(CCCAC glycoside medicinal plant Solanum torvum T. vaginalis 70697829
Uliginosin B cc(cjcl=0)ct=C(cl=C| phloroglucinol medicinal plant Hypericum T. vaginalis 5315118
Ursolic acid CCICCC(CCC3(C(=Cpentacyclic triterpenoid |medicinal plant Manika rufula T. vaginalis 64945
Wogonine C0C1=C|c=C(C2=C10(lavone plant leaves Scutellaria havanensis T, vaginalis 5281703
N - (5-Bromo-4- p -tolil-tiazol-2-il) |CC[=0)Nc2ne{cLecc(C)q Thiazol sintetizado N/A T. vaginalis N/A
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8.3 Tamizado por descriptores moleculares de base datos primaria

Analisis de High Throughput Screening basado en los Descriptores moleculares.
- Se utilizaron los softwares “DataWarrior”, “DruLiTo” y “SwissDock” para
generar un andlisis basado en los descriptores moleculares.
- Se utilizaron las reglas de Lipinski como medida para este célculo.
- Generacion de graficas segun sus descriptores moleculares, utilizando
Rstudio.

Primero analizamos el peso molecular de los compuestos, segun las reglas de
Lipinski, discriminamos los compuestos que tuvieron un peso molecular mayor a
500 Da (Figura 14)

‘.“.antJmne-
Ursalic acid -
Uliginosin B -
Toivoside H-
Tanvoside A-
Tomatine -
Tomatidine -
Salanidine -
Skimmianine -
aaponing B-
Japoning A-
Resveratrol -
Quercetin -
Pyrrolocin A-

N I Lectatndra-
-acetyl-L-cysteine -
%etrumdaml-
Iethyl jasmonate -
o Lycorine -
Lucidin-isopropyl-ether -
Isoaustrabrasilol B -
Geraniol -
Fumaailine -
Erfiodin -
Chlorogenic acid -
Carmaphycin-17 -
Candimine -

Caffeic acid -
Betulinic acid -
ATZ2-

ATZ1-
ZH-chromene -
?-Solanine -
?-Chaconine -

0 250 500 750 1000

Peso molecular

Figura 14. Pesos moleculares de los compuestos presentes en la tabla primaria. Se observa la
grafica de los pesos moleculares de los compuestos presentes en la tabla primaria. La regla de
Lipinski para este factor indica que es deseable un peso molecular de 500 Daltons o menor.
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Se analizaron el nimero de aceptores de hidrogeno de la libreria primaria,
discriminamos los compuestos que tenian mas de 5 aceptores de puentes de

hidrogeno como lo indica las reglas de Lipinski (Figura 15).

Wogonine -

Ursolic acid-
Uliginosin B-
Torvoside H=
Torvoside A-
Tomatine =
Tomatidine =
Solanidine -
Skimmianine =
Saponins B=
Saponins A=
Resveratrol=
Quercetin-
Pyrrolocin A=
Nectandra-
N-acetyl-L-cysteine =
Metronidazol-
Methyl jasmonate -
Lycorine=
_ucidin-isopropyl-ether =
Isoaustrobrasilol B-
Geraniol -
Fumagiline -
Emodin-
Chlorogenic acid-
Carmaphycin-17 -
Candimine -
Caffeic acid-
Betulinic acid=
ATZ2-

ATZ1-
2H-chromene =
?-Solanine -
?-Chaconine -

g
10

Aceptores de hidrégeno

Figura 15. Aceptores de enlaces de hidrogeno de los compuestos presentes en la tabla
primaria. Se observa la grafica de los aceptores de enlaces de hidrégeno de los compuestos
presentes en la tabla primaria. La regla de Lipinski para este factor indica que es deseable que la
molécula presente 5 aceptores de enlaces de hidrégeno o menos.

Se analizaron el nimero de donantes de hidrogeno de la libreria primaria,
discriminamos los compuestos que tengan mas de 5 donantes de puentes de

hidrogeno como lo indica las reglas de Lipinski (Figura 16).
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Wogonine -
Ursolic acid-
Uliginosin B=
Torvoside H=
Torvoside A=

Tomatine =
Tomatidine =

Solanidine =

Skimmianine =
Saponins B=
Saponins A=
Resveratrol-

Quercetin=-

Pyrrolocin A-

Nectandra-
N-acetyl-L-cysteine-
Metronidazol-

Methyl jasmonate -
Lycorine-
Lucidin-isopropyl-ether-
Isoaustrobrasilol B~
Geraniol -

Fumagiline -
Emodin-
Chloregenic acid-
Carmaphycin-17-
Candimine-
Caffeic acid-
Betulinic acid-
ATZ2-

ATZ1-
2H-chromene -

?-Solanine-
?-Chaconine-

Donador de hidrogeno

Figura 16. Donantes de enlaces de hidrégeno de los compuestos presentes en la tabla
primaria. Se observa la grafica de los donantes de enlaces de hidrégeno de los compuestos
presentes en la tabla primaria. La regla de Lipinski para este factor indica que es deseable que la
molécula presente 5 donantes de enlaces de hidrégeno o menos.

Se analizo la solubilidad de los compuestos mediante cLogP de la libreria primaria,
discriminamos los compuestos que tengan un cLogP mayor a 5 como lo indica las

reglas de Lipinski (Figura 17).
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Torvoside H-
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Solanidine -
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Saponins B-
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Resveratrol -
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Pyrrolocin A-
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N-acetyl-L-cysteine -
Metronidazol -
Methyl jasmonate -
Lycorine-
Lucidin-isopropyl-ether -
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Figura 17. cLogP de los compuestos presentes en la tabla primaria. Se observa la gréafica del
valor de LogP de los compuestos presentes en la tabla primaria. La regla de Lipinski para este factor
indica que es deseable que la molécula presente un Log P de 5 0 menos.

8.4 Reglas de Lipinski

Mediante el software DruLiTo se llevé a cabo el analisis para conocer cuales
compuestos cumplen con las reglas de Lipinski y cuales compuestos no cumplen
con dichas reglas. Aquellos compuestos que no cumplen con las reglas de Lipinski
fueron descartados, mientras que tamizamos los compuestos que si cumplen con

dichas reglas para formar una libreria quimica inicial In silico (Figura 18).
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Compuestos que cumplen y que no cumplen con las reglas de Lipinski

w

Sk kK kK kkkk KK X X RO RO ROk

o]

Q

\

w

-l

s

o]

Q

0

2

Mgmthm*'uc—* u o *c—*zmz’tzttmgmu—ﬂﬂoo\r
5'55-5_57'.5'5523;;.EmE‘i:gﬁm_g_s_s.s.giﬁﬁ:'G_Egﬂgr\lg;<
e @ ccwoog8<SF e gLLETETE oo drntERLRESY
EumguiEgoug 206 gVl EEfacgas ®ndouvodn<<ya
0t w0 >V F v 8 2y 9290 G5G6Fr50 8 EQO0TGHE @8 T
E—'ﬁt%ﬁ;’“wmwﬁngv985aaE—omE£EE:3°Eg SR
132808y PR AJyOERREdeeT RSy B
I E 5 5 w2 = > n s X %
" (- R £t U 00

] V] 0 T W% o
&5 3" T
3 z
COMPUESTOS

Figura 18. Grafica de los compuestos que cumplen y no cumplen con reglas de Lipinski. Se
observa una grafica que muestra aquellos compuestos que cumplen con las reglas de Lipinski
(estrella verde) y los que no cumplen con las reglas de los 5 o de Lipinski (estrella roja).

8.5 Libreria quimicainicial
Todos aquellos compuestos que cumplieron con las reglas de Lipinski fueron
alojados en una base de datos o libreria quimica inicial de compuestos. Esta libreria

posteriormente fue evaluada por docking molecular (Figura 19).
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. ' e e 21 compuestos aprobaron las reqlas de Lipinski
Libreria quimica inicial P P g P
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Figura 19. Esquema representativo de la libreria quimica inicial. Se observa un esquema
representativo de las estructuras quimicas de los compuestos que conforman la libreria quimica
inicial, las cuales cumplen con las reglas de Lipinski.

8.6 Docking molecular de libreria quimica inicial con TvMP50

Los 21 compuestos que cumplieron con las reglas de Lipinski y que conforman la
libreria quimica inicial fueron evaluamos in silico mediante docking molecular contra
TvMP50 de T. vaginalis con el fin de conocer aquellos compuestos que interactdan
in silico con esta metaloproteina. Los analisis se ejecutaron con los softwares
SwissDock y PatchDock. Los resultados de acoplamiento fueron evaluados y/o
visualizados mediante el software Chimera version 1.15. (Figura 20).

Observamos que todos aquellos compuestos que tienen un valor elevado de LogP,
asi como un peso molecular mayor a 500 Daltones fueron discriminados por los

softwares empleados para el anadlisis. También observamos que algunos
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compuestos podian tener un valor superior de aceptores y donadores formadores
de puentes de hidrogeno y aun asi cumplir con el balance general de las reglas de
Lipinski, siendo que dichas reglas son flexibles en estos dos puntos.

El compuesto Uliginosin B presento un error de configuracion estructural indicado
por el software SwissDock y no pudo ser evaluado por acoplamiento molecular.

TvMP50-ATZ1

Delta G=-7.67

Figura 20. Esquema representativo de la interaccién entre TvMP50 y ATZ1. Se observa una
interaccion entre ATZ1 y el sitio activo de TvMP50, donde el AG tuvo un valor negativo de -7.67

Se tomaron los valores de ATZ y Metronidazol ya que se conoce que estos

compuestos presentan una interaccién con TvMP50 de forma experimental (Figura
21).
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TvMP50-Metronidazol

Delta G=-15.99

Figura 21. Esquema representativo de lainteraccion entre TvMP50 y Metronidazol. Se observa
una interaccién entre Metronidazol y el sitio activo de TvMP50, donde el AG tuvo un valor negativo

de -15.99

Para conocer aquellos compuestos que mejor acoplamiento con TvMP50
presentaron, realizamos una grafica de barras (Figura 22), esto nos permite saber

gue compuestos son los mas prometedores en la interaccion con su blanco.
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AG de los acoplamientos moleculares de la libreia inicial

=]

0,0

-10,00
-12,00
-14,00
-16,00
-18,00
N 2H-chromene W Nectandra
H Chlorogenic acid B Emodin
M Lycorine H Methyl jasmonate
M Resveratrol m Skimmianine
H Metronidazol WATZ1

m Caffeic acid

B Geraniol

B N-acetyl-L-cysteine
» Wogonine

WATZ2

-2,00
-4,00
-6,00
-8,00

Candimine
M Lucidin-isopropyl-ether
W Quercetin

Fumagiline

A4

Figura 22. Valor AG de la libreria primaria. En la grafica se observa los valores AG de los
acoplamientos moleculares de la libreria quimica inicial. Los compuestos Lucidin-isopropyl-ether y
Fumagiline presentaron valores mas negativos con respecto al metronidazol y los tiazoles ATZ 1y

ATZ2.

Colocamos los datos en una tabla para tener visualmente los valores y poder identificarlos

rapidamente (Tabla 2).
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Valores de AG de los compuestos presentes en la libreria inicial
Nombre de compuesto Valor de AG
2H-ChrOMENE ... -7.19
NECtaNdra ....c.ooeevieieeececeecte e et -8.02
Caffeic acid ..ucueeeeceecee e -14.47
CanNdiMINe ..oooeeeeecece et ettt ebe e s -8.39
Chlorogenic acid .......cueveevieveecece e e -15.66
EMOAIN ottt et et e aerans -8.02
GEIANIO| et e b e -7.84
Lucidin-isopropyl-ether .......ccveveeveevviecccciieee e, -16.45
LYCOTINE ettt sttt et s e -8.11
Methyl jJasmonate .......ccceieieiveivecceee e -9.23
N-acetyl-L-CySteine ......cccovvveieieincrecrese e -15.1
QUETCETIN ottt et st st v s -9.63
RESVEIAtrol c..ucueveeieeee ettt et st -7.84
SKIMMIANINE ...vevieeieie e st s -8.06
WOZONINE ..ottt st st se e e ese e e s e eas -9.46
FUMAEIIING c.oovece e -16.19
Metronidazol ........cceeveeiviinricee e -15.99
ATZL oot st e -8.92
ATZ2 ettt s st st st e -8.85
A ot e sttt e e e s -8.49

Figura 23. Valor AG de la libreria primaria. En la tabla se observan los valores AG de los
acoplamientos moleculares de los compuestos que componen la libreria quimica inicial. Los
compuestos Lucidin-isopropyl-ether y Fumagiline presentaron valores mas negativos con respecto
al metronidazol y los tiazoles ATZ 1y 2.

8.7 Libreria quimica secundaria

Todos los compuestos de la libreria inicial que interactuaron con el sitio activo de
TvMP50 fueron alojados en una libreria la cual denominamos “libreria quimica

secundaria” (Figura 24).
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Estructuras de libreria secundaria R

ATZ
t ﬁ;} 0 HO/\/L/\)\
@‘S\/ \g/ ‘ Geraniol
Br

CH

Nectandra

Metronidazol -
Oximetabolito

Estructuras de
libreria
secundaria.

l:] Lucidin-isopropyl-ether

o] o]
0 Lycorine®  *

j Methyl jasmonate

= o

\ Fumagiline
N 9

HO \( 0 ~o
Metronidazol 'CM"@:V_\’( ’ Ho

Figura 24. Esquema representativo de la libreria quimica secundaria. Se observa un esquema
representativo de las estructuras quimicas de los compuestos que conforman la libreria quimica
secundaria, las cuales presentan in silico un acoplamiento con el sitio activo de TvMP50.

8.8 Fragmentos de compuestos de libreria secundaria

Para realizar la construccion de nuevas entidades moleculares o quimeras, las
moléculas a fragmentar deben cumplir con la regla de los 3 o de los lideres, fue
ideada para bibliotecas de fragmentos como un equivalente a la regla de Lipinski de
5 filtros para bibliotecas similares a farmacos. A esté analisis fue sometida la libreria
guimica secundaria y se llevé a cabo mediante el software Drulito.

Se genero un andlisis de compuestos lideres donde 6 moléculas cumplieron la
prueba (Emodin, Lucidin-isopropyl-ether, Licorine, Quercitin, Wogonine vy

Fumagiline) (Figura 25).
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ROSGS

OH (@] OH

Lycorine Lucidin-isopropyl-ether Emodin

<Y

o
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Fumagiline _ .
°"  Quercetina Wogonin

Figura 25. Esquema de las estructuras quimicas de los compuestos que cumplen laregla de
los lideres. Se observa un esquema representativo de las estructuras quimicas de los compuestos
gue cumplen con las reglas de los 3 o de los lideres.

Los 6 compuestos que cumplieron la regla de los lideres posteriormente se les
realizé un analisis de Scaffolds para conocer sus andamios de construccién, esto

se llevo a cabo mediante el software DataWarrior (Figura 26).

o

hese

OH o) OH
Emodin

=<0

T

Lycorine ~
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HO o 0

Fumagiline ° W

Wogonin

Figura 26. Esquema de las estructuras quimicas de los compuestos lideres y sus scaffolds.
Se observa un esquema representativo de las estructuras quimicas de los compuestos que cumplen
con las reglas de los lideres (fondo blanco). Se observa las estructuras scaffolds o andamios de
construccion (fondo oscuro).

Se adicion0 los scaffolds de Metrinidazol y los tiazoles ATZ1y ATZ2, ya que estos
dos compuestos que hemos seguido en el equipo de trabajo de laboratorio y son
de importancia para nosotros (Figura 27).

o)
H H O_/,<|1+
-7y O -
Ho AN

Br  ATZ1 B ATZ2
Metronidazo

Figura 27. Esquema de las estructuras scaffolds de metronidazol, ATZ1y ATZ2. Se observan
de los scaffold de los compuestos metronidazol, ATZ1 y ATZ2 (fondo oscuro) y sus estructuras
guimicas (fondo blanco).
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8.9 Anélisis de similaridad

Posteriormente se realizé un andlisis de similaridad entre los andamios y las
moléculas lideres, para generar una proyeccion de quimeras. Este andlisis fue
ejecutado por el software DataWarrior (Figura 28) y obtuvimos un total de 18

construcciones quiméricas.

Figura 28. Ejemplo del analisis de similaridad
entre Emodine y los scaffolds. Se observa un
esquema representativo de la propuesta quimérica
de una construccién realizada por el software
DataWarrior. Propuesta de construccién entre
Emodine y Lucidin-isopropyl-ether.
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8.10 Libreria de compuestos quimeéricos

Las construcciones que nos sugeria el software DataWarrior fueron editadas, la

edicion de las quimeras se realizé a mano racionalmente mediante el software
Molinspiration (Figura 29).

Libreria de nuevas entidades moleculares quiméricas

Emodin-Wogonine Emodin-Lycorine  Emodin-Quercetin Emodin-Lucidin-isopropyl-ether  Lycorine-Wogonine  Lycorine-Metonidazol
N ¢_>:> e
L YD
AN 5 I A~
oh01 AL
A \T//
\Va
. /
Quercetin-Lycorine Quercetin-Wogonine ~ Quercetin-Lucidin-isopropyl-ether  Wogonine-Emodine Fumagiline-Lycorine

Emodin-ATZ2

- ?

1 Z | \
Y \r YN ez _/>~§

| AN ’v" . !

¢ )
| = J P WA /

i ) L\T\\/ N

7 > )
y I NN {

J PN ! ] )
NS i i {
1 W

A o={

R Quercetin-ATZ1
Wogonine-ATZ1 Wogonine-ATZ2  Lucidin-isopropyl-ether--ATz1 ~ Lyeorine-ATZ2

il
i 59 T

7N 1 A

e SR YT e o W o & O~X
& B e g on
\_/ =

ATZ2-Metronidazol

Figura 29. Esquema representativo de la libreria de quimeras. Se observa un esquema
representativo de las 18 estructuras quimicas de las construcciones quiméricas.
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A las quimeras se les calcul6 sus descriptores moleculares con el fin de conocer si
cumplen con las reglas de Lipinski.

Se analizaron el numero de aceptores de hidrogeno de las quimeras disefiadas,
discriminamos los compuestos que tengan mas de 5 aceptores de puentes de
hidrogeno como lo indica las reglas de Lipinski (Figura 30).

Quimera? Lycorine wogonine -
Quimera8_Lycorine Metronidazol -

Quimera7 Lycorine ATZ2 -
Quimerab_Lucidin_isopropyl_ether ATZ1-
Quimera3> Emodin_Lucidin_isopropyl_ether -
Quimera4 Emodin_Quercetin -

Quimera3 Emodin ATZ2-

Quimera2 _Emadin_Lycorine =

Quimeral6é Wogonine-ATZ2 -

Quimeral5 Wogonine-ATZ1-

Quimerald Wogonine-Lucidin-isopropyl-ether -
Quimeral3 Quercetin_Lucidin_isopropyl_ether -
Quimeral2 Quercetin_Wogonine -

Quimerall Quercetin Lycorine -

Quimeral0 Quercetin ATZ1-

Quimeral Emodin_Wogonine -

Aceptores de hidrégeno

Figura 30. Aceptores de enlaces de hidrégeno de las quimeras. Se observa la gréfica de los
aceptores de enlaces de hidrogeno de las quimeras disefiadas. La regla de Lipinski para este factor
indica que es deseable que la molécula presente 5 aceptores de enlaces de hidrégeno o menos.
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Se analiz6 el nimero de donantes de hidrégeno de las quimeras disefiadas,
discriminando los compuestos que tuvieron mas de 5 donantes de puentes de

hidrogeno como lo indica las reglas de Lipinski (Figura 31)

Quimera?9_Lycorine_wogonine -
Quimera8_Lycorine_Metronidazol -
Quimera7_Lycorine ATZ2-
Quimera6_Lucidin_isopropyl_ether ATZ1-
Quimera5_Emodin_Lucidin_isopropyl_ether-
Quimera4_Emodin_Quercetin -
Quimera3_Emodin ATZ2 -
Quimera2_Emodin_Lycorine -
Quimeralé_Wogonine-ATZ2 -
Quimeral5_Wogonine-ATZ1 -

Quimeral4 _Wogonine-Lucidin-isopropyl-ether -
Quimeral3 Quercetin_Lucidin_isopropyl_ether-
Quimeral2_Quercetin_Wogonine -
Quimerall_Quercetin_Lycorine -

Quimeral0_ Quercetin ATZ1-

Quimeral Emodin_Wogonine -

I
h

Donadores de hidrégeno

Figura 31. Donantes de enlaces de hidrégeno de las quimeras. Se observa la grafica de los
donantes de enlaces de hidrogeno de las quimeras disefiadas. La regla de Lipinski para este factor
indica que es deseable que la molécula presente 5 donantes de enlaces de hidrégeno o menos.

Se analizo la solubilidad mediante cLogP de las quimeras disefiadas, discriminamos
los compuestos que tengan un cLogP mayor a 5 como lo indica las reglas de Lipinski
(Figura 32).
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Quimera9_Lycorine_wogonine -
Quimera8_Lycorine_Metronidazol -
Quimera7_Lycorine_ATZ2 -
Quimera6_Lucidin_isopropyl_ether_ATZ1 -
Quimera5_Emodin_Lucidin_isopropyl_ether-
Quimera4_Emodin_Quercetin -
Quimera3_Emodin_ATZ2-
Quimera2_Emodin_Lycorine -
Quimeral6é_Wogonine-ATZ2 -

Quimeral5 Wogonine-ATZ1 -

Quimeral4 Wogonine-Lucidin-isopropyl-ether -
Quimeral3_Quercetin_Lucidin_isopropyl_ether-
Quimeral2_Quercetin_Wogonine -
Quimerall_Quercetin_Lycorine -

Quimeral0_ Quercetin_ATZ1 -

Quimeral_Emodin_Wogonine -

Ll

o=
)

LogP

Figura 32. Log P de las quimeras. Se observa la grafica del Log P de las quimeras disefiadas. La
regla de Lipinski para este factor indica que es deseable que la molécula presente un Log P de 5 o

menos.

Analizamos el peso molecular segun las reglas de Lipinski de las quimeras

disefiadas, discriminamos las quimeras que tengan un peso molecular mayor a

500 Da (Figura 33)
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Quimera9_Lycorine_wogonine -
Quimera8_Lycorine_Metronidazol -
Quimera7_Lycorine_ATZ2 -
Quimera6_Lucidin_isopropyl_ether ATZ1-
Quimera5_Emodin_Lucidin_isopropyl_ether-
Quimera4 Emodin_Quercetin-
Quimera3_Emodin_ATZ2-
Quimera2_Emodin_Lycorine -

Quimeral6é Wogonine-ATZ2 -

Quimeral5 Wogonine-ATZ1 -
Quimeral4_Wogonine-Lucidin-isopropyl-ether -
Quimeral3 Quercetin_Lucidin_isopropyl_ether-
Quimeral2_Quercetin_Wogonine -
Quimerall_Quercetin_Lycorine -

Quimeral0_ Quercetin_ATZ1-

LIl

Quimeral_Emodin_Wogonine -

o=

200 400 600

Peso molecular

Figura 33. Peso molecular de las quimeras. Se observa la grafica el peso molecular de las
guimeras disefiadas. La regla de Lipinski para este factor indica que es deseable que las moléculas
presenten un peso molecular de 500 Dalton 0 menos.

8.11 Docking molecular de las quimeras creadas
Las quimeras que cumplieron los descriptores moleculares basado en las reglas de
Lipinski (todas las quimeras) fueron evaluadas mediante Docking molecular.
- Se llevo a cabo el docking molecular mediante los servidores SwissDock y
PatchDock, se tomaron en cuenta los datos del servidor SwissDock.
- Se tomo en cuenta los datos arrojados por SwissDock y se construyé una

gréfica (Figura 34)
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Valor del A G de quimeras

-3

-10

-15

gonine -

Quercetin Lycorine-

Lycorine-Wogonine -
propyl_ether-

Wogonine-ATZ2 -
Wogonine-ATZ1-
propyl_ether -
Quercetin ATZ1-
Lycorine-ATZ2 -
Fumagiline-Lycorine -
Emodin-Lycorine -

Emodin-Quercetin-

Emodin-Wogonine -
ATZ2-Metronidazol -
ATZ1-Metronidazol =

Quercetin Wo

Wogonine-Lucidin-sopropyl-ether -
Emodin_Lucidin iso

Quercetin Lucidin Iso

Figura 34. Valor AG de las quimeras. Se observa la gréafica de los AG obtenidos del analisis por
acoplamiento molecular entre las quimeras y TvMP50. La quimera Emodin-Lucidin isopropil ether
presento un acoplamiento molecular optimo con un valor de AG de -17, siendo un valor mejor que el
de nuestro control metronidazol con un AG de -15.99

Construimos una tabla con los valores AG de las interacciones entre las quimeras y
TvMP50 (Tabla 3).
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Tabla de los AG de las quimeras

Valores de AG de las quimeras diseiiadas

Nombre de la quimera Valor AG
ATZ1-MeELrONIAAZON ....cvvevieie ettt ettt et st st e e et es et eseaesae st see seesensennans -10.12
ATZ2-MELrONIAAZON ....cvvevieie ettt ettt ettt st e e et es e teseseaae st see seesnssnnnens -10.10
[0 aT oo 1o RYA Aot =0T o1 = T U TS -8.68
EMOIN-LYCOMNE .ottt ettt ettt sttt et et sre st se s e sas s enasaees -9.12
EMOAiN-QUEICETIN ...uvivieee ettt ettt s e st ss st st r s s b e et ae st seaneseanan -9.54
Emodin_Lucidin_isopropyl_ether ...t st s s -17.00
LYCOTINE-ATZL .ottt ittt et st st e st ste st astes s e ses e sas sae st suesbesnsassessesssensessensens 00
LYCOTINE-WOBONINE ..ccvieirieiieiinseressieseesteseete e estess et sessesees e sesstesas stense suesssessansassasseesnen -7.59
QUETCETIN_ATZL .ottt et sttt st et eb s e e s b e et e ssas s sassbesessessrssnssnnaes -9.97
QUETCEEIN_LYCOIINE ..ottt sttt st st ettt et s sas e st st ba s s e ss e s esaeneseeene 00
QUETCEEIN_WOZONINE ..ottt ettt sttt et ettt st st ste e e besses s sensenssreesese s 00
Quercetin_Lucidin_isopropyl_ether ... 00
Wogonine-Lucidin-isSopropyl-€ther ... e -8.43
WOBONINE-ATZL ..ottt sttt sttt sttt sae e sert st st e sae s stesaeasbesses susassnennesans -8.81
WOBONINE-ATZL ..ottt ettt ettt sttt sae e s sat st st aestes saesaeaesbesses susessaennesans 00
FUMAZIlINE-LYCOIINE ..ottt sttt ettt ste st ste e et s s aeseas s aan et sae s -10.14

Figura 35. Valores AG de las quimeras. Se observa la tabla de los AG obtenidos del analisis por
acoplamiento molecular entre las quimeras y TvMP50. La quimera Emodin-Lucidin isopropil ether
presento un acoplamiento molecular optimo con un valor de AG de -17

8.12 Quimera mejor acoplada a TvMP50

Visualizamos nuestros resultados mediante el software Chimera y Discovery Studio,
la quimera que presentod el acoplamiento mas optimo con TvMP50 fue la quimera

Emodin-Lucidin isopropil ether que obtuvo un AG de -17.00 (Figura 36).

pag. 72



a)

b)

2450 ,
r
HSsP ZN
324 2451 wvaL | PHE
ASP 334 201
243
Interactions
[[] van der waals I Fi-Fi Stacked
- Conventional Hydrogen Bond D Pi-Alkyl

Figura 36. Visualizacién de acoplamiento de la quimera Emodin-Lucidin isopropil ether. Se
observa una representacion esquematica de la interaccion de la quimera Emodin-Lucidin isopropil
ether que presenté un acoplamiento molecular optimo con un valor de AG de -17. A) Imagen de
tubos y bastones. B) Interaccion de los aminoacidos del sitio activo de TvMP50 con los grupos
funcionales de la quimera Emodin-Lucidin isopropil ether.

8.13 Analisis de similitud por huella digital (Fingerprint)
Para ampliar nuestra libreria quimica de compuestos se realiz6 un andlisis de huella
dactilar digital o fingerprint. Para lo cual se llevé a cabo el analisis de fingerprint a

través de dos softwares, Polypharmacology Browser (PPB) y SwissSimilarity. Del
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analisis con PPB se obtuvieron cuatro compuestos similares con numero de
identificacién a) CHEMBL38674, B) CHEMBL41539, C) CHEMBL40849 y D)
CHEMBL41902, del SwissSimilarity se obtuvieron tres con numeros de
identificacion ~ A)  ZINC000013334446, B) ZINC000005812872 y C)
ZINC000005461939.

Se llevé a cabo el andlisis de fingerprint por medio de dos softwares, el primero
Polypharmacology Browser (PPB) y el segundo SwissSimilarity

Se obtuvieron por el primer software cuatro compuestos similares con nimeros de
identificacion: a) CHEMBL38674, B) CHEMBL41539, C) CHEMBL40849 y D)
CHEMBL41902 (Figura 37).

Se obtuvieron por el segundo software tres compuestos mas con numeros de
identificacion: A)  ZINC000013334446, B) ZINC000005812872 y C)
ZINC000005461939 (Figura 38).

Query

IBRB:Polypharmacology Browser LT S

CHEMEL 41502
Figura 37. Analisis de huella dactilar digital de la quimera Emodin-Lucidin isopropil ether

mediante Polypharmacology Browser. Se observa las estructuras quimicas de los compuestos
obtenido mediante el software Polypharmacology Browser,
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ZINCO00013334446

Query Molecule 2INCO0000581287;

"
N ] /}‘\r"‘: - e — = - |
e X N \".; N “?/“ Z X on
(‘“
Hesyo

ZINC000005461939

SwissDrugDesign

a SwissSimilarity

HC Y TT 0H

Figura 38. Andlisis de huella dactilar digital de la quimera Emodin-Lucidin isopropil ether
mediante SwissSimilarity. Se observa las estructuras quimicas de los compuestos obtenidos
mediante el software SwissSimilarity.

A estas moléculas encontradas por el analisis de fingerprint se les gener6 el analisis
por descriptores moleculares para conocer si aprueban el corte de las reglas de

Lipinski.
Se analizaron el nUmero de aceptores de hidrogeno de los compuestos obtenidos

mediante fingerprint, discriminamos los compuestos que tengan mas de 5 aceptores

de puentes de hidrogeno como lo indica las reglas de Lipinski (Figura 39).
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106_Catenarin-

105_Citreorosein-

104_Aloesaponarin |-

103_1,8-Dihydroxy-3-methyl-6-propoxy-anthraquinone -

102_1,8-Dihydroxy-2-methylanthragquinone -

101_1-Hydroxy-6,8-dimethoxy-2-methyl-anthraguinone -

100_1,6,8-Trihydroxy-2-methyl-anthraquinone -

v ' v '
] 2 4 6

Aceptores de hidrégeno

Figura 39. Aceptores de hidrégeno de los compuestos obtenidos por fingerprint. Se observa
la grafica del nimero de aceptores de hidrogeno de los compuestos obtenidos por huella dactilar
digital. La regla de Lipinski indica que para este factor es deseable 5 aceptores de hidrégeno o
menos.

Se analizé el niumero de donantes de puentes de hidrégeno de los compuestos
obtenidos mediante fingerprint, discriminando los compuestos que tuvieron mas de
5 donantes de puentes de hidrogeno como lo indica las reglas de Lipinski (Figura
40).
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106_Catenarin-

105_Citreorosein=

104_Aloesaponarin |=

103_1,8-Dihydroxy-3-methyl-6-propoxy-anthraquinone -

102_1,8-Dihydroxy-2-methylanthraquinone -

101_1-Hydroxy-6,8-dimethoxy-2-methyl-anthraquinone -

100_1,6,8-Trihydroxy-2-methyl-anthraquincne -

o
[
I
o

Donadores de hidrégeno

Figura 40. Donantes de hidrégeno de los compuestos obtenidos por fingerprint. Se observa la
grafica del numero de donantes de hidrégeno de los compuestos obtenidos por huella dactilar digital.
La regla de Lipinski indica que para este factor es deseable 5 donantes de hidrégeno o menos.

Se analizo la solubilidad mediante cLogP de los copuestos obtenidos por fingerprint,
discriminamos los compuestos que tuvieron un cLogP mayor a 5 como lo indica las

reglas de Lipinski (Figura 41).
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106_Catenarin-

105_Citrecrosein=

104_Aloesaponarin |-

103_1,8-Dihydroxy-3-methyl-6-propoxy-anthraquinone -

102_1,8-Dihydroxy-2-methylanthraquinone -

101_1-Hydroxy-6,8-dimethoxy-2-methyl-anthraquinone -

100_1,6,8-Trihydroxy-2-methyl-anthraquinone -

o
[N]
s
o

cLogP

Figura 41. cLogP de los compuestos obtenidos por fingerprint. Se observa la grafica el cLogP
de los compuestos obtenidos por huella dactilar digital. La regla de Lipinski indica que para este
factor es deseable un cLogP de 5 o0 menor.

Se analizo el peso molecular de los compuestos obtenidos por fingerprint,
discriminando los compuestos que tuvieron un peso molecular mayor a 500 Da

como lo indica las reglas de Lipinski (Figura 42).
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106_Catenarin-

105_Citreorosein-

104_Aloesaponarin |-

103_1,8-Dihydroxy-3-methyl-6-propoxy-anthraquinone =

102_1,8-Dihydroxy-2-methylanthraquinone -

101_1-Hydroxy-6,8-dimethoxy-2-methyl-anthraquinone -

100_1,6,8-Trihydroxy-2-methyl-anthraquinone -

100 200 300 400 500

'
0

Peso molecular

Figura 42. Peso molecular de los compuestos obtenidos por fingerprint. Se observa la gréfica
el peso molecular de los compuestos obtenidos por huella dactilar digital. La regla de Lipinski indica
gue para este factor es deseable un peso molecular de 500 Daltons 0 menos.

Posteriormente a las moléculas obtenidas por fingerprint se analizaron mediante
acoplamiento molecular para conocer si estas moléculas se interactian con sitio
catalitico de TvMP50.

Se pudo observar que ninguna de las moléculas obtenidas por fingerprint tuvo un
acoplamiento molecular optimo mejor que la quimera Emodin-Lucidin isopropil

ether.
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Se construyo una tabla con los valores de AG de los compuestos obtenidos por

fingerprint para su mejor visualizacion (Tabla 4).

Valores de AG de compuestos obtenidos por Fingerprint
Nombre del compuesto Valor AG
1,6,8-Trihydroxy-2-methyl-anthraquinone ........cceceeveveveeereceennnns -7.93
1-Hydroxy-6,8-dimethoxy-2-methyl-anthraquinone ...................... -7.44
1,8-Dihydroxy-2-methylanthraquinone .........cccccoeeevnivccecececenen, -7.55
AlOESAPONATIN | .oveieviirieieeie ettt st sttt r e e -10.64
CItrEOTOSEIN ..ottt s et s e e e e -7.51
CAtENANIN .ttt ettt et et st s et se e e eneenes -7.54

Figura 43. Valores de AG de compuestos obtenidos por Fingerprint. Se observa los valos de AG
del acoplamiento con TvMP50 de los compuestos obtenidos por fingerprint, siendo Aloesaponarin |
el compuesto que presento mejor acoplamiento de union.

9 DISCUSION

T. vaginalis es un tricomonadido que esta expuesto a las condiciones cambiantes
del tracto genitourinario humano durante la infeccion. Se sabe que en el
microambiente urogenital masculino existe la presencia de diferentes cationes
metalicos, principalmente de Zn?* y Cd?*, se conoce que estos metales pueden
ocasionar dafio al DNA del parésito, sin embargo, esta descrito que en presencia
de Zn?* se activa la metaloproteinasa TvMP50, que tiene poder proteolitico y esta
involucrada en la citotoxicidad de T. vaginalis, algo que se puede observar en la
tricomoniasis masculina. Como ya hemos podido revisar, existe una alta resistencia
de este parasito hacia los 5-Nitroimidazoles que son utilizados como farmacos para
esta ITS; las reacciones secundarias asociadas con estos farmacos y el creciente
namero de casos resistentes a los medicamentos indican que se necesitan nuevas
estrategias para el disefio racional de medicamentos contra esta enfermedad.

El utilizar e integrar diferentes metodologias bioinforméticas y quimioinformaticas
parece ser una estrategia in silico que simplifica y facilita el disefio racional de

compuestos y librerias de compuestos con potencial farmacoldgico.
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En la actualidad es de importancia para el disefio de farmacos asistidos por
computadora el alcance que tienen estas metodologias, como lo reportado por
Benitez-Cardoza et al., 2021 donde se llevé a cabo una tamizaje masivo por medio
de multidocking molecular contra Triosafosfato isomerasa (TvTIM) a partir de una
base de datos que contenia mas de medio millébn de compuestos. Los
investigadores lograron identificar que el compuesto A4 tiene una interaccion con
TVvTIM. El compuesto A4 puede modificar el entorno hidrofébico de los residuos de
Trp (Trp58, Trp89 y Trpl58), y esta interaccion podria afectar algunas funciones de
los TVTIM sin afectar la actividad glucolitica porque se conserva en las proteinas
recombinantes. En particular, in vitro los ensayos con parasitos demostraron que el
compuesto A4 era tricomonicida en concentraciones cercanas al control positivo
(metronidazol).

De igual manera lo reportado por Lam et al., 2021 e donde se describe un tamizaje
masivo de seleccion, que fue llevado a cabo por medio de técnicas colorimétricas
(TriTOX) basado en rojo de fenol y con ello lograron cribar una gran cantidad de
compuestos, esto mediante los cambios en el pH que les sirvié como un indicador
valido del crecimiento de tricomonas (T. vaginalis y T. fetus), Y por medio del uso
de acoplamiento molecular contra Metionina aminopeptidasa fueron evaluados los
compuestos con potencial actividad tricomonicida.

En nuestro trabajo se emplearon técnicas bio-quimio-informaticas para disefiar una
libreria de compuestos que pudiera interactuar con el sitio activo de TvMP50 que se
encuentra en el Dominio C-terminal y el cual fue utilizado como objetivo
farmacolégico. Nos centramos en integrar mas de wuna herramienta
guimioinformética y bioinformatica con el fin de generar una metodologia robusta
gue pudiera servir de modelo para el disefio de farmacos in silico, gracias a ello nos
fue posible el disefio computacional de una libreria quimica inicial especializada
contra T. vaginalis.

Las reglas de Lipinski, nos permiti6 tamizar y/o descartar a todos aquellos
compuestos que no tengan caracteristicas deseadas y que sabemos que son utiles
para el proceso de sintesis de compuestos o bien de permeabilidad. El poder

conocer las caracteristicas fisicoquimicas deseadas en un farmaco es vital para
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reducir el nUmero de compuestos candidatos a farmacos, estos nos permitieron
saber cuales de nuestros compuestos eran permeables a las células y cuales no,
asi como cueles tenia propiedades liposolubles, entre otras caracteristicas.
Posteriormente obtuvimos una libreria secundaria donde se aloja los compuestos
gue mostraron una interaccion optima con el sitio activo de TvMP50 de T. vaginalis,
gracias a esta seleccion pudimos descartar a los compuestos que estan
interaccionando con otra parte de la proteina blanco o bien que no presentan ningun
tipo de interaccibn con TvMP50. Para nosotros era primordial evaluar las
interacciones con el sitio catalitico de la proteina para tener compuestos que
tuvieran una mayor posibilidad de inactivar a TvMP50, por este motivo no
consideramos las interacciones alostéricas entre los compuestos y la proteina
blanco.

Posteriormente durante la fragmentacion de compuestos, logramos obtener una
libreria donde alojamos los andamios de construccién (scaffold) estos andamios de
construccion fueron realizados con los compuestos lideres ya que nos permitia
reconstruir moléculas quiméricas y que estas pudieran aprobar el corte por reglas
de Lipinski, es saber que parte estructural de los compuestos interactuaba con
TvMP50 nos sirvié para racionalizar nuestro disefio de quimeras, ya que podriamos
utilizar estos sitios estructurales para unirlos y elevar la interaccion con nuestra
proteina blanco.

Mediante el acoplamiento de las quimeras con TvMP50 se logré identificar una
construccion que tiene un acoplamiento optimo por encima de nuestro control,
siendo la quimera Emodin-Lucidin isopropil ether la que presentd el mejor valor de
acoplamiento siendo un AG =-17.00, que es un valor termodinamicamente mejor al
obtenido por el Metronidazol, que cuenta con un valor de acoplamiento de AG = -
15.99. Esto nos permitird acortar los tiempos y los costos en la fase tamizado de
compuestos por metodologias experimentales. Siendo el siguiente paso la sintesis
0 adquisicién de los compuestos alojados en dicha libreria quimica especializada

contra TVMP50 de T. vaginalis para la realizacion de la fase experimental.
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10. CONCLUSIONES

Podemos concluir que el uso de herramientas quimioinforméticas y bioinforméticas
nos permiti6 montar una metodologia in silico para obtener el disefio de
Emodin_Lucidin-isopropil-ether una nueva entidad molecular quimérica que tiene

una actividad hipotética contra TvMP50 de Trichomonas vaginalis.

11. PERSPECTIVAS

Los pasaos a seguir el este proyecto, sera la sintesis quimica de los compuestos
gue integran la libreria final, asi como probar los compuestos por una metodologia

experimental in vitro y con ello evaluar su potencial tricomonicida.
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14. ANEXOS

Materiales informaticos

Softwares

e Las plataformas PubMed (https://www.ncbi.nim.nih.gov/), y Scopus
(https://www.scopus.com/home.uri) fueron empleadas para la buasqueda
de articulos que incluyeran al menos un compuesto tricomonicida.

e EIl software Sublime Txt3 (https://www.sublimetext.com/3) fue utilizado
para generar un tamizado por palabras clave de los articulos descargados
de la literatura.

e EI software DruLiTo
(http://lwww.niper.gov.in/pi_dev_tools/DruLiToWeb/DruLiTo_index.html)
fue utilizado para calcular los descriptores moleculares, ademas se utilizé
en el analisis de compuestos lideres y reglas de Lipinski.

o EI software DataWarrior version 5.5.0
(https://openmolecules.org/datawarrior/index.html) fue utilizado para
generar el analisis de descriptores moleculares, la generacion de
formatos .sdf de cada compuestos y quimera, asi como para la
generacion de andamios de construccion o fragmentos, ademas se
generd un analisis de similaridad entre los fragmentos que fue utilizado
como propuesta de construccion de quimeras.

e SwissADME (http://www.swissadme.ch/) fue utilizado para corroborar los
descriptores moleculares basados en las reglas de Lipinski y conocer
algunas propiedades farmacocinéticas de los compuestos.

e La plataforma Mollnspiration (https://www.molinspiration.com/cgi-
bin/properties) fue utilizada para la generaciéon de la SMILE de cada
compuesto y de cada quimera realizada, para ello fue necesario dibujar

las estructuras quimicas en 2D.
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El software OpenBabel version 3.1.1
(http://openbabel.org/wiki/Main_Page) fue utilizada para la conversién de
formatos .sdf a .mol2 y .MDL

La plataforma SwissDock (http://www.swissdock.ch/) fue utilizada para
generar los acoplamientos moleculares entre la proteina diana y los
compuestos/quimeras.

La plataforma de PatchDock (https://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock/)
fue utilizada para generar un segundo analisis de acoplamiento molecular
entre la proteina diana y los compuestos/quimeras.

El software Chimera version 1.15
(https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/download.html) fue utilizado para la
visualizacion de los resultados de acoplamiento molecular.

Se utilizé la plataforma Swiss Similarity (http://www.swisssimilarity.ch/)
para generar el analisis de fingerprint.

El lenguaje estadistico R version 6.1 y RStudio 2021.09.1
(https://www.rstudio.com/) fueron utilizados para realizar las pruebas

estadisticas, las gréaficas de barras y el analisis de datos.
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COMPENDIO DE MOLECULAS

Benzopyran: El 2H-cromo es el miembro mas sencillo de la clase de cromenos en
los que el anillo heterociclico de pirano tiene un doble enlace entre las posiciones 3
y 4. Es un cromeno y un compuesto organico heterobiciclico. Es un tautémero del
4H-cromo.

SMILES: C1C=CC2=CC=CC=C201

Formula molecular: C9H80

PubChem ID: 9211

Modelo: in vitro

Cite: 1 and 2

Férmula 2D:

Betulinic acid: Es un derivado triterpénico pentaciclico de tipo lupano de la betulina
(aislado de la corteza de Betula alba, el abedul blanco comdn) con actividades
antiinflamatorias, anti-VIH y antineoplasicas. El acido betulinico induce la apoptosis
a través de la induccién de cambios en el potencial de la membrana mitocondrial, la
produccion de especies reactivas de oxigeno y la apertura de los poros de transicion
de permeabilidad mitocondrial, lo que resulta en la liberacion de factores apogénicos
mitocondriales, la activacion de caspasas y la fragmentacion del ADN.

SMILE:
CC(=C)C1CCC2(C1C3Crcr4crh(Ccee(e(eseece4(ca(eceao)o)(cye)o)e)c(=0)o
Formula molecular: C30H4803

PubChem: 64971

Modelo: in vitro

Cite: 2 and 3

Formula 2D
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(+) - a-Bisabolol: El bisabolol, o mas formalmente a-(-)-bisabolol o también
conocido como levomenol,[1] es un alcohol sesquiterpénico monociclico natural. Se
trata de un aceite viscoso e incoloro que es el principal constituyente del aceite
esencial de la manzanilla alemana (Matricaria recutita) y del Myoporum
crassifolium[2]. Es poco soluble en agua y glicerina, pero soluble en etanol[3] El
enantiomero, a-(+)-bisabolol, también se encuentra de forma natural, pero es poco
frecuente. El bisabolol sintético suele ser una mezcla racémica de los dos, a-(%)-
bisabolol.

SMILE: CC1=CCC(CC1)C(C)(CCC=C(C)C)O

Formula molecular: C15H260

PubChem ID: 1549992

Modelo: in vitro

Cite: 4 and 2

Férmula 2D

Caffeic acid: El acido cafeico es un derivado del &cido hidroxicinamico y polifenol
biodisponible por via oral, con potenciales actividades antioxidantes,
antiinflamatorias y antineoplasicas. Tras su administracion, el acido cafeico actia
como antioxidante y previene el estrés oxidativo, evitando asi el dafio al ADN
inducido por los radicales libres. El acido cafeico se dirige e inhibe el gen de la
oncoproteina histona desmetilasa (HDM) amplificada en el carcinoma de células
escamosas 1 (GASC1; JMJD2C; KDM4C) e inhibe la proliferacion de las células
cancerosas. GASC1, miembro del subgrupo KDM4 de las proteinas que contienen
el dominio Jumonji (Jmj), desmetila la lisina 9 trimetilada y la lisina 36 de la histona
H3 (H3K9 y H3K36), y desempefia un papel clave en el desarrollo de las células
tumorales.

SMILE: C1=CC(=C(C=C1C=CC(=0)0)0)0O

Formula molecular: C9H804

PubChem ID: 689043

Modelo: in vitro

Cite: 6 and 2

Formula 2D
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Candimine: Es un alcaloide poco frecuente en la familia de las amarilidaceas.
SMILE: CN1CCC2=CC(C3C(C21)C4=CC5=C(C(=C4C(=0)03)0C)0CO5)O
Formula molecular: C18H19NO6

PubChem ID: 441588

Modelo: in vitro

Cite: 5and 2

Formula 2D

a-Chaconine: La cascara de la patata es unarica fuente de compuestos bioactivos,
como los glicoalcaloides a-solanina y a-chaconina

SMILE:
CC1CCC2C(C3C(N2C1)CC4c3(ccehr4ace=Ccolh5(cecec(ce)ocrc(c(c(cornc
0)OC8C(C(C(C(08)C)O)0)0)0)OCIC(C(C(C(09)C)0)0)O)C)O)C

Formula molecular: C45H73NO14

PubChem ID: 442971

Modelo: in vitro

Cite: 6 and 2

Formula 2D
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Chlorogenic acid:

CanonicSMILE: C1C(C(C(CC1(C(=0)0)0)0C(=0)C=CC2=CC(=C(C=C2)0)0)0)0O
Molecular Formula: C16H1809

PubChem ID: 1794427

Modelo: in vitro

Cite: 6 and 2

Formula 2D

0

,.0>LH
IN Lr]‘

Emodin: La emodina es una trihidroxiantraquinona, es decir, una 9,10-antraquinona
sustituida por grupos hidroxi en las posiciones 1, 3y 8 y por un grupo metilo en la
posicion 6. Esta presente en las raices y cortezas de numerosas plantas (en
particular el ruibarbo y el espino cerval), mohos y liquenes. Es un ingrediente activo
de varias hierbas chinas. Tiene un papel como inhibidor de la tirosina quinasa, como
agente antineoplasico, como laxante y como metabolito vegetal. Se deriva de una
antrona de la emodina. Es un &acido conjugado de una emodina(1-).

SMILE: CC1=CC2=C(C(=C1)0)C(=0)C3=C(C2=0)C=C(C=C30)0

Formula molecular: C15H1005

PubChem ID: 3220

Modelo: in vivo/mouse

Cite: 7

Formula 2D

A,

\,
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Geraniol: El geraniol es un monoterpenoide formado por dos unidades de prenilo
unidas cabeza con cola y funcionalizadas con un grupo hidroxi en su extremo
posterior. Tiene un papel como fragancia, alérgeno, componente de aceite volatil y
metabolito vegetal. Es un monoterpenoide, un alcohol primario y un 3,7-dimetilocta-
2,6-dien-1-ol.

SMILE: CC(=CCCC(=CCO)C)C

Formula molecular: C10H180

PubChem ID: 637566

Modelo: in vitro

Cite: 8

Férmula 2D

H

H 0\\' /EI’A\\- /Q\T,/

isoaustrobrasilol B: El derivado del cloroglucinol anti-Trichomonas vaginalis,
isoaustrobrasilol B, modula la hidrdlisis de nucleétidos extracelulares.

SMILE:
CCCC(=0)C1=C(C(=C2C(=C10)C=CC(02)(C)C)CC3=C(C(C(=0)C(=C30)C(=0)
C(C)C)(C)cc=Cc(C)C)0)o

Formula molecular: C32H4008

PubChem ID: 132579547

Modelo: in VITRO

Cite: 9

Férmula 2D
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Lucidin-isopropyl-ether: Una nueva antraquinona, la lucidina - w - éter
isopropilico, fue aislada de las raices de Morinda panamensis Seem y en un estudio
realizado en 2019 por nuestro grupo demostré que una concentracion de 20 pm/mL
era capaz de inhibir la citotoxicidad del parasito hacia las células HeLay de disminuir
la actividad proteolitica del TvMP50, asi como de disminuir la expresion del gen
mp50.

SMILE: CC(C)OCc3c([OH-])cc2c(=0)clcececle(=0)c2c3[OH-]

PubChem ID: N/A

Modelo: in vitro

Cite: Caceres-Castillo D. et al (2019)

Férmula 2D

H
0 OA J\
0
H
0

Lycorine: La licorina es un alcaloide de indolizidina que es el 3,12-
didehidrogalantano sustituido por grupos hidroxi en las posiciones y 2 y un grupo
metilendioxi en las posiciones 9 y 10. Aislado de Crinum asiaticum, se ha
demostrado que presenta actividad antipaltdica. Tiene un papel como inhibidor de
la sintesis de proteinas, antimalarico, metabolito vegetal y agente anticoronaviral.
Se deriva de un hidruro de un galantano.

SMILE: C1CN2CC3=CC4=C(C=C3C5C2C1=CC(C50)0)0C04

Formula molecular: C16H17NO4

PubChem ID: 72378

Modelo: in vitro

Cite: 10

Formula 2D
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Methyl jasmonate: El (-)-metil jasmonato es un éster de jasmonato que es el éster
metilico del acido jasmodnico. Es un miembro de los jasmonatos, un metabolito
vegetal y una hormona vegetal. Es un éster de jasmonato y un éster metilico.
SMILE: CCC=CCC1C(CCC1=0)CC(=0)0C

Formula molecular Formula: C13H2003

PubChem ID: 5281929

Modelo: in vitro

Cite: 11

Férmula 2D

Metronidazole: ElI metronidazol es un derivado sintético del nitroimidazol con
actividad antiprotozoaria y antibacteriana. Aunque su mecanismo de accidn no esta
totalmente dilucidado, el metronidazol no ionizado es captado facilmente por los
organismos anaerobios obligados y posteriormente es reducido por proteinas de
transporte de electrones de bajo potencial redox a un producto intermedio activo. El
metronidazol reducido provoca roturas de la cadena de ADN, inhibiendo asi la
sintesis de ADN vy el crecimiento de las células bacterianas.

SMILE: CC1=NC=C(N1CCO)[N+](=0)[O-]

Formula molecular: C6HIN303

PubChem ID: 4173

Modelo: in vivo

Cite:

Formula 2D

oA M
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N-acetyl-L-cysteine: La acetilcisteina es un derivado sintético N-acetilo del
aminoacido endogeno L-cisteina, precursor de la enzima antioxidante glutation. La
acetilcisteina regenera las reservas hepaticas de glutation. Este agente también
reduce los enlaces de disulfuro en las mucoproteinas, lo que provoca la licuefaccién
del moco. Algunas pruebas sugieren que la acetilcisteina puede ejercer un efecto
antiapoptético debido a su actividad antioxidante, lo que posiblemente impida el
desarrollo o el crecimiento de las células cancerosas. Ademas, la acetilcisteina ha
inhibido la estimulacién viral de los intermediarios reactivos del oxigeno,
produciendo asi una actividad antiviral en pacientes con VIH.

SMILE: CC(=O)NC(CS)C(=0)O

Formula molecular: CSHINOSS

PubChem ID: 12035

Modelo: in vitro y vivo mouse

Cite: PubChem. NO encontre el art.

Férmula 2D

Pyrrolocin A:

CanonicSMILE:
CC1CCC2C(C1)C=C(C(C2(C)C(=C3C(=0)C(N(C3=0)C)CO)O)C=CC=CcCcCc(C)0)
C

Molecular Formula: C27H39NO5

PubChem ID: 101889884

Modelo: in vitro

Cite: 14

Formula 2D
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Quercetin: La quercetina es un flavonoide polifendlico con potencial actividad
qguimiopreventiva. La quercetina, omnipresente en las fuentes alimentarias
vegetales y uno de los principales bioflavonoides de la dieta humana, puede
producir efectos antiproliferativos derivados de la modulacion de las vias de
transduccion de sefales mediadas por el EGFR o el receptor de estrégenos.
Aunqgue el mecanismo de accion no se conoce del todo, se han descrito los
siguientes efectos con este agente in vitro: disminucion de la expresion de la
proteina p53 mutante y del oncogén p21-ras, induccion de la detencion del ciclo
celular en la fase G1 e inhibicion de la sintesis de proteinas de choque térmico.
SMILE: C1=CC(=C(C=C1C2=C(C(=0)C3=C(C=C(C=C302)0)0)0)0)0

Formula molecular: C15H1007

PubChem ID: 5280343

Modelo: in vitro

Cite: 6

Férmula 2D

Resveratrol: EIl resveratrol es un polifenol vegetal que se encuentra en altas
concentraciones en las uvas rojas y que se ha propuesto como tratamiento para la
hiperlipidemia y para prevenir el higado graso, la diabetes, la aterosclerosis y el
envejecimiento. El uso del resveratrol no se ha asociado a elevaciones de las
enzimas séricas ni a lesiones hepaticas clinicamente aparentes.

SMILE: C1=CC(=CC=C1C=CC2=CC(=CC(=C2)0)0)0O

Formula molecular: C14H1203

PubChem ID: 445154

Modelo: in vitro

Cite: 14

Formula 2D
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Solanidine A:

CanonicSMILE:
CCL1C(C(C(C(O1)0C2Cc(Cc(Cc(oc20occ3cc(c(c(oc3oc4acees(c(ecaoco)ececes(
C5C(=0)C=C7CB(CCC8(C7CC(CCBO)(C)C)C)C)C)C)C(=0)0)0)0)CO)0)0)0)0)
O

Molecular Formula: C48H76019

PubChem ID: 101638317

Modelo: in vitro

Cite:

Formula 2D

Saponin B:

CanonicSMILE:
CC1C(C(C(C(0O1)0C2Cc(Cc(c(oc20c3c(c(c(oc3oc4acees(c(eca(ce)ececes(cs
CC=C7C6(CCC8(C7CC(CC8)(C)C)C(=0)0)C)C)C)CO)0)0)C0)0)0)0)O)O
Molecular Formula: C48H78017

PubChem ID: 21606141

Modelo: in vitro

Cite: 15

Formula 2D
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Skimmianine: Es un alcaloide de furoquinolina que se encuentra en Skimmia
japonica, una planta con flores de la familia Rutaceae que es originaria de Japén y
China. También es un fuerte inhibidor de la acetilcolinesterasa (AChE).

SMILE: COC1=C(C2=C(C=C1)C(=C3C=C0C3=N2)0C)0OC

Formula molecular: C14H13NO4

PubChem ID: 6760

Modelo: in vitro

Cite: 21
Férmula 2D
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Solanidine: La solanidina es un alcaloide esteroide fundamental, un alcaloide, un
compuesto organico heterohexaciclico y un 3beta-hidroxi-Delta(5)-esteroide. Tiene
una funcién como metabolito vegetal.

SMILE: CC1CCC2C(C3C(N2C1)CC4C3(Ccchr4acc=CceC5(Ccc(ce)o)c)c)c
Formula molecular: C27H43NO

PubChem ID: 65727

Modelo: in vitro

Cite: 6

Formula 2D
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Solanine alpha:

CanonicSMILE:
CC1CCC2C(C3C(N2C1)Cr4c3(ceesr4ace=ealh5(cece(ee)ocr(cec(e(conce
0)0)0CBC(C(C(C(O8)CO)0)0)O)OCIAC(C(C(C(09)C)0)O)0)C)O)C

Molecular Férmula: C45H73NO15

PubChem ID: 6713954

Modelo: in vitro

Cite: 6

Formula 2D

Tomatidine: La tomatidina es un esteroide 3beta-hidroxido resultante de la
sustitucion del hidrogeno 3beta del tomatidano por un grupo hidroxi. Es un
compuesto azaspiro, un compuesto oxaspiro y un 3beta-hidroxi-esteroide. Se deriva
de un hidruro de un tomatidano.

SMILE: CC1CCC2(C(C3C(02)CC4C3(CCCHCACCCBLCH(CCC(CB)O)C)C)C)NCL
Foérmula molecular: C27H45N0O2

PubChem ID: 65576

Modelo: in vitro

Cite: 16

Férmula 2D
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Tomatine: La tomatina es un alcaloide esteroide que es la tomatidina en la que el
grupo hidroxi en la posicion 3 esta ligado a la licotetraosa, un tetrasacarido
compuesto por dos unidades de D-glucosa, una unidad de D-xilosa y una unidad de
D-galactosa. Tiene un papel como adyuvante inmunolégico, como fitotoxina y como
agente antifingico. Es un alcaloide esteroide, un derivado tetrasacéarido, un
antibidtico alcaloide y un glucésido. Deriva de una tomatidina.

SMILE:
CC1CCC2(C(C3C(0O2)cr4cs(ceeshr4acceests(cee(ece)ocrec(c(c(cornco)o
C8C(C(C(C(08)CO)O)OCIAC(C(C(CO9)0)0)O)OC2C(C(C(C(02)C0)0)0)0)0)0)
C)C)C)NC1

Formula molecular: C50H83N0O21

PubChem ID: 28523

Modelo: in vitro

Cite:

Férmula 2D
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Torvoside A:

CanonicSMILE:
CC1C2C(CC3C2(Cccr4c3cce(chr4(cece(chn)c)ocec(c(c(ec(os)cyo)ocrc(
C(C(C(07)C)0)0)0)0)C)OC1(CCr(C)cocsc(c(c(c(o8)co)0)0)0)o
Molecular Formula: C45H76018

PubChem ID: 102444965

Modelo: in vitro

Cite: 17
Formula 2D
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Torvoside H. Es una saponina esteroidea que es (5alfa,6alfa,22R,25S)-6,22,26-
trihidroxifurostan-3-ona en la que el grupo hidroxi en la posicion 6 se ha convertido
en el derivado beta-D-glucopiranosil-(1->3)-alfa-L-ramndsido, mientras que el de la
posicion 26 se ha convertido en su beta-D-glucésido. El torvésido H es un producto
natural que se encuentra en el fruto de Solanum torvum y que muestra actividad
antiviral contra el virus del herpes simple tipo 1. Tiene un papel como metabolito y
agente antiviral. Es una saponina esteroide, un derivado disacarido, un hemiketal
ciclico, un triterpenoide pentaciclico y un 3-oxo-5alpha-esteroide.

SMILE:
CC1C2C(CC3C2(CCC4C3Ccr(Chr4(cee(=0)ch)c)ocsc(c(c(c(os)c)yo)ocrc(
C(C(C(O7)C)0)0)0)0)C)OC1(CCC(C)corsLc(C(Cc(Cc(08)c0)0)0)0)0

Formula molecular: C45H74018

PubChem ID: 70697829

Modelo: in vitro

Cite: 17

Férmula 2D

Ca o Uliginosin B:
5 = I/T CanonicSMILE:

CC(C)C(=0)C1=C(C(=C(C(C1=0)(C)C)O)CC2=C(C(=C3C(=C20)C=CCc(0O3)(C)C)
C(=0)C(C)C)0)O

Molecular Formula: C28H3408

PubChem ID: 5315118

Modelo: in vitro

Cite: 18
LQ\

Férmula 2D
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Ursolic acid: El &cido ursolico es un triterpenoide pentaciclico que es el acido urs-
12-en-28-oico sustituido por un grupo beta-hidroxi en la posicion 3. Tiene una
funcién como metabolito vegetal. Es un triterpenoide pentaciclico y un acido hidroxi
monocarboxilico. Se deriva de un hidruro de un ursano.

SMILE:
CC1CCC2(CCC3(C(=Ccrcr4cs(ceehr4(cee(es(e)e)o)c)c)cecioo)e(=0)o
Formula molecular: C30H4803

PubChem ID: 64945

Modelo: in vitro

Cite: 19

Férmula 2D
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Wogonin: Es una dihidroxi y monometoxiflavona en la que los grupos hidroxi se
sitan en C-5y C-7 y el grupo metoxi en C-8. Tiene un papel como inhibidor de la
ciclooxigenasa 2, como agente antineoplasico, como inhibidor de la angiogénesis y
como metabolito vegetal. Es una dihidroxiflavona y una monometoxiflavona. Es un
acido conjugado de una wogonina(1-).

SMILE: COC1=C(C=C(C2=C10C(=CC2=0)C3=CC=CC=C3)0)0

Formula molecular: C16H1205

PubChem ID: 5281703

Modelo: in vitro

Cite: 20

Formula 2D
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DOCKING MOLECULAR ENTRE TvMP50 Y COMPUESTOS DE LA

TABLA PRIMARIA

2H-chromene AG-17.9
Betulinic_acid AG -6.88
Nectandra AG -8.02
Caffeic_acid AG -14.47
Candimine AG-8.39
alfa-Chaconine AG-9.34
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Chlorogenic_acid AG -15.66
Emodin AG -8.02
Geraniol AG -7.84

Lucidin-isopropyl-ether AG -16.45
Lycorine AG-8.11
Methyl-jasmonate AG -9.23
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N-acetyl-L-cysteine AG -15.10
Pyrrolocin_A AG-16.51
Quercetin AG -9.63
Resveratrol AG-7.42
Saponins A AG-18.42
Saponins B AG -8.37
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Skimmianine AG -8.06
Solanidine AG -8.88
a-Solanine AG-6.51
Tomatidine AG -8.65

Tomatine AG-11.69

Torvoside A AG -6.24
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Torvoside H AG -10.47
Ursolic acid AG -6.37
Wogonine AG -9.46
Fumagiline AG -16.19
Metronidazol AG -15.99
N - (5-Bromo-4- p -tolil-tiazol-2-il) - AG -8.92

acetamida [ATZ1]
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N - [5- bromo-4- (4 -cloro-fenil) - AG -8.85
tiazol-2-il] -acetamida [ATZ2]
(3,3"-{[4-(4- AG -8.49

morpholinyl)phenyllmethylene}bis(4-
hydroxy-2H-chromen-2-one) [A4]
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DOCKING MOLECULAR ENTRE TvMP50 Y LAS QUIMERAS

DISENADAS
Compuesto quimérico Valor AG Modelado
ATZ1_Mtz AG-10.12
ATZ2_Mtz AG-10.10
Candimine_Emodin AG-7.31
Candimine-Lucidin-isopropyl-ether AG-7.61
Candimine-Lycorine AG - 8.64
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Candimine_Metronidazol

AG—-12.88

Candimine_Wogonine AG-7.83

Emodin_Lucidin_isopropyl_ether AG-17.00
Emodin_Lycorine AG—-9.12
Emodin_Quercetin AG-9.54
Emodin_Wogonine AG - 8.68
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Fumagiline_Candimine AG-9.71
Fumagiline_Lycorine AG-10.14
Lycorine_wogonine AG—-7.59

Quercetin_ATZ1 AG—-9.97
Wogonine_ATZ1 AG—-8.81
Wogonine_Lucidin_isopropyl_ether AG-8.43
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DOCKING MOLECULAR ENTRE TvMP50 Y LOS COMPUESTOS

OBTENIDOS POR FINGERPRINT

Compuesto quimérico Valor AG Modelado
1,6,8-Trihydroxy-2-methyl-
) -7.93
anthraquinone
1-Hydroxy-6,8-dimethoxy-2-methyl- -7.44
anthraquinone
1,8-Dihydroxy-2- -7.55
methylanthraquinone
Aloesaponarin | -10.64
Citreorosein -7.51
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Catenarin

-7.54

Fin.

Este trabajo fue apoyado por la UACM bajo el proyecto CCyT-2021-1 del Colegio de
Ciencia y Tecnologia, se conté con apoyo el de CONACYT que otorgo una beca

para el alumno con numero de CVU 1082640.
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