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Resumen

El objetivo de este estudio fue evaluar el potencial inhibitorio de flavonoides de la base de
datos LIPID MAPS frente a la enzima shikimato quinasa de Mycobacterium tuberculosis. Se
utilizaron técnicas in silico, como la prediccion de propiedades ADMET mediante el servidor
ADMETLab 2.0 y el calculo de energias libres de unién (AG) e interacciones moleculares

evaluados a traves de acoplamiento molecular.

Los flavonoides en formato SMILES, obtenidos de LIPID MAPS, fueron evaluados con el
servidor ADMETLab 2.0. Tras analizar pardmetros ADMET vy criterios de semejanza a
farmacos, se filtraron las moléculas que no cumplian con los criterios establecidos,
seleccionando 29 flavonoides. Las estructuras tridimensionales de estos flavonoides se

descargaron de PubChem, y la estructura de la shikimato quinasa del Protein Data Bank.

El protocolo de acoplamiento molecular se validd mediante el re-acoplamiento del ligando
nativo en la enzima, obteniendo resultados favorables. Luego, los flavonoides se acoplaron
utilizando Glide, y las energias libres de union se calcularon con Prime. Con el modulo Ligand
Interaction Diagram, se determinaron y cuantificaron las interacciones moleculares de cada
flavonoide con los aminoacidos clave de la enzima, clasificdndolos en grupos de alto y bajo

potencial inhibitorio.

Respecto a los resultados, evaluamos 6567 flavonoides segun criterios de semejanza a
farmacos, filtrando solo 29 que cumplieron con los parametros ADMET, y posteriormente 25
flavonoides superaron la energia libre de unién del shikimato. El (3S)-3',7-dihidroxi-2',4",5',8-
tetrametoxiisoflavano mostré la mayor afinidad (AG = —41.46 kcal/mol). Se identificaron 115
interacciones moleculares en total, la mayoria puentes de hidrégeno (81.7%), con 107

interacciones clave con aminoacidos importantes de la enzima.

Finalmente, se utilizaron pruebas de t de Student y Brunner Munzel para comparar las medias
y medianas de los flavonoides con alto y bajo potencial inhibitorio. La correlacion punto-
biserial mostré una correlacioén negativa considerable entre la AG y el potencial inhibitorio,
sugiriendo que una menor energia libre de unidn se asocia con un mayor potencial inhibitorio,
destacando su relevancia en el desarrollo de nuevos farmacos contra Mycobacterium

tuberculosis.

Palabras claves: Mycobacterium tuberculosis, shikimato quinasa, flavonoides, in silico



Abstract

The aim of this study was to evaluate the inhibitory potential of flavonoids from the LIPID
MAPS database against the shikimate kinase enzyme of Mycobacterium tuberculosis. In silico
techniques were used, such as the prediction of ADMET properties through the ADMETLab
2.0 server and the calculation of binding free energies (AG) and molecular interactions assessed

via molecular docking.

The flavonoids in SMILES format, obtained from LIPID MAPS, were evaluated using the
ADMETLab 2.0 server. After analyzing ADMET parameters and drug-likeness criteria,
molecules that did not meet the established criteria were filtered, resulting in the selection of
29 flavonoids. Their 3D structures were downloaded from PubChem, and the structure of

shikimate kinase from the Protein Data Bank.

The molecular docking protocol was validated by re-docking the native ligand into the enzyme,
obtaining favorable results. Subsequently, the flavonoids were docked using Glide, and binding
free energies were calculated with Prime. The Ligand Interaction Diagram module was used to
determine and quantify the molecular interactions of each flavonoid with key amino acids of
the enzyme, classifying them into high and low inhibitory potential groups.

Regarding the results, 6567 flavonoids were evaluated based on drug-likeness criteria, filtering
only 29 that met the ADMET parameters. Later, 25 flavonoids surpassed the binding free
energy threshold for shikimate kinase. (3S)-3',7-dihydroxy-2',4',5',8-tetramethoxyisoflavone
showed the highest affinity (AG = —41.46 kcal/mol). A total of 115 molecular interactions were
identified, with the majority being hydrogen bonds (81.7%), and 107 key interactions with

amino acids important for the enzyme function.

Finally, Student’s t-test and Brunner Munzel tests were used to compare the means and medians
of the flavonoids with high and low inhibitory potential. The point-biserial correlation showed
a significant negative correlation between AG and inhibitory potential, suggesting that lower
binding free energy is associated with higher inhibitory potential, highlighting its relevance in

the development of new drugs against Mycobacterium tuberculosis.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, shikimate kinase, flavonoids, in silico
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Introduccion

La tuberculosis, causada por Mycobacterium tuberculosis, sigue siendo una de las principales
causas de mortalidad a nivel mundial, ocupando el segundo lugar entre las enfermedades mas
mortales, después del VIH/SIDA. Aunque la TB afecta principalmente a comunidades de bajos
recursos, su impacto es global, con 8,2 millones de nuevos casos reportados en 2023, siendo la
principal causa de muerte por enfermedades infecciosas. El tratamiento de la tuberculosis
enfrenta desafios significativos, especialmente debido a la duracion prolongada del
tratamiento, la complejidad de los esquemas terapéuticos y los efectos secundarios graves de

algunos medicamentos, lo que afecta la adherencia y, en consecuencia, el éxito del tratamiento.

Una de las estrategias mas prometedoras para el desarrollo de nuevos tratamientos se basa en
identificar dianas terapéuticas especificas en M. tuberculosis. En este contexto, la via
metabolica del shikimato, que esté ausente en los seres humanos, emerge como una excelente
diana para intervenciones terapéuticas. Esta via, que involucra enzimas esenciales como la
shikimato quinasa, es crucial para la biosintesis de varios compuestos, incluidos los
aminoacidos aromaticos y otras moléculas esenciales para el microorganismo. La inhibicion
de esta via puede desestabilizar las rutas metabolicas de M. tuberculosis, lo que podria llevar a

la erradicacion del patégeno.

Sin embargo, el desarrollo de farmacos es un proceso largo y costoso que comienza con la
identificacion de compuestos activos capaces de interactuar con dianas especificas. Las
técnicas computacionales, como el acoplamiento molecular y la prediccion de propiedades
ADMET, han optimizado este proceso, permitiendo la seleccion de moléculas con un alto
potencial terapéutico. En este sentido, los flavonoides, metabolitos secundarios de plantas, han
mostrado un considerable potencial antituberculoso, respaldado tanto por estudios in vitro
como por simulaciones in silico. Esta investigacion se enfoca en explorar este potencial,
utilizando herramientas computacionales para identificar compuestos con capacidad de
interactuar eficazmente con la enzima shikimato quinasa de M. tuberculosis, como una

estrategia para el desarrollo de nuevos farmacos antituberculosos.

xii



Capitulo |

Generalidades

1.1. Planteamiento del problema

La shikimato quinasa (SQ) es una enzima esencial que desempefia un papel fundamental en la
via del shikimato, una ruta biosintética crucial para la produccion de aminoacidos aromaticos
y diversos metabolitos secundarios en plantas, hongos y ciertas bacterias. Esta via esta ausente
en los animales, lo que convierte a la SQ en un objetivo importante para herbicidas y
antibidticos. La SQ cataliza el quinto paso del proceso, que implica la conversion de shikimato
en shikimato-3-fosfato utilizando adenosin trifosfato (ATP) como co-sustrato. La inactivacion
de esta funcion enzimatica resulta en la supresion de la sintesis de corismato, desencadenando
la desestabilizacion de las rutas metabolicas que dependen de esta molécula, conduciendo

finalmente este efecto en cadena a la erradicacién del organismo [1].

Una estrategia prometedora en la lucha contra la tuberculosis (TB) es el desarrollo de nuevas
moléculas terapéuticas dirigidas a rutas metabolicas criticas del microorganismo, como la del
shikimato, ampliamente estudiada por su relevancia en la biosintesis de compuestos esenciales
como aminoacidos aromaticos, folatos y ubiquinonas [1-3]. Esta ruta, compuesta por siete

enzimas y ausente en humanos, representa un blanco terapéutico ideal [2].

A pesar de que introducir una nueva molécula como agente terapéutico es prometedor, el
desarrollo de farmacos es un proceso complejo, largo y costoso. Este inicia con la identificacion
de dianas moleculares asociadas a una enfermedad, seguido de la busqueda y optimizacion de
compuestos activos. Estos se evallian en ensayos in vitro, preclinicos en animales y clinicos en
humanos. Solo los compuestos que superan todas las etapas son aprobados por agencias
reguladoras, lo que asegura la seguridad y eficacia de los nuevos farmacos antes de su
comercializacion [4]. Sin embargo, la incorporacion de métodos computacionales en la
investigacién farmacoldgica, conocidos como técnicas in silico, ha facilitado la seleccion de
candidatos a farmacos y mejorado la comprension de los mecanismos de accion de las
moléculas de estudio, asi como la optimizacion de sus propiedades. Metodologias como el

acoplamiento molecular y la prediccion de parametros de absorcidn, distribucion,



metabolismo, excrecion y toxicidad (ADMET) mediante servidores especializados

proporcionan informacion valiosa para el desarrollo eficiente de nuevos farmacos [5,6].

De esta manera, las técnicas computacionales permiten explorar el vasto repertorio de
productos naturales en la busqueda de moléculas con potencial terapéutico. Varios estudios han
destacado el potencial antituberculoso de ciertos flavonoides, respaldado tanto por
experimentos in vitro como por simulaciones in silico frente a diversas cepas de M. tuberculosis
(MTB) [7]. Dada la disponibilidad de amplias bibliotecas de flavonoides en bases de datos
reconocidas, se presenta la oportunidad de identificar moléculas con un perfil de interaccion

adecuado con el sitio activo de la enzima shikimato quinasa de M. tuberculosis (SQ-MTB) [8].

Esta capacidad de exploracion resulta especialmente relevante en el contexto de la tuberculosis,
causada por MTB, que se mantiene como una de las principales causas de mortalidad mundial,
especialmente en comunidades vulnerables, y que ademas enfrenta crecientes problemas de
resistencia a los tratamientos [9,10]. Asi, en 2023, la OMS reporté 8,2 millones de casos,
superando a la COVID-19 como la principal causa de muerte infecciosa [11]. En Perq, se
proyectaron 52,000 casos en 2022, y en Cusco se registraron 4 casos de TB multidrogo
resistente en 2021 [12]. A pesar de los tratamientos disponibles, su duracion y los efectos
secundarios graves afectan la adherencia y la calidad de vida de los pacientes, lo que ha llevado

a la OMS a exhortar la innovacion en herramientas y estrategias terapéuticas [11,13].

Bajo este paradigma, nuestro estudio evalué inicialmente los pardmetros ADMET Yy criterios
de semejanza a farmacos de 6576 flavonoides disponibles en la base de datos LIPID MAPS.
Posteriormente, seleccionamos 29 flavonoides que cumplian con los criterios Optimos de
ADMET vy los sometimos a un acoplamiento molecular para determinar la energia libre de
unioén utilizando el método MM/GBSA, asi como para identificar los tipos de interacciones
moleculares que establecen con los aminoacidos mas relevantes en el sitio activo de la enzima
SQ-MTB.



1.2. Formulacion del problema

¢Cual sera el potencial inhibitorio de flavonoides, que fueron seleccionados mediante
pardmetros ADMET, energia libre de union e interacciones moleculares, sobre la enzima

shikimato quinasa de Mycobacterium tuberculosis?

1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo general

Evaluar a través de técnicas computacionales, el potencial inhibitorio de una coleccion de

flavonoides frente a la enzima shikimato quinasa de Mycobacterium tuberculosis.

1.3.2. Objetivos especificos

« Describir y seleccionar flavonoides utilizando criterios de semejanza a farmacos, aplicando
parametros ADMET calculados a traves del servidor ADMET]Iab 2.0.

 Realizar el acoplamiento molecular entre los flavonoides seleccionados, basados en criterios
de semejanza a farmacos, y la shikimato quinasa de Mycobacterium tuberculosis, con el
programa Glide de la suite Schrodinger.

 Identificar y cuantificar las interacciones moleculares resultantes del acoplamiento
molecular entre la shikimato quinasa de Mycobacterium tuberculosis y los flavonoides, y

determinar las energias libres de union, calculadas mediante la aproximacion MM/GBSA.

 Evaluar las diferencias en las medidas de tendencia central de los parametros ADMET, y la
influencia de las variables independientes sobre el potencial inhibitorio de los flavonoides

frente a la shikimato quinasa de Mycobacterium tuberculosis.



1.4. Limitacion de la investigacion

La limitacion de recursos computacionales en nuestra universidad restringe la investigacion y
la posibilidad de enriquecer el estudio mediante simulaciones de dinamica molecular. La
incorporacion de recursos adecuados permitiria realizar simulaciones que ofrecerian
informacion valiosa sobre el comportamiento dindmico de los flavonoides con potencial

inhibitorio, especialmente bajo condiciones fisiologicas simuladas.

1.5. Justificacion
1.5.1. En la aplicabilidad

Los resultados de esta investigacion permitirian identificar ciertos flavonoides como posibles
inhibidores de la shikimato quinasa de Mycobacterium tuberculosis (SQ-MTB). A pesar de la
existencia de investigaciones previas in vitro que evaluaron la capacidad inhibitoria de algunos
flavonoides contra determinadas cepas de MTB [7], este proyecto se basara en el empleo de
técnicas computacionales sdlidamente respaldadas, tales como el modelado molecular y la
prediccion de parametros ADMET mediante servidores especializados. El enfoque centrado en
la busqueda de compuestos naturales con capacidad inhibitoria sobre enzimas vitales en las
rutas metabdlicas del agente infeccioso pretende contribuir al desarrollo de posibles

alternativas terapéuticas [14].

1.5.2. Enlaprioridad

La TB se manifiesta como una enfermedad infecciosa con un impacto significativo en millones
de personas a nivel mundial, siendo una de las principales causas de mortalidad. A pesar de ser
prevenible y tratable, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la ha declarado una amenaza
global para la salud, manteniéndose como un desafio persistente para la comunidad cientifica.
La necesidad de investigar de manera continua en esta area es crucial para mejorar tanto la

prevencion como el diagndstico y tratamiento de la enfermedad [15].

Entre los desafios méas significativos en la lucha contra esta enfermedad se encuentra la

resistencia a los medicamentos. Con el tiempo, algunas cepas de MTB desarrollan resistencia



a los farmacos utilizados en su tratamiento, complicando su control y manejo eficaz [10]. En
consecuencia, el objetivo central de la presente investigacion es ofrecer nuevas opciones
potenciales para abordar este desafio y contribuir a la basqueda de soluciones innovadoras
frente a esta enfermedad.

1.5.3. En el conocimiento

Este estudio aport6 al conocimiento sobre el potencial de los flavonoides como inhibidores de
la enzima shikimato quinasa (SQ) de Mycobacterium tuberculosis (MTB), una proteina
esencial en la ruta metabdlica del shikimato, crucial para la supervivencia de la bacteria.
Aunque algunos productos naturales tienen propiedades antimicrobianas, hay poca evidencia
sobre la interaccion especifica de los flavonoides con la SQ de MTB. En esta investigacion se
emplearon técnicas computacionales, como el anélisis ADMET, acoplamiento molecular y
evaluacion de interacciones moleculares, para evaluar como estos compuestos pueden inhibir
la actividad de la enzima, proporcionando datos clave para el desarrollo de nuevos inhibidores

selectivos.

El estudio también resalto la importancia de la ruta del shikimato como objetivo terapéutico,
especialmente en el contexto del aumento de cepas de tuberculosis resistentes a los farmacos.
Al comprender mejor como los flavonoides pueden interferir en esta via, se avanza en la
optimizacion de estos compuestos como candidatos para combatir dichas cepas. Esta
investigacion no solo amplia el conocimiento tedrico, sino que abre nuevas vias para el

desarrollo de tratamientos mas eficaces contra la tuberculosis.

1.6. Hipdtesis

Los flavonoides seleccionados de una coleccion, evaluados mediante técnicas in silico,
demostraran potencial inhibitorio frente a la enzima shikimato quinasa de Mycobacterium

tuberculosis.



Capitulo 11

Marco tedrico

2.1. Antecedentes del estudio

2.1.1. Internacionales

Identificacion de potenciales inhibidores de la shikimato quinasa de Mycobacterium

tuberculosis: acoplamiento molecular, toxicidad in silico y experimentos in vitro
Freitas de Freitas et al. 2023 [16]

Titulo original: Identification of potential inhibitors of Mycobacterium tuberculosis shikimate

kinase: molecular docking, in silico toxicity and in vitro experiments

Objetivo: Encontrar sustancias que puedan actuar como inhibidores de la enzima SQ presente

en MTB, a través de una combinacién de métodos in silico e in vitro.

Método: Se realiz6 un andlisis de toxicidad in silico de 1,212 moléculas en la plataforma
pkCSM para evaluar el riesgo de hepatotoxicidad de todos los compuestos en la base de datos
del Centro de Pesquisas en Biologia Molecular y Funcional (CPBMF) de la Pontificia
Universidad Catolica de Rio Grande del Sur, Brasil. Este analisis resulto en 298 moléculas que
superaron los filtros de toxicidad y fueron seleccionadas para ensayos de acoplamiento
molecular. La validacion del protocolo considerd un limite de 2 A como diferencia maxima
entre los valores de RMSD del ligando nativo y el reacoplado. A continuacion, se descargd la
estructura cristalografica de la enzima SQ (PDB ID 21YQ) desde el Protein Data Bank, y se
realizé el acoplamiento molecular con AutoDock Vina 1.1.2, analizando los resultados con
PyMOL y Discovery Studio Visualizer. Finalmente, se llevaron a cabo experimentos in vitro
para evaluar la capacidad de inhibicion de los ligandos seleccionados mediante técnicas de
inhibicién enzimatica, determinando la concentracion minima necesaria para inhibir el

crecimiento in vitro de la cepa pan-sensible MTB H37Rv.



Resultados: La validacion del protocolo de acoplamiento molecular mostro un valor de RMSD
de 0.66 A, confirmando la confiabilidad de los parametros utilizados. Se seleccionaron los 30
ligandos con mejores energias de afinidad (-8.5 a -9.2 kcal/mol) para ensayos in vitro, en los
que se evalud su solubilidad méaxima. Trece compuestos fueron descartados por baja
solubilidad, quedando diecisiete para evaluar su capacidad de inhibicién de la enzima SQ. De
estos, cinco compuestos (1a, 1b, 3a, 3d y 5c) inhibieron tanto la enzima como el crecimiento
in vitro de M. tuberculosis, mientras que un compuesto adicional (7b) mostré actividad contra
el crecimiento in vitro sin inhibir la enzima. Los andlisis de toxicidad in silico indicaron un

bajo riesgo de hepatotoxicidad para todos los compuestos seleccionados.

Conclusion: Este estudio utilizd una biblioteca quimica con diversas clases de compuestos
para evaluar su perfil de union e inhibicidn contra la SQ-MTB. Los resultados indicaron que
los compuestos de quinazolina-4(3H)-ona presentan una estructura prometedora para la
optimizacion de inhibidores de esta enzima, aunque con un potencial limitado para el desarrollo

de farmacos antituberculosos.

Enfoque in silico para la identificacion de posibles inhibidores de Curcuma amada Roxb

contra H. pylori: estudios de cribado ADMET y acoplamiento molecular
Divyashri et al. 2021 [17]

Titulo original: In silico approach towards the identification of potential inhibitors from
Curcuma amada Roxb against H. pylori: ADMET screening and molecular docking studies

Objetivo: Identificar potenciales inhibidores de enzimas de Helicobacter pylori, entre ellas la
shikimato quinasa, a partir de compuestos derivados de la planta Curcuma amada Roxb.

mediante un enfoque in silico

Metodos: Consistio en la identificacion y evaluacion de 130 compuestos bioactivos derivados
de la Curcuma amada como posibles inhibidores de enzimas de Helicobacter pylori.
Inicialmente, desde el Protein Data Bank se obtuvieron las estructuras cristalinas de 5 enzimas:
shikimato quinasa, dehidroquinasa tipo Il, aldolasa fructosa-1,6-bisfosfato, glutamato
racemasa Yy la deshidratasa de proteinas portadoras de acilo-hidroxiacilo, y se prepararon para

el acoplamiento molecular. Los compuestos bioactivos fueron sometidos a un proceso de



acoplamiento molecular utilizando el modulo Glide del programa Schrodinger. Los
compuestos con buena afinidad de union fueron seleccionados para calculos de energia libre
de union utilizando el enfoque Prime MM/GBSA. Finalmente, los mejores compuestos
identificados fueron evaluados por sus propiedades ADMET mediante la herramienta QikProp

para predecir su absorcidn, distribucion, metabolismo, excrecién y toxicidad.

Resultados: Entre los mejores inhibidores de la shikimato quinasa, evaluados de acuerdo con
su valor de energia libre de union calculados por el método MM/GBSA, se encontrd que el
acido gélico presentaba un valor de -35.82 kcal/mol. Este ligando presenta una similitud

estructural con la molécula de shikimato.

Conclusion: Los compuestos evaluados en la investigacion podrian considerarse seguros y
efectivos para tratar infecciones asociadas con H. pylori, sugiriendo que se debe realizar una

evaluacion experimental para validar los resultados computacionales.

Inhibidores de la shikimato quinasa de Mycobacterium tuberculosis: disefio y estudios de

simulacion del rendimiento catalitico
Blanco et al. 2013 [18]

Titulo original: Mycobacterium tuberculosis Shikimate Kinase Inhibitors: Design and

Simulation Studies of the Catalytic Turnover

Objetivo: Disefio y sintesis de potenciales inhibidores derivados del shikimato, que compitan
por el sitio activo de la enzima shikimato quinasa de M. tuberculosis

Meétodos: En primer lugar, se realizaron estudios estructurales y computacionales para explorar
las interacciones entre los sustratos y los productos a lo largo del ciclo catalitico. Estos estudios
incluyeron el analisis de movimientos especificos de la enzima y el papel de residuos
conservados, en particular las argininas, que son esenciales para la liberacion del producto. Un
paso clave fue la obtencion de la estructura cristalina de SQ-MTB en complejo con ADP y un
inhibidor potente, lo que brind6 informacion valiosa sobre la dinamica de union y estrategias
para el disefio de inhibidores. Ademas, se llevaron a cabo simulaciones de dinamica molecular

para optimizar las geometrias de los ligandos y calcular cargas derivadas del potencial



electrostatico, utilizando el programa Gaussian 09 y el conjunto de programas AMBER para

refinar las condiciones de simulacion.

Resultados: Los estudios de dindmica molecular mostraron que los aminoécidos Asp34,
Lys15, Arg117, Argl36, Arg58, Glu6l, Gly80, Gly81, Asp32, Phe49, Serl6, entre otros, tienen
una participacion crucial dentro de la reaccion de catalisis de la enzima shikimato quinasa de
MTB.

Conclusién: El estudio contribuye a la comprension de los procesos enzimaticos de la via del
shikimato y proporciona una base racional para el desarrollo de nuevos inhibidores
competitivos. A traves de un entendimiento detallado de la cinética de union y la liberacion del
producto, se ofrecen guias para la generacion de una nueva generacion de inhibidores de alta
afinidad

Identificacion de nuevos posibles inhibidores de la shikimato quinasa de Mycobacterium

tuberculosis mediante simulaciones de acoplamiento molecular
Viannay de Azevedo. 2012 [19]

Titulo original: Identification of new potential Mycobacterium tuberculosis shikimate kinase

inhibitors through molecular docking simulations

Objetivo: Evaluar el potencial inhibitorio de 4580 moléculas presentes en la base de datos

Acros frente a la enzima shikimato quinasa de M. tuberculosis

Métodos: Se seleccionaron 4579 moléculas de la base de datos Acros, a las que se afiadio la
estaurosporina, sumando un total de 4580 compuestos. La estructura de la shikimato quinasa
fue obtenida del Protein Data Bank. El protocolo de acoplamiento molecular se valid6 con el
programa MOLDOCK, obteniendo valores de RMSD menores a 2 A entre las posiciones nativa
y reacoplada. Tras el acoplamiento, se seleccionaron 20 estructuras con las mejores energias
de afinidad, a las cuales se les evaluaron sus propiedades de semejanza a farmacos mediante la

regla de 5 de Lipinski.

Resultados: De las 20 moléculas, 9 cumplieron con los requisitos de la regla de 5 de Lipinski.

En todos los casos, estas moléculas interactuaron con los siguientes aminoacidos de la



shikimato quinasa: Gly80, Argl36, Arg58, lle45, Asp34, Proll, Proll8, Gly79, Phe57,
Leull9, Gly81, Lys15, Serl6 y Argll7.

Conclusién: Este estudio validd un protocolo de acoplamiento molecular eficaz para
identificar inhibidores potenciales de la shikimato quinasa de M. tuberculosis, identificAndose
nuevas moléculas candidatas para el tratamiento de la tuberculosis, ademéas de determinar

residuos clave en la cavidad de union de la enzima.

2.1.2. Nacionales

Modelamiento bioinformatico del acoplamiento entre la enzima pirazinamidasa y
complejos metélicos de pirazinamida, en el contexto de la tuberculosis resistente a

pirazinamida
Mescco Pumayalli, JP. 2022 [20]

Objetivo: EIl estudio tuvo como objetivo principal acoplar los complejos metalicos de
pirazinamida (PZA) con las enzimas pirazinamidasas (PZAsa) mutantes, junto con la cepa
susceptible H37rv. Ademas, se buscé evaluar las interacciones a lo largo del tiempo entre los
complejos metélicos y las PZAsas. Mediante este enfoque, se pretendia obtener informacion
relevante sobre las interacciones moleculares y la actividad de los complejos metalicos con las

enzimas.

Métodos: Con el fin de evaluar posibles candidatos para el tratamiento de la TB, se llevaron a
cabo analisis de acoplamiento molecular para determinar y evaluar la interaccion de complejos
metélicos de PZA con la enzima PZAsa en cepas susceptibles y resistentes a PZA (D49N,
H51R, H57R, H71Y y V139A). Ademas, se realiz6 dindmica molecular para estudiar la
estabilidad estructural a lo largo del tiempo. Nuestros resultados indican que los complejos
monodentados presentaron una mayor capacidad de acoplamiento con las apo-enzimas.
Ademas, se observo una notable estabilidad durante los periodos de ejecucion en la dindmica

molecular, a excepcion de la cepa D49N.

Resultados: La estructura optimizada de la PZA resulta plana con los &tomos de hidrégeno del
grupo amida interactuando con el N1 del anillo pirazina a través de un puente de hidrégeno.

Los complejos muestran una carga positiva predominante, siendo el metal el que porta la mayor
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carga parcial positiva. Los complejos EIWT y E1PL presentan una geometria octaédrica
distorsionada, mientras que los complejos E2ZWT y E2PL tienen una geometria plana. Las
distancias Fe-N1 varian entre 2.18 A'y 2.20 A en los complejos EIWT y E1PL, mientras que
las distancias Fe-O9 varian entre 2.02 A'y 2.06 A en los complejos E2WT y E2PL.

Conclusion: Se encontr6 que el compuesto E1PL es el principal compuesto con la posibilidad
de acoplarse a las apo-PZAsa con el Fe orientado al MBS y la amida al CS. Sin embargo,
debido a su labilidad, el enlace metal-PZA puede romperse durante su trayectoria hacia las apo-
PZAsa. Por otro lado, se encontr6 que E2PL es més estable que E1PL.

Prediccion de la actividad enzimética de pirazinamidasa wild type y mutada de

Mycobacterium tuberculosis guiada por modelamiento biomolecular
Olivos Ramirez, GE. 2021 [21]

Objetivo: Analizar la actividad enzimética de la enzima PZasa en su forma salvaje (wild type)
y en variantes mutadas de Mycobacterium tuberculosis, utilizando un enfoque de modelado

molecular.

Métodos: La investigacion utilizé métodos de anélisis in silico para estudiar la proteina PZAsa.
Se generaron 36 mutaciones en la enzima utilizando un script en Python y el programa
Modeller 9.21, y se refinaron mediante un algoritmo de gradiente conjugada. Se eliminaron las
moléculas de agua co-cristalizadas con la enzima utilizando el programa Autodock Tools v.
1.5.7, y se utilizaron valores de estabilidad estimados con la fluctuacion media de las dindmicas
moleculares para elaborar un modelo que utiliz6 una transformacion lineal logaritmica para los
parametros cinéticos. Los nuevos valores fueron ingresados al modelo haciendo uso de un
scripten R, y se estimaron los intervalos de confianza al 95% para los coeficientes de regresion

y el intercepto.

Resultados: Los resultados del estudio indican que hay 35 mutaciones puntuales en la enzima
PZAsa asociadas con la resistencia a PZA. Se midieron varios parametros cinéticos, como la
constante catalitica, Km, eficiencia y actividad enzimaticas, para cada una de estas mutaciones.
Los valores de estos parametros se expresan como porcentajes en comparacion con el wild

type. Ademas, se realiz6 un andlisis de dinamica molecular para determinar la influencia de
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cada mutacion puntual sobre la dindmica de la PZA. En general, los resultados son

prometedores para futuras investigaciones sobre la resistencia a PZA.

Conclusién: Se concluye que las mutaciones puntuales tienen un efecto significativo en la
conformacién de la estructura de la enzima PZAsa y que se pueden identificar modos de
acoplamiento Unicos. Ademas, se han obtenido modelos de prediccion precisos utilizando datos

experimentales transformados logaritmicamente.

2.1.3. Locales

En trabajos locales, no se encontraron investigaciones vinculadas a la aplicacion de técnicas

computacionales para la busqueda de inhibidores de la SQ-MTB.

2.2. Bases tedricas

2.2.1. Shikimato quinasa

Es la quinta enzima en la via del shikimato y desencadena la conversion de shikimato en
shikimato-3-fosfato mediante el uso de ATP como co-sustrato [1]. Esta enzima desempefia un
papel esencial en esta ruta metabdlica altamente conservada, presente en organismos que van
desde plantas hasta parasitos apicomplejos. Las enzimas que conforman esta via exhiben un
notable grado de homologia en sus estructuras primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria,

incluso entre organismos filogenéticamente distantes [22].

La estabilidad estructural de la SQ ha sido confirmada mediante ensayos de dinamica
molecular. Estos estudios muestran que, aunque los bucles y asas presentan cierta flexibilidad,
los dominios principales mantienen una elevada integridad estructural [23,24]. Esto descarta
cualquier comportamiento asociado a proteinas intrinsecamente desordenadas, comunmente

caracterizadas por su falta de estructura tridimensional estable [25].

Respecto a los cambios estructurales requeridos para la actividad enzimatica, la transicion de

una conformacién abierta a cerrada estd principalmente determinada por el cambio
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conformacional del dominio Lid (tapa), que se produce debido a un bucle flexible (también
Ilamado espiral) en la enzima, compuesto por los 8 aminoacidos: Thr111-Gly112-Gly113-
Asnl114-Thrl115-Val116-Arg117-Pro118. Este bucle flexible permite que el dominio Lid cubra
el sustrato en el sitio activo de la enzima, lo que facilita el inicio del proceso de transferencia
de un grupo fosforilo del ATP hacia el shikimato [26,27].

La enzima SQ esta organizada en tres dominios principales, que se ilustran en la llustracion 1.
Estos incluyen: (1) el dominio Lid, que exhibe un movimiento de apertura y cierre
caracteristico de otras quinasas; (2) un dominio de union, donde ocurre la interaccion con el
sustrato; y (3) un ntcleo rigido formado por motivos estructurales a-p-a. Este disefio estructural
es fundamental para la funcionalidad de la enzima y refleja su adaptacion evolutiva en

diferentes organismos [1].

llustracion 1: Secciones mas importantes de la SQ

Dominio
de union

Fuente: Adaptado de Nunes et al., 2020 [1]
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Asimismo, en el sitio activo de la SQ se encuentran varios residuos importantes (llustracion 2),

entre ellos:

» Arginina 58 (Arg58), arginina 117 (Argl117) y arginina 136 (Arg136): Encargados de, una
vez realizada la reaccion, liberar a la shikimato-3-fosfato

« Acido aspartico 34 (Asp34) y arginina 136 (Argl136): Cuyas cadenas laterales fijan al

shikimato hacia el sitio activo de la enzima.

 Lisina 15 (Lys15) y arginina 117 (Arg117): Cuyas cadenas laterales estabilizan mediante
interacciones el electrostaticas ayudan a estabilizar al shikimato.

« Serina 16 (Serl6) y acido aspartico 32 (Asp32): De los cuales se sugiere que contribuyen a
la aproximacién entre el shikimato y el ATP durante la reaccion de transferencia de

fosforilo.

« Acido aspartico 34 (Asp34) y glicina 80 (Gly80): Quienes fuerzan a los grupos hidroxilo
del shikimato a adoptar una conformacion espacial necesaria para desarrollar la reaccion de

transferencia de fosforilo.

« Serina 13 (Serl3) y arginina 153 (Argl53): En el caso de Argl53, forma enlaces de
hidrégeno directos con la adenina del ATP, mientras que Serl3 esta en contacto con la
adenina a través de un puente de agua, lo que contribuye a la estabilidad y especificidad de

la union entre la SQ y el ATP.

» Prolina 11 (Prol1), fenilalanina 49 (Phe49), fenilalanina 57 (Phe57), glicina 79 (Gly79),
glicina 80 (Gly80), glicina 81 (Gly81), prolina 118 (Prol18) y leucina 119 (Leul19):
Forman una region hidrofdbica del sitio activo de la enzima, facilitando asi la unién de los

sustratos a la SQ.

« Acido glutamico 61 (Glu61), arginina 58 (Arg58) y glicina 81 (Gly81): Mediante puentes
de hidrogeno y usando una molécula de agua como intermediario, estos aminoacidos
estabilizan la molécula de shikimato sujetando el grupo hidroxilo del carbono 4
[1,18,19,28].
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llustracion 2: Enzima SQ donde se aprecia de colores a los aminoacidos implicados en la

unién y reaccion entre el ATP y el shikimato.

Fuente: Programa informatico Maestro.

Estos hallazgos destacan la importancia de la estructura y funcion de los dominios de la SQ en
su actividad catalitica, brindando informacién valiosa para comprender los mecanismos
moleculares involucrados en este proceso. Por ende, la enzima SQ-MTB se presenta como un
objetivo interesante para el desarrollo de inhibidores. En este sentido, diferentes
investigaciones han dedicado sus esfuerzos a encontrar una molécula potente capaz de inhibir
esta enzima, lo cual podria tener un impacto significativo en el tratamiento de la tuberculosis
[1], ya que hasta la fecha, en la base de datos DrugBank no se registra ningin medicamento

aprobado que actle directamente sobre esta enzima [29].

2.2.1.1. Relevancia en la via del shikimato de Mycobacterium tuberculosis

En MTB, se llevan a cabo reacciones quimicas en la biosintesis de anillos aromaticos a
partir de precursores de carbohidratos. Estas reacciones se agrupan en la via del
shikimato, que consta de siete etapas enzimaticas (llustracion 3). Durante este proceso,
el fosfoenolpiruvato y la D-eritrosa 4-fosfato se combinan para formar un compuesto
intermedio llamado corismato, que es el producto final de la via. A su vez, el corismato
da lugar a varias vias terminales adicionales que juegan un papel crucial en la sintesis

de anillos aromaticos.
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llustracién 3: Ruta biosintética del shikimato

Fosfoenolpiruvato
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Leyenda: DAHP (por sus siglas en inglés): 3-desoxi-D-arabino-heptulosonico 7-fosfato

Fuente: Adaptado de Nunes et al. 2020 [1]

La via del shikimato ha despertado un gran interés en la bldsqueda de potenciales
inhibidores, debido a su importancia vital en MTB, mientras que esta via metabdlica se
encuentra ausente en mamiferos. En el caso de las micobacterias, la via del shikimato
da lugar a la biosintesis del &cido corismico (mas comunmente conocido como su forma
anionica corismato), que posteriormente se transforma mediante enzimas especificas en
prefenato (un precursor de fenilalanina y tirosina), antranilato (un precursor de
triptéfano), aminodeoxicorismato (un precursor del &acido para-aminobenzoico,

conocido como PABA, el cual a su vez es crucial en la sintesis de tetrahidrofolato),
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acido para-hidroxibenzoico (un precursor de ubiquinona o coenzima Q) e isocorismato

(un precursor comun de naftoquinonas, menaquinonas y micobactinas) (llustracion 4).

Estas rutas metabdlicas desempefian un papel fundamental en la sintesis de importantes

compuestos bioquimicos, y su comprension puede proporcionar una base sélida para el

desarrollo de estrategias terapéuticas y agroquimicas [2].

lHustracion 4: Importancia del corismato como precursor biosintético

H O
1 " 1 1 1 1
HoN-C-C-OH H,N-C-C-OH HeN-G-C-OH
CH, CH, CH,
72
HN
_ ) OH
Fenilalanina T Tirosina Triptofano
T 0s, O /4/1
Oy .o 0 §'C'O
c., c”
" ‘o NH,
0
OH
Prefenato Antranilato
O;_\C,O' OQC,O'
VIADEL _ o o @ i 0 —» —_ UBIQUINONAS
SHIKIMATO o~ ¢” —
H 1
OH o OH
Corismato p-Hidroxibenzoato
\ OQ-C’Or
GHe
.Cc...0
O\\ O [0 ¥
C 1 0 o
OH NH4* o) o
Q CH, 4-amino-4-desoxi corismato
1]
.c..0
0"¢ \
. 0-
Isocorismato NH*

Acido p-aminobenzoico

e N

MENAQUINONAS
MICOBACTINAS FOLATOS

Fuente: Adaptado de Nunes et al., 2020 [1]
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2.2.2. Flavonoides

Los compuestos fenolicos son una clase importante de metabolitos secundarios en las plantas
debido a su diversidad y actividad biologica. Estos compuestos, que contienen al menos un
grupo fenol en su estructura, se sintetizan en las vias metabdlicas de pentosa fosfato, shikimato
y fenilpropanoides de las plantas. Los compuestos fenolicos se dividen en cinco clases
principales: flavonoides, acidos fendlicos, taninos, estilbenos y lignanos, segun el nimero de
anillos fendlicos y los elementos estructurales que los unen. Entre estos compuestos, los
flavonoides son uno de los grupos mas amplios de metabolitos secundarios presentes en casi
todas las partes de las plantas, habiéndose identificado alrededor de 8000 compuestos
flavonoides [30].

La estructura quimica fundamental de los flavonoides se basa en un esqueleto de carbono C6-
C3-C6 (llustracion 5.a). Las unidades C6 estan constituidos por anillos aromaticos que se
conectan mediante tres atomos de carbono, los cuales pueden formar o no un tercer anillo tipo
pirano (anillo A) o pirona (anillo C). La diversidad entre las distintas clases de flavonoides
radica en la saturacion y los grupos sustituyentes presentes en el anillo C (llustracion 5.b).
Dentro de cada grupo, los compuestos individuales se distinguen por las variaciones en la
sustitucion de los anillos A 'y B [31]. Aunque se tienen algunas excepciones, como las
chalconas e hidrochalconas que mantienen una estructura "abierta” al carecer del anillo C, y
las auronas que presentan un grupo benzofuranona unido a su grupo fenil B, asi como los

neoflavonoides que tienen el anillo B conectado a la posicion 4 del anillo C [32].

Esta variabilidad estructural les confiere diversas funciones y roles en el metabolismo de las
plantas. Ademas de su contribucién al color, fragancia y sabor de las plantas, los flavonoides
desempefian un papel fundamental en la proteccion contra insectos y herbivoros al alterar la
palatabilidad de las plantas, reducir su valor nutritivo, disminuir su digestibilidad e incluso
actuar como toxinas. Asimismo, numerosos estudios han demostrado una amplia gama de
actividades bioldgicas y efectos beneficiosos para la salud asociados con los flavonoides,
explorados tanto en la nutricion humana como en otras aplicaciones, como ingredientes
alimenticios, nutracéuticos, formulaciones farmaceéuticas y cosméticas, con resultados

prometedores [30].
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llustracion 5: (a) Esqueleto molecular basico de los flavonoides, y (b) clases de flavonoides

generados por diversas sustituciones.
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O

Fuente: Adaptado de Lou et al., 2021 [32]

2.2.2.1. Propiedades antimicobacteriales

Segun investigaciones previas, los flavonoides y otros compuestos fendlicos pueden
alterar mecanismos especificos de MTB que son esenciales para su supervivencia. Por
ejemplo, algunos inhiben la sintesis de acidos micoélicos, fundamentales para la
formacion de una pared celular bacteriana altamente impermeable, lo que dificulta la
accion de los antibioticos. Ademas, se ha informado que otros flavonoides interfieren

con la sintesis de acidos nucleicos, el metabolismo energético y revierten la resistencia
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a los antibioticos, mejorando asi la eficacia de los tratamientos disponibles [33]. Dado
que estos compuestos abordan tanto la limitacion de los medicamentos antituberculosos
como sus efectos secundarios, humerosos investigadores han centrado su interés en
identificar flavonoides y sus derivados con propiedades antimicobacterianas [7]. A
continuacion, se muestran las clases de flavonoides, su origen y estudios de actividad

antimicobacteriana.

* Flavonas y flavonoles

- Artocarpus altilis: Flavonas como artocarpina y chaplashina mostraron una
actividad antituberculosa destacada, con una concentracion minima inhibitoria
(CIM) de 3.12 pg/mL, superando al farmaco estandar kanamicina.

- Larrea tridentata: Flavonas aisladas de sus hojas demostraron eficacia contra
cepas resistentes a maltiples farmacos de TB.

- Haplopappus sonorensis: Tres flavonas presentaron actividad antimicobacteriana
contra la cepa MTB H37Rv con CIM de 100 pg/mL.

- Derris indica: Varios compuestos aislados de sus raices y tallos exhibieron
potencial contra MTB cepa H37Rv.

- Otros ejemplos incluyen quercetinay rutina, con CIM de 6.25 pg/mL y 25 pg/mL,
respectivamente, y compuestos como 7-demetilartonol E y artonina F [7].

« Flavanonas e isoflavonas

- Cryptocarya chinensis: Se aislaron flavanonas como criptoflavanonas A-D y
pinocembrina. Pinocembrina mostro alta eficacia contra MTB cepa H37Rv (CIM:
3.5 ug/mL) y MTB cepa H37Ra (CIM: 12.5 pg/mL).

- Pisonia aculeata: Pisonivanona, aislada del tallo y raiz, presentd actividad
antimicobacteriana contra MTB cepa H37Rv con un CIM de 12.5 pg/mL.

- Derris indica: Isoflavonas como 8,4-dimetoxi-7-O-y,y-dimetilalil-isoflavona y
maackiaina mostraron actividad contra cepas de MTB.

- Ficus cordata: Se identificaron genisteina y laburuteina con valores CIM de 19.53

y 4.88 pg/mL, respectivamente.
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+ Chalconas y flavonoides sintéticos

Derivados de chalconas: Pola y sus colaboradores sintetizaron una nueva serie de
moléculas hibridas de naftil-chalcona y sus derivados de pirazolina mediante
sustitucion de acetofenonas, naftaldehido e hidrato de hidrazina. Un derivado de
pirazolina con 2-hidroxi-5-bromofenilo en la posiciéon 3 mostré actividad
antimicobacteriana destacada (CIM: 6.25 pM), comparado con el farmaco
estandar isoniazida [34].

En tanto que Ammaji y su esquipo. estudiaron andlogos de chalconas, incluyendo
chalconas sustituidas con grupos hidroxilo y cloro, con propiedades

antituberculosas [35].

» Flavonoides sintéticos

Los flavonoides sintéticos se disefian en funcidn del patron de sustitucién de los
flavonoides. La sustitucién incluye principalmente grupos hidroxilo, halégenos o
anillos heteroatémicos [36].

Los flavonoides sintéticos pueden modular diversas actividades celulares, como
la resistencia, la inhibicién de la bomba de eflujo, entre otros. Por ejemplo,
Villaume y su equipo, utilizaron flavonoides sintéticos para inhibir la uridina 5'-
difosfato galactopiranosa mutasa de MTB. Esta enzima actia como un
biocatalizador durante la sintesis de la pared celular bacteriana, lo que la convierte

en un objetivo potencial para medicamentos [37].

2.2.3. Servidor ADMETIab 2.0

La evaluacion de las propiedades ADMET de los candidatos a farmacos solia realizarse
después de determinar su potencia frente al objetivo especifico. Sin embargo, esto a menudo
resultaba en la deteccién de efectos adversos no deseados, lo que requeria realizar
modificaciones en el disefio molecular y en la sintesis, o incluso la terminacién del proyecto.
La importancia de la evaluacion ADMET en el proceso de desarrollo de farmacos se hizo
evidente, ya que se estima que las deficiencias ADMET contribuyeron significativamente a la

desercion en el desarrollo de farmacos en el pasado. Actualmente, la potencia y los perfiles
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ADMET de las moléculas se evaluan tempranamente en el proceso de descubrimiento y
desarrollo de farmacos, lo que permite descartar compuestos no deseados de manera mas
rapida. Sin embargo, la capacidad de los ensayos in vitro e in vivo de ADMET a menudo resulta
insuficiente debido al gran volumen de datos de cribado bioldgico. Ademas, los ensayos
experimentales implican un tiempo y un costo significativo, lo cual puede ser una carga

especialmente para proyectos de descubrimiento de farmacos con recursos limitados.

El servidor web ADMETIab, lanzado en 2018, permite a los usuarios realizar analisis de
semejanza a farmacos y predecir propiedades relacionadas con ADMET, y gracias a su
actualizacion a la version 2.0 se pudo superar sus limitaciones anteriores. Esta nueva version
ofrece dos modos de calculo y permite evaluar 88 parametros relacionados con ADMET.
Ademas, cuenta con modelos de relacion cuantitativa estructura-propiedades entrenados con
datos experimentales de alta calidad. ADMET]Iab 2.0 est& disponible como un servidor web
publico en admetmesh.scbdd.com y se espera que ayude a los quimicos medicinales en su

investigacion y desarrollo de farmacos [38].

2.2.3.1. Pardametros ADMET

Se han empleado diversos descriptores moleculares para modelar las propiedades
ADMET, incluyendo propiedades quimicas calculadas en base a descriptores
unidimensionales (1D), bidimensionales (2D) y tridimensionales (3D). Estos
descriptores han demostrado ser Utiles para desarrollar modelos ADMET
estadisticamente solidos y predictivos. La eleccion de los descriptores a utilizar depende

del objetivo del modelo obtenido.

» Paramodelar la permeabilidad, absorcidon, solubilidad y efectos toxicoldgicos, se han
empleado descriptores 1D como el peso molecular, la refractividad molar y el
numero de atomos y enlaces. Estos descriptores son relativamente faciles de
interpretar y ofrecen informacion relevante sobre las propiedades quimicas de los

compuestos estudiados.

+ Existe una amplia variedad de descriptores 2D, muchos de los cuales son de
naturaleza topoldgica y se calculan a partir de la conectividad del compuesto

investigado. Estos descriptores se basan en la representacion matematica del grafo
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estructural y brindan informacion sobre la disposicion espacial y las caracteristicas

de conectividad de los compuestos.

» Los descriptores basados en la representacion 3D suelen ser superiores a los de
dimensiones inferiores, ya que capturan informacion importante como los enlaces
de hidrégeno internos y otros grupos funcionales relevantes pero ocultos. Estos
descriptores, que utilizan la representacion tridimensional real de los compuestos,
ofrecen una interpretacién més sencilla y enriquecedora en comparacién con las

variables previamente mencionadas [38].

2.2.4. Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular es una técnica computacional que permite predecir la geometria de
unién de moléculas. Puede realizarse de manera manual mediante gréaficos por computadora o
de forma automatica utilizando algoritmos. Existen distintos algoritmos para el acoplamiento
automatico, que se diferencian en su tratamiento de la flexibilidad molecular y los cambios
conformacionales. La eleccion del procedimiento de acoplamiento depende de los tipos y
cantidad de moléculas involucradas. Se utilizan algoritmos diferentes para acoplar dos
macromoléculas o una macromolécula 'y un compuesto de bajo peso molecular. La metodologia
de acoplamiento es ampliamente empleada en el disefio de farmacos basado en la estructura y
tiene un papel importante en proyectos de gendmica estructural y protedmica. El proceso de
acoplamiento se puede dividir en tres pasos: (i) identificacion del sitio de unién del ligando en
el receptor macromolecular objetivo, (ii) muestreo de disposiciones geométricas posibles del
ligando y el receptor, y (iii) puntuacion de las disposiciones muestreadas. En la mayoria de los
procedimientos de acoplamiento, el sitio de unién del ligando en la macromolécula objetivo
debe definirse antes del muestreo. El sitio de union a menudo se puede identificar mediante
comparacion con estructuras de la proteina objetivo co-cristalizada con diferentes ligandos o
con estructuras de homologos de la proteina objetivo. Los sitios de union proteina-proteina se
pueden identificar en base a una combinacion de propiedades que incluyen conservacion de

secuencia de aminoacidos, tipo de aminoacido y curvatura de la superficie [39].
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2.2.4.1. Energia libre de union (AG) calculado por el método MM/GBSA

Desde una perspectiva termodinamica, la AG se define como la diferencia de energia
libre entre el estado en el que la proteina y ligando se encuentran unidas (complejo) y
el estado en el que se encuentran completamente separadas [40].

llustracion 6: Disociacion de un complejo proteina-ligando y presencia de un

diferencial de energia (energia libre de union) en el proceso.

+

Complejo Proteina Ligando

Fuente: Adaptado de King et al., 2021 [40].

De manera fundamental, el cambio en la energia libre de Gibbs (AG) en una reaccion

de union en equilibrio fundamental viene definida por la ecuacion:

AGo = AHo - TASq

Donde, Go representa la energia libre de Gibbs, H la entalpia, T la temperatura absoluta

en grados Kelvin y S la entropia.

En reacciones espontaneas en las que se libera calor (AH < 0) y la entropia aumenta
(AS > 0), es logico que numeéricamente AG tenga un valor negativo, ya que serian
exotérmicas y desordenadas [41]. Esta relacion lineal entre entalpia y entropia se asocia
con frecuencia a las interacciones termodinamicas entre proteinas y ligandos, como asi

lo sefialan varios autores [42-45].
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AG se trata de una medida de la energética asociada a la formacién de un complejo
entre dos moléculas, expresada en unidades de energia, como kilocalorias por mol
(kcal/mol) o kiloJoules/mol (kJ/mol). En estudios computacionales, los calculos de
energia libre de unién son esenciales para predecir y evaluar la estabilidad y afinidad
de las interacciones moleculares, en ese entender, cuanto mas negativo sea el valor de
AG, mayor sera la afinidad de union entre las moléculas, equivalente a sefialar que la
reaccion de union entre el ligando y la proteina seria espontanea y termodindmicamente
favorable [40]. Debe tenerse en cuenta que la energia libre es una funcion de los estados
de un sistema y, como tal, AG se definen simplemente por los estados termodindmicos

inicial y final, independientemente de la via que conecte estos dos estados [46].

Los métodos computacionales mas ampliamente utilizados en el disefio de farmacos
son el acoplamiento molecular y la puntuacion, a través de los cuales se pronostica el
modo de union del farmaco, seguido de una estimacion de la afinidad de unién,
conocida en Glide como docking score. Aunque estos métodos son eficientes, su
precision es limitada, especialmente al compararlos con valores experimentales [39].
Por esta razon, se emplean calculos méas rigurosos y computacionalmente intensivos,
como la perturbacion de energia libre (FEP), la integracion termodindmica, la respuesta
lineal, y las aproximaciones combinadas del modelo de solvatacién Poisson-Boltzmann
con mecéanica molecular (MM/PBSA), y el modelo de solvatacion de superficie de Born
generalizada con mecénica molecular (MM/GBSA). De estos, MM/PBSA vy
MM/GBSA son mucho méas rapidos, lo que los convierte en técnicas
computacionalmente menos costosas para una reevaluacion de las moléculas con mejor

puntuacién que arrojo el acoplamiento molecular [47].

El calculo del valor absoluto de la energia libre de unién entre un ligando y una proteina
se define originalmente mediante la ecuacion AG = AHo - TASo. Sin embargo, debido
al elevado costo computacional asociado al célculo preciso de la entropia [48], se han
desarrollado métodos aproximados para estimar AG. Uno de estos métodos es el
MM/GBSA, implementado en el programa Prime de la suite Schrodinger, que utiliza

términos energéticos definidos en la siguiente ecuacion [49]:

AG = AGsolv + AEMM + AGSA
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Donde, AGsov €S la suma de la energia de solvatacion electrostatica (contribucion
polar), AEmwm es la diferencia en las energias minimizadas entre el complejo proteina-
ligando y la suma de las energias de la proteina y el ligando cuando estan separados, y
AGsa es la diferencia en las energias de area superficial del complejo proteina-ligando
y la suma de las energias de area superficial de la proteina y el ligando cuando estan
separados [47,49].

2.2.4.2. Programa informatico Glide

Glide, desarrollado por Schrédinger, Inc., es un programa de acoplamiento molecular
que desempefia un papel crucial en el disefio de farmacos y la investigacion en quimica
computacional. Su enfoque innovador en el acoplamiento molecular permite a los
investigadores estudiar y optimizar las interacciones entre ligandos y proteinas objetivo,
proporcionando informacion valiosa para la identificacion de compuestos
farmacoldgicamente activos. Asimismo, siendo junto a AutoDock Vinay GOLD, Glide
es uno de los programas de acoplamiento molecular mas usados tanto en el &mbito de

descubrimiento de farmacos, como académico [50].

A diferencia de otros métodos para acoplar ligandos a la estructura 3D rigida de un
receptor proteico conocido, Glide aproxima una basqueda sistematica completa del
espacio conformacional, orientacional y posicional del ligando acoplado. En esta
busqueda, una fase inicial de posicionamiento y puntuacién aproximada que reduce
drasticamente el espacio de busqueda es seguida por una optimizacion energética
flexible bajo el campo de fuerza OPLS-AA para unos pocos cientos de conformaciones
potenciales. Los candidatos mas destacados se refinan ain mas mediante un muestreo
de conformaciones mediante el método de Monte Carlo; en algunos casos, esto es
crucial para obtener una conformacion de acoplamiento precisa. La seleccion de la
mejor pose de acoplamiento utiliza una funcion de energia del modelo que combina
términos empiricos y basados en campos de fuerza [51]. Entre los modos de

acoplamiento que Glide emplea, se incluyen:

26



« Glide HTVS! (Cribado Virtual de Alto Rendimiento): Este modo esta disefiado para
el cribado virtual de grandes bibliotecas de compuestos. Utiliza un enfoque de baja
precision, pero alta velocidad para realizar célculos rapidos y eficientes en grandes
conjuntos de datos. Es (til en las etapas iniciales de la busqueda de compuestos

potenciales.

« Glide SP? (Standard Precision): En este modo SP, se emplea un enfoque de precision
estandar para realizar calculos de acoplamiento molecular. Proporciona un equilibrio
entre velocidad y precision y se utiliza tipicamente después de un cribado inicial para

refinar las predicciones de un conjunto mas pequefio de candidatos.

o Glide XP (eXtra Precision): EI modo XP se caracteriza por un enfoque de alta
precision. Utiliza un muestreo mas fino de conformaciones y energias, lo que lo hace
mas preciso, pero a costa de un mayor tiempo computacional. Este modo se utiliza

para refinar ain mas las predicciones y obtener resultados mas precisos.

En general, Glide representa una herramienta potente y versatil que se puede utilizar
para una variedad de aplicaciones de acoplamiento molecular. Es un recurso valioso
para investigadores en los campos del descubrimiento de farmacos, el disefio de

proteinas y los campos de la biologia y quimica computacional [51].

2.2.5. Interacciones moleculares

Las interacciones moleculares son indispensables para la estructura y funcion de los sistemas
bioldgicos. Por ejemplo, la estructura de las proteinas se determina mediante las interacciones
especificas entre los aminoacidos que componen la proteina. La funcion de las proteinas
también depende de las interacciones especificas que tienen con otras biomoléculas, como el
ADN, el ARN y otras proteinas. Ademas, las interacciones moleculares son de gran
importancia para el desarrollo de nuevos farmacos y terapias. Al comprender las interacciones

especificas entre biomoléculas, se pueden disefiar medicamentos que se dirijan a estas

L HTVS: High Throughput Virtual Screening (traducido como Cribado Virtual de Alto Rendimiento)
2 SP: Standard Precision (traducido como Precision Estandar)
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interacciones y que interrumpan la funcioén de moléculas causantes de enfermedades. Entre las

principales interacciones moleculares tenemos:

 Puentes de hidrdgeno: Son interacciones electrostaticas entre un &tomo de hidrégeno unido
covalentemente a un atomo electronegativo (como nitrégeno, oxigeno o flior) y otro &tomo
electronegativo. Los puentes de hidrogeno son esenciales en la estabilizacion de la
estructura tridimensional de proteinas y &cidos nucleicos, asi como en el reconocimiento

molecular.

« Interacciones ionicas: Son atracciones electrostaticas entre iones cargados opuestamente,
como el enlace entre un cation y un anién. Estas interacciones son cruciales para el

plegamiento de proteinas y la interaccion entre proteinas y &cidos nucleicos.

« Interacciones hidrofébicas: Surgen debido a la tendencia de las moléculas hidrofébicas a
agruparse y evitar el contacto con el agua. Estas interacciones son fundamentales en la

conformacidn de proteinas y en la formacién de bicapas lipidicas.

« Interacciones de Van der Waals: Son fuerzas débiles atractivas que surgen debido a las
fluctuaciones en la distribucion electronica de las moléculas. Incluyen las fuerzas de
dispersion de London, las fuerzas dipolo-dipolo y las fuerzas dipolo inducido-dipolo. Estas
interacciones desempefian un papel importante en la estabilidad estructural de proteinas y

acidos nucleicos.

* Interacciones pi-pi: Son interacciones entre sistemas de electrones pi deslocalizados, como
los anillos aromaticos de aminoacidos y bases nitrogenadas. Estas interacciones pueden

influir en la conformacién y la union de moléculas biolégicas.

« Interacciones pi-cation: Son interacciones entre un sistema de electrones pi y un cation.
Estas interacciones pueden influir en la estabilidad estructural de proteinas y acidos

nucleicos, asi como en la unién de ligandos.

« Interacciones de enlace covalente: Son interacciones en las que dos &tomos comparten un
par de electrones en un enlace quimico fuerte. Los enlaces covalentes son esenciales en la

formacion de biomoléculas como proteinas, &cidos nucleicos y carbohidratos [52].
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2.2.5.1. Modulo de visualizacion Ligand Interaction Diagram

El médulo Ligand Interaction Diagram (LID), integrado en el programa informatico
Maestro, facilita la representacion bidimensional de complejos ligando-proteina de
manera eficiente y automatizada, eliminando la necesidad previa de alinear los
componentes de la estructura proteica o utilizar visores tridimensionales. Este modulo
tiene la capacidad de generar tanto diagramas 2D como 3D que ilustran diversos tipos
de interacciones, tales como enlaces de hidrogeno, enlaces idnicos, interacciones

hidrofébicas y fuerzas de Van der Waals.

Este modulo es compatible con modelos estructurales obtenidos experimentalmente,
modelos de homologia o resultados de acoplamiento, permitiendo el andlisis de
conjuntos de complejos ligando-acoplados. El proceso de ajuste y alineacion de las
estructuras tridimensionales es completamente automatizado, siendo necesario que el
usuario simplemente cargue los complejos ligando-proteina en un formato compatible

con el programa Maestro [53].

2.2.6. Tuberculosis

La tuberculosis es la enfermedad infecciosa mas letal en adultos a nivel mundial y ha sido una
emergencia de salud publica global en las ultimas dos décadas. Aunque los esfuerzos en salud
publica han salvado millones de vidas, los avances en su control y erradicacion han sido
limitados, y las variantes resistentes a farmacos estan convirtiéndose en patdgenos cada vez
mas mortales, contribuyendo a una cuarta parte de las muertes por resistencia antimicrobiana
[54]. MTB, el agente causante, tiene como Unico reservorio a los humanos, aunque muchos
animales son susceptibles a la infeccion. Se postula que MTB co-evoluciond con los hominidos
desde hace 3 millones de afios. Es un bacilo aerobio, no formador de esporas ni movil, con una
pared celular rica en lipidos de alto peso molecular. Su crecimiento es lento, con un tiempo de
generacién de 15 a 20 horas y un crecimiento visible que tarda entre 3 y 8 semanas en medios
solidos. MTB crece en grupos paralelos, formando colonias en forma de serpentina, y posee

genes que codifican enzimas clave en la lipogénesis y lipolisis [55].
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2.2.6.1. Epidemiologia

En 2023, los casos globales de tuberculosis (TB) alcanzaron 10.8 millones,
estabilizandose tras el aumento durante la pandemia, con la mayoria de los casos
concentrados en 30 paises, principalmente India, Indonesia, China, Filipinas y Pakistan.
La mortalidad disminuy6 a 1.25 millones, continuando la tendencia a la baja desde
2022. Aunque los avances en diagndstico y tratamiento han reducido la brecha entre los
casos estimados y los diagnosticados a 2.7 millones, y 175,923 personas con TB
multirresistente recibieron tratamiento, la mitad de los pacientes enfrenta costos
catastroficos. Ademas, el financiamiento sigue siendo insuficiente, con solo $5.7 mil
millones y $1 mil millones asignados en 2023. A pesar de estos esfuerzos, las metas de
la estrategia “End TB” de la OMS han sido alcanzadas parcialmente: la tasa de
incidencia se redujo un 8.3% desde 2015 (meta: 50% para 2025) y la mortalidad un
23% (meta: 75%), mientras que la cobertura de pruebas rapidas y tratamiento alcanzé
el 48% y 75%, respectivamente, con seis candidatas a vacuna en ensayos avanzados
[15].

En América Latina, segin el observatorio "Situacion de la Tuberculosis en las
Américas" de la OPS, se proyectd que Peru seria el segundo pais con la mayor tasa de
incidencia en 2022, con 52,000 casos, solo superado por Haiti [23]. En el Sistema de
Informacion Gerencial de Tuberculosis (SIGTB) de 2021, Per( report6 26,437 casos de
TB, 1,256 de TB multidrogo resistente y 82 casos de TB extremadamente resistente
[56]. En Cusco, hasta 2021, se registrd una tasa de morbilidad de 23.2, con 4 casos de

TB multidrogo resistente y ninguno de TB extremadamente resistente [12].

2.2.6.2. Tipos de resistencia a medicamentos antituberculosos

e TB multidrogo resistente (TB-MDR): Es provocada por bacterias de la TB que
exhiben resistencia, al menos, a isoniazida y rifampicina. Estos farmacos son
componentes clave en la mayoria de los regimenes terapéuticos contra la TB.

e TB pre-extremadamente resistente (TB pre-XDR): Es una variante de la TB-MDR.
Se origina por la resistencia de las bacterias de la tuberculosis a la isoniazida,

rifampicina y, adicionalmente, a una fluoroquinolona. Alternativamente, puede
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surgir por la resistencia a la isoniazida, rifampicina y a un medicamento inyectable
de segunda linea, como amikacina, capreomicina o kanamicina.

e TB extremadamente resistente (TB-XDR): Constituye una forma poco comdn de
TB-MDR. Esta variante surge debido a la resistencia de las bacterias de la
tuberculosis a la isoniazida, rifampicina, una fluoroquinolona y un medicamento
inyectable de segunda linea. Alternativamente, puede originarse por la resistencia
a la isoniazida, rifampicina, una fluoroguinolona y a farmacos especificos como

bedaquilina o linezolid [57].

La clasificacion de las cepas resistentes de MTB no se basa exclusivamente en
codificaciones o clados genéticos individuales, sino que estd enmarcada dentro de
categorias de resistencia, ya que estas determinan su relevancia clinica y

epidemioldgica, facilitando un enfoque préctico para el diagndstico y tratamiento [11].

2.2.6.3. Tratamiento y efectos adversos de medicamentos antituberculosos

En conformidad al documento del estado peruano “Norma técnica de salud para el
cuidado integral de la persona afectada por tuberculosis, familia y comunidad - N° 200-
MINSA/DGIESP-2023” basada en los lineamientos de la OMS, a continuacion, se

muestra los esquemas farmacolégicos de los pacientes con TB [58].

Tabla 1: Esquema de tratamiento contra la tuberculosis en pacientes infectados con TB

sensible.

Situacion Primera fase Segunda fase

TB pulmonar sensible, sin infeccién por VIH REZH, diario por 2 meses RH, tres veces a la
semana por 4 meses

TB pulmonar sensible, con infeccion por VIH ~ REZH, diario por 2 meses  RH, diario por 4 meses.

TB miliar o extrapulmonar con compromiso REZH, diario por 2 meses RH, diario por 10 meses

del SNC u osteoarticular

R: Rifampicina, E: Etambutol, Z. Pirazinamida, H: Isoniazida

Fuente: Ministerio de Salud, 2023 [58]
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Tabla 2: Esquemas de tratamiento contra la TBC en pacientes con resistencia

Situacién

Esquema

TB resistente a isoniazida

REZ+Lfx, diario por 6 meses

Pacientes con | Esquema oral acortado Bdq-Lzd-Cfz-Lfx, por 9 a 12 meses

resistencia a
rifampicina o
multidrogo
resistente

Lfx/Mfx-Bdg-Lzd-Cfz-Cs-Z, diario por 6 meses, y
luego Lfx/Mfx-Lzd-Cfz-Cs-Z, diario por 12 meses

Esquema oral prolongado

Amk-Lfx-Cs-Eto-Z, diario por 6 a 8 meses, y luego

Esquema con inyectable

Lfx-Cs-Eto-Z, diario por 12 a 16 meses

R: Rifampicina, E: Etambutol, Z. Pirazinamida, H: Isoniazida, Amk: Amikacina, Lfx: Levofloxacino, Mfx:

Moxifloxacino, Cs: Cicloserina, Eto: Etionamida, Cfz: Clofazimina, Bdq: Bedaquilina, Lzd: Linezolid

Fuente: Ministerio de Salud, 2023 [58]

Tabla 3: Principales efectos adversos de los medicamentos antituberculosos

Farmaco Efectos adversos reportados
Isoniazida e Hepatotoxicidad
e Neuropatia periférica
Rifampicina o Hepatitis colestasica
Pirazinamida e Hepatotoxicidad
Etambutol e Neuropatia dptica, incluyendo neuritis éptica y neuritis

Levofloxacino/Moxifloxacino .

Bedaquilina .
.
Linezolid .
o
o
Clofazimina .

retrobulbar

Arritmias

Arritmias

Elevacion de enzimas aminotransferasas

Anemia

Neuropatia periférica

Neuritis dptica

Pigmentacion de rojo a oscuro en piel

Decoloracion de las secreciones corporales, incluyendo la orina
y heces.

Intolerancia gastrointestinal (dolor abdominal y epigéstrico,
diarrea, nauseas y vomito).

Arritmias

La tabla continta en la siguiente pagina
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Tabla 3 (Continuacion)

Farmaco Efectos adversos reportados

Cicloserina/Terizidona e Psicosis, depresion e ideas suicidas
e Convulsiones y neuropatia periférica
Meropenem/Imipenem e Diarrea
e Rash cutaneo

e Nauseas y vomitos

Delamanid e Arritmias
Protionamida/Etionomida e Intolerancia gastrointestinal (nduseas, vomitos y diarrea)
Amikacina/Estreptomicina e Ototoxicidad

o Nefrotoxicidad
o Desbalance de electrolitos
Acido p-aminosalicilico ¢ Intolerancia gastrointestinal (nduseas, vomitos, distension

abdominal, dolor abdominal y diarrea)

Fuente: Adaptado de Natarajan et al., 2020 [9]

2.3. Glosario de términos

« Agente patégeno: Un agente infeccioso que ocasiona enfermedad en animales o plantas.
Estos agentes son microorganismos y microbios, tales como virus, bacterias, priones o
hongos [59].

 Algoritmo: Se refiere a un conjunto de reglas y procesos disefiados para resolver problemas
en un ndmero limitado de grupos. Los algoritmos forman parte de los programas

informaticos [60].

 Descriptores moleculares: Son parametros cruciales en las relaciones cuantitativa estructura
actividad (QSAR, por sus siglas en inglés) y otros modelos in silico, ya que representan
numéricamente una estructura molecular. Estos descriptores se pueden clasificar en funcion
de distintos criterios, siendo las categorias principales los descriptores experimentales y los

tedricos [61].

« Dominio: EIl dominio de una proteina se caracteriza por tener una secuencia de aminoacidos

especifica que actua como punto de union para interactuar con otras proteinas o0 ADN. Es
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una unidad funcional y estructural que se encuentra en la estructura tridimensional de una

proteina [62].

Formato SMILES: Corresponde a las siglas de Simplified Molecular Input Line Entry
System, es un sistema de notacion disefiado para representar estructuras quimicas de forma
breve y comprensible. Creado por David Weininger en los afios 80, ha jugado un papel
crucial en la quimica computacional y la bioinformatica. Este formato permite expresar la
estructura molecular a través de cadenas de texto ASCI|, lo que facilita su almacenamiento,

busqueda y manejo en bases de datos quimicas [63].

Fibrosis: La formacion de tejido fibroso se refiere al proceso en el cual en una herida se
genera un tipo de tejido que al principio cuenta con vasos sanguineos, pero mas adelante se

vuelve carente de vascularizacion y principalmente compuesto por colageno [64].

Filogenia: Se refiere a la historia evolutiva de una especie 0 grupo y como estan relacionados

con otras especies o0 grupos a lo largo del tiempo [65].

Funcion de puntuacién: Se refiere a la relacion empirica que cuantifica la calidad de los
modos de unidn del ligando y clasifica diferentes ligandos (que se unen al mismo receptor)
segun su afinidad. Por lo general, consta de la suma de varios términos empiricos que
describen propiedades importantes para la union, como la complementariedad superficial y

quimica [66].

Granuloma: Es una lesion inflamatoria cronica causada por diferentes agentes infecciosos y
no infecciosos. Puede estar compuesto por pequefias acumulaciones de células inflamatorias

mononucleares o por acumulaciones de diversas células [67].

Hélice alfa: La a-hélice es un tipo de estructura secundaria de las proteinas. Se trata de una
hélice estrecha que se forma cuando el grupo carboxilo de un aminoacido se une mediante

enlaces de hidrogeno al grupo amino de otro aminoéacido [62].

Hoja beta: Las laminas [ son estructuras secundarias repetitivaS que Se encuentran
comunmente en proteinas plegadas. A diferencia de las hélices a, donde los enlaces de
hidrogeno se forman entre grupos dentro de la misma hebra, en las laminas f los enlaces se

establecen entre hebras adyacentes [62].
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In silico: Se refiere a algo que es generado por computadora. Los procedimientos in silico
se utilizan para simular y predecir procesos, especialmente en el ambito biologico, mediante

el uso de programas informaticos [66].

Incidencia: Se refiere a la cantidad de casos nuevos que se presentan en una poblacion
durante un periodo de tiempo especifico. Este nimero es valioso para evaluar el riesgo de

contraer la enfermedad [68].

Isoflavona: Son isémeros de la flavona, la cual es una cromona sustituida con un grupo
fenilo en la posicion 2. En la isoflavona, el grupo fenilo estd en la posicion 3, y tiene un

grupo cetona en el carbono de posicién 4 [69].

Isoflavana: Son derivados hidrogenados de las isoflavonas, cuya estructura molecular es
casi idéntica. La principal diferencia radica en que el grupo cetona en el carbono 4 de las
isoflavonas es reemplazado por un hidrégeno. Aungue son menos comunes, presentan

propiedades quimicas y bioldgicas distintas. [69].

Macromolécula: Moléculas que tienen un peso molecular que va desde unos pocos miles

hasta varios millones, como el ADN, el ARN, las proteinas y otros polimeros [60].

Meningitis: La meningitis es una condicion en la cual las meninges, las membranas que

protegen el cerebro y la médula espinal, se inflaman [70].

Micobacteria: Bacterias acido-alcohol resistentes con morfologia de bacilo delgado que
tienen un tiempo de duplicacion bastante prolongado en condiciones de laboratorio. Las
micobacterias comparten una caracteristica distintiva: una pared celular gruesa y

bioquimicamente compleja [71].

Morbilidad: La cantidad de individuos que adquieren una enfermedad particular en

comparacion con el tamafio total de la poblacién (casos por cada 100,000 personas) [68].

Neuropatia periférica: Es un concepto amplio que se refiere a la disfuncion de los nervios

periféricos causada por diferentes factores [72].

Palatabilidad: Cualidad de un alimento o bebida que lo hace agradable al gusto y estimula
su consumo. Depende de la combinacion de sensaciones que experimentamos al ingerirlo,

como el sabor, el aroma, la textura y la apariencia. La palatabilidad es un factor clave en la
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eleccion de alimentos y juega un papel importante en la nutricion, ya que influye en la

cantidad y frecuencia con la que consumimaos ciertos alimentos [73].

Parésitos apicomplejos: Microorganismos que pertenecen al filo Apicomplexa, que incluye
protistas parésitos obligados que afectan a la mayoria de los animales, con especies
altamente especificas y otras generalistas. Patdgenos importantes como Toxoplasma gondii
y Plasmodium falciparum causan enfermedades graves en humanos y animales, como
toxoplasmosis y malaria. Su nombre deriva del "complejo apical”, una estructura
especializada ubicada en el extremo anterior de la célula, compuesta por organulos como
roptrias y micronemas. Este complejo apical es esencial para la invasion de las células
huésped, ya que contiene enzimas y proteinas que permiten al parasito penetrar y

establecerse dentro de la célula [74].

Pericarditis: Se refiere a la presencia de inflamacion en la capa protectora que rodea el

corazon (pericardio) [75].

Peso molecular: Es la suma de las masas de los 4&tomos que componen una molécula

expresada en unidades atdmicas de masa [76].

Programa informatico: También Ilamado programa, es un conjunto de instrucciones aptas
para ser procesadas por una computadora, que pueden requerir el uso de herramientas como
ensambladores, compiladores, intérpretes o traductores para preparar y ejecutar dichas

instrucciones [77].

Protein Data Bank: Es una base de datos clave que guarda informacién sobre la estructura
tridimensional de proteinas, &cidos nucleicos y otras macromoléculas bioldgicas.
Establecida en 1971, se ha convertido en una herramienta indispensable para los
investigadores en biologia estructural y bioquimica, ya que ofrece acceso gratuito a datos
fundamentales para comprender la funcion molecular y los procesos biologicos a nivel

atémico [78].

PubChem: Es una base de datos dedicada a moléculas quimicas, disefiada para ofrecer
informacion detallada sobre sus propiedades, estructuras y actividades bioldgicas. Esta
plataforma es gestionada por una division de los Institutos Nacionales de Salud de los
Estados Unidos, y se encuentra disponible de manera gratuita tanto para investigadores

como para el pablico en general [79].
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Capitulo 111

Materiales y métodos

3.1. Materiales

3.1.1. Programas informaticos

Maestro 13.8.132 [53]

 Protein Preparation Wizard - Schrédinger Release 2024-1 [80]
« Prime - Schrddinger Release 2024-1 [81]

» Epik - Schrodinger Release 2024-1 [82]

» LigPrep - Schrodinger Release 2024-1 [83]

 Glide - Schrodinger Release 2024-1 [51]

* R version 4.3.3 [84]

» RStudio Desktop 2023.12.1+402 Ocean Storm — Open Source Edition [85]

3.1.2. Servidor de prediccion de pardmetros ADMET

ADMET]Iab 2.0 [38] — Pagina web: https://admetmesh.scbhdd.com/

3.1.3. Bases de datos

LIPID MAPS® Structure Database [86] — Pagina web: https://www.lipidmaps.org/

Protein Data Bank [78] — Pagina web: https://www.rcsb.org/

PubChem [79] — Pagina web: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov
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3.1.4. Equipos de computo
« Para la preparacion de los ligandos y receptor, y analisis de interacciones moleculares:

Laptop DELL Inspiron 15 3511, con las siguientes caracteristicas:

Procesador: Intel® Core i5 11Y% Generacion - 2.40 Gigahertz

Memoria RAM: 16 GB DDR4

Gréficos: Intel Iris Xe Graphics

Almacenamiento: Disco de estado sélido de 1 Terabyte

o Para el acoplamiento molecular:

Estacion de trabajo del Laboratorio de Investigacion en Biopolimeros y Metalofarmacos
(LIBIPMET), de la Facultad de Ciencias, en la Universidad Nacional de Ingenieria (UNI), con

las siguientes caracteristicas:
- Procesador: Intel® Core i7 7™ Generacion - 2.80 Gigahertz
- Memoria RAM: 64 GB
- Tarjeta grafica: NVIDIA® GeForce GTX 1060
- Almacenamiento: Disco de estado sélido de 1 Terabyte

Dicha universidad nos brind6 acceso a su estacion de trabajo, ya que contaba con licencia de

uso para los programas de la suite Schrodinger.
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3.2. Metodologia de la investigacion

3.2.1. Tipo de estudio

Enfoque de la investigacion: Mixta, ya que implico estudios cuyos resultados tuvieron
caracter cuantitativo (numérico) y cualitativo (nominal), que fueron analizados mediante
técnicas estadisticas. Esta clasificacion concuerda con lo sefialado por Hernandez-Sampieri
(2018) [87].

Alcance de la investigacion: No experimental, ya que no se manipularon variables

deliberadamente.

Tipo de disefio no experimental: Transversal o transeccional, porque se recolectaron datos
en un solo momento en el tiempo, sin seguimiento temporal. Esta clasificacién concuerda

con lo sefialado por Hernandez-Sampieri (2018) [87].

Tipo de disefio transversal: Correlacional, porque se determind el grado de relacion
existente, mediante andlisis estadisticos, entre los diversos parametros in silico calculados
de los flavonoides (variable predictor o independiente) y su potencial inhibitorio (variable

criterio o dependiente) frente a la enzima SQ.

Los items previamente sefialados concuerdan con la clasificacion sefialada por Hernandez-
Sampieri (2018) [87] y Hazari (2023) [88].

3.2.2. Disefio

An
2.0

alisis de los parametros ADMET de los flavonoides, mediante el servidor ADMETIab

Grupo Evaluacion Resultado
Gn Xn On

Gn

. Estructuras de flavonoides descargados de la base de datos LIPID MAPS.

Xn: Evaluacion de las propiedades ADMET mediante el servidor ADMET Iab 2.0.

On

: Resultados de los parametros ADMET calculados.
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Determinacion de la energia libre de unién, mediante el método MM/GBSA, de los

flavonoides con mejores parametros ADMET vy la shikimato kinasa de MTB.

Grupo Evaluacion Resultado
Gn Xn On
Gn: Flavonoides seleccionados con mejores parametros ADMET, calculados con ADMETIab
2.0.
Xn: Célculo de la energia libre de unién mediane el programa Prime.

On: Valores de energia libre de union entre los flavonoides y la shikimato kinasa de MTB.

Cuantificacion de los tipos de interacciones moleculares, resultantes del acoplamiento
molecular, entre los flavonoides seleccionados y la shikimato kinasa de MTB

Grupo Evaluacion Resultado
Gn Xn On

Gn: Flavonoides seleccionados con mejores parametros ADMET, y acoplados mediante el

programa Glide.
Xn: Conteo y clasificacion de los tipos de interaccion mediante el modulo Ligand Interaction
Diagram.

On: Interacciones moleculares resultantes.

Evaluacion de la correlacion entre las variables independientes yel potencial inhibitorio

de los flavonoides seleccionados que interaccionan con la shikimato kinasa de MTB

Grupo Evaluacion Resultado
Gn Xn On

Gn: Variables independientes de naturaleza cuantitativa

Xn: Prueba de correlacion punto-biserial
On: Valores de correlacion en el rango de -1 a 0 (correlacion negativa) y de 0 a 1 (correlacion

positiva)
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3.2.3. Variable independiente
3.2.3.1. Flavonoides

Son una clase de compuestos organicos que se encuentran en una amplia variedad de
plantas y que tienen una gran importancia bioldgica debido a sus propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias. Estos compuestos estan compuestos por dos anillos
aromaticos unidos por un puente de tres atomos de carbono y se clasifican en varias

subclases segun su estructura quimica [30].

Indicadores

A. Absorcion intestinal humana (AIH): La absorcion intestinal humana de una
sustancia se cuantifica como la porcién de una dosis determinada que alcanza la vena
porta, y se obtiene de dividir la cantidad de una sustancia que ha alcanzado la vena porta

sobre la cantidad de la sustancia administrada oralmente [89].

Definicién operacional

+ Naturaleza: Cuantitativa

» Forma de medicion: Directa

 Escala de medicion: Razon

* Instrumento: Servidor ADMETlIab 2.0

» Proceso de medicion: El servidor clasific a las moléculas en dos categorias:
(i) AIH > 30% se clasificaron como AlH (-) o Categoria 0
(ii) AIH < 30% se clasificaron como AlIH (+) o Categoria 1.

Las moléculas con AIH (+) seran usadas para el acoplamiento molecular [90,91].

Este parametro también fue aplicado en la investigacion de James et al. (2018) [92].

+ Expresion final de la variable: Probabilidad de 0 a 100%.
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B. Uniodn a proteinas plasmaticas (UPP): Es la union reversible de compuestos a las
proteinas plasmaticas, incluyendo la albdmina sérica, la hemoglobina y las
glicoproteinas a-4cido. La unidén a proteinas plasmaticas afecta fuertemente la
distribucion de farmacos y el comportamiento farmacocinético con consecuencias en la
accion farmacoldgica general. Por lo tanto, la tasa de union a proteinas plasmaticas para

un farmaco especifico es un indicador clave para la optimizacion de la molécula [89].

Definicion operacional

Naturaleza: Cuantitativa

Forma de medicidn: Directa

» Escala de mediciéon: Razon

Instrumento: Servidor ADMETIab 2.0

Proceso de medicion: Mientras los porcentajes calculados fueran mayores, esto
indicaba que el farmaco tenia mas afinidad por las proteinas plasmaticas y, por ende,
un bajo indice terapéutico, ya que no alcanzaria la diana farmacolégica. Por ello el

servidor clasifico a las moléculas en dos categorias:
(i) UPP <90%, son compuestos alto indice terapéutico.
(if) UPP > 90%, son compuestos con bajo indice terapéutico.

Por tanto, las moléculas con alto indice terapéutico fueron seleccionadas para el
acoplamiento molecular [91,93]. Este pardmetro también fue aplicado en la
investigacion de Khan et al. (2017) [94].

» Expresion final de la variable: Porcentaje de unién a proteinas.

C. Aclaramiento de farmacos (AF): El aclaramiento de farmacos se define como el
volumen de plasma libre de farmaco en un tiempo determinado. Su unidad de medida
es volumen/tiempo. La capacidad total del cuerpo para eliminar un farmaco del plasma

incluye el aclaramiento renal, hepatico y de otros tejidos. [89,95].
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Definicidn operacional

+ Naturaleza: Cuantitativa

» Forma de medicion: Directa

+ Escala de medicion: Razon

* Instrumento: Servidor ADMETlIab 2.0

+ Proceso de medicion: El servidor clasifico a las moléculas de tres maneras:
(i) Aclaramiento alto, cuando el valor es igual o mayor a 15 ml/min/kg
(i1) Aclaramiento moderado cuando el valor se ubica entre 5 a 15 ml/min/kg
(iii) Aclaramiento bajo cuando el valor es menor a 5 ml/min/kg.

Para el acoplamiento molecular fueron seleccionadas aquellas moléculas con un
valor igual o mayor a 5 ml/min/kg, es decir, de aclaramiento moderado y alto [91].
Este parametro también fue aplicado en la investigacion de Hassan et al. (2013) [96]

» Expresion final de la variable: ml/min/kg

D. Dafio hepético inducido por farmacos (DHIF): La hepatotoxicidad inducida por
farmacos, también denominada lesion hepatica inducida por medicamentos se origina
como consecuencia del consumo de medicamentos, ya sean prescritos o de venta libre,
asi como de suplementos herbales, productos dietéticos y otros xenobidticos. Este
fendmeno se caracteriza por la manifestacion de alteraciones en las pruebas hepéticas

o disfuncion hepatica, fendmenos que no pueden ser atribuidos a causas distintas [89].
Definicién operacional

» Naturaleza: Cuantitativa

« Forma de medicion: Directa

» Escala de mediciéon: Razdon
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Instrumento: Servidor ADMETIab 2.0

Proceso de medicion: El servidor clasifico a las moléculas en 3 categorias, conforme

a su probabilidad de generar dafio hepatico:

(i) Compuestos con riesgo bajo de DHIF, con probabilidad igual o menor al 30%.
(if) Compuestos con riesgo medio de DHIF, con probabilidad entre 30% a 70%.
(iii) Compuestos con riesgo alto de DHIF, con probabilidad superior a 70%.

Las moléculas que fueron elegidas para los ensayos de acoplamiento molecular, son
aquellas con riesgo bajo de generar DHIF [91]. Este pardmetro también fue aplicado
en la investigacion de Ali et al. (2024) [97].

Expresion final de la variable: Probabilidad de causar DHIF.

E. Regla de los 5 de Lipinski (R-5): Es una regla empirica utilizada en la industria

farmacéutica para evaluar la idoneidad de una molécula como candidata a farmaco, y

establece que una molécula es mas probable que tenga una buena biodisponibilidad oral

si cumple con cuatro caracteristicas especificas de: peso molecular, coeficiente de

particion octanol-agua, donadores de enlace de hidrégeno, y aceptores de enlace de
hidrogeno [89,98].

Definicién operacional

Naturaleza: Cualitativa

Forma de medicion: Directa

Escala de medicion: Nominal
Instrumento: Servidor ADMETIab 2.0

Proceso de medicion: El servidor evaluo si las moléculas cumplian con los siguientes

parametros fisicoquimicos:

(1) Peso molecular igual o menor a 500 Daltons
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(i) Coeficiente de particidn octanol-agua igual o menor a 5
(iii) Aceptores de enlaces de hidrogeno igual o menor a 10
(iv) Donadores de enlace de hidrégeno igual o menor 5.

Se consideré como ACEPTADO a aquella molécula que, como maximo, incumplio
uno de los parametros mencionados; y RECHAZADO si incumplié 2 o mas
parametros [91]. Este parametro también fue aplicado en la investigacion de Isa et
al. (2019) [99].

Expresion final de la variable: Aceptado o rechazado.

F. Regla de Pfizer (R-Pf): Es una regla empirica utilizada en la industria farmacéutica

y el campo de desarrollo de farmacos donde se establece que una molécula podria ser

toxica basandose en valores del coeficiente de particion octanol-agua y del area total de

superficie polar [89,100].

Definicién operacional

Naturaleza: Cualitativa

Forma de medicidn: Directa

Escala de medicion: Nominal
Instrumento: Servidor ADMETlab 2.0

Proceso de medicion: El servidor verifico si las moleculas cumplian con los

siguientes parametros fisicoquimicos:
(i) Coeficiente de particién octanol-agua mayor a 3
(ii) Area total de superficie polar menor a 75 A2,

Se considera como ACEPTADO a aquella molécula que cumplio alguno de los
pardmetros mencionados; y fue RECHAZADO si cumplié ambos parametros [91].
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Este parametro también fue aplicado en la investigacion de Ahmad et al. (2023)
[101].

Expresion final de la variable: Aceptado o rechazado.

G. Regla de Glaxo Smith Kline (R-GSK): Esta regla utilizada por el servidor

ADMET]Iab 2.0, usa ciertos criterios de la regla empirica originalmente desarrollada

por Gleeson, donde se establece que una molécula podria tener un perfil ADMET mas

favorable basandose en valores del peso molecular y lipofilicidad molecular
[89,100,102].

Definicién operacional

Naturaleza: Cualitativa

Forma de medicidn: Directa

Escala de medicion: Nominal
Instrumento: Servidor ADMETlab 2.0

Proceso de medicion: El servidor verifico que las moléculas cumplieran con los

siguientes pardmetros fisicoquimicos:
(i) Peso molecular igual o menor a 400 Daltons
(i) Coeficiente de particién octanol-agua igual o menor a 4.

Se consider6 como ACEPTADO a aquella molécula que cumplio con ambos
criterios; y como RECHAZADO si incumplid con alguno o ambos parametros [91].
Este parametro también fue aplicado en la investigacion de Ahmad et al. (2023)
[101].

Expresion final de la variable: Aceptado o rechazado
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H. Triangulo dorado (TD): Es una herramienta de filtrado basada en datos de
permeabilidad in vitro, aclaramiento in vitro y datos computacionales disefiados para
ayudar a lograr farmacos metabolicamente estables, permeables y potentes. Clasifica
los compuestos como permeables y estables considerando el peso molecular junto a su

coeficiente de distribucion [102].
Definicién operacional

» Naturaleza: Cualitativa

« Forma de medicion: Directa

+ Escala de medicion: Nominal

* Instrumento: Servidor ADMETlIab 2.0

« Proceso de medicion: El servidor verificé si las moléculas cumplian con los

siguientes pardmetros fisicoquimicos:
(i) Peso molecular entre 200 a 500 Daltons
(i) Coeficiente de distribucion entre -2 a 5.

Se consider6 como ACEPTADO a aquella molécula que cumplié con ambos
criterios; y RECHAZADO si incumplié con alguno o ambos parametros. Este

parametro también fue aplicado en la investigacién de Ahmad et al. (2023) [101].

» Expresion final de la variable: Aceptado o rechazado

I. Energia libre de union (AG): Esta energia, calculada por el programa Prime, es una
energia libre de union aproximada que se expresa en kcal/mol, y se define como la
diferencia de energia libre de union entre el estado unido (complejo proteina-ligando)
y los estados completamente disociados (proteina y ligando separados). Este valor
calculado puede ser utilizado para predecir la capacidad de interaccion en términos

energéticos [40].
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Definicidn operacional

Naturaleza: Cuantitativa

» Forma de medicion: Directa
+ Escala de medicion: Razon

* Instrumento: Programa Prime

* Proceso de medicién: El programa calculé la energia libre de unién mediante la
aproximacion de MM/GBSA.

» Expresion final de la variable: kcal/mol

J. Interacciones moleculares: Las interacciones moleculares entre ligandos y
proteinas se refieren a fendmenos de atraccion o repulsién entre atomos y moléculas de
ambos compuestos. Estas juegan un papel crucial en el reconocimiento y la unién entre
ellos. Se pueden estudiar mediante métodos computacionales de acoplamiento
molecular, que buscan predecir la conformacién mas estable del complejo ligando-
proteina y la energia asociada a esta interaccion, incluyendo enlaces de hidrégeno,
interacciones hidrofébicas, fuerzas electrostaticas, entre otros [103].

Definicién operacional

Naturaleza: Cualitativa

+ Forma de medicion: Directa

+ Escala de medicion: Intervalo

* Instrumento: Mddulo Ligand Interaction Diagram

» Proceso de medicion: Glide obtendra las conformaciones geométricas dptimas
mediante una busqueda iterada de Monte-Carlo [51]. Posterior a ello, se analizara las
interacciones moleculares entre los grupos funcionales de las moléculas y los

aminoacidos mas relevantes del sitio activo de la enzima, mediante el médulo LID.
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Este parametro también fue aplicado en la investigacion de Nyambo et al. (2024)
[104].

» Expresion final de la variable: Conteo de los tipos de interacciones moleculares

3.24. Variable dependiente
3.2.4.1. Potencial inhibidor

En el campo de la bioquimica, se define como la capacidad de algunas sustancias para
unirse a una enzimay reducir o anular su actividad, sin dafar la estructura proteica de

la enzima [105].

Definicién operacional

Naturaleza: Cualitativa

» Forma de medicién: Directa

Escala de medicion: Nominal

Instrumento: Tabla de datos

Proceso de medicién: Con base en los resultados de AG para los flavonoides, se
clasificaran en funcion del valor de AG del shikimato. Se considerara que tienen un
alto potencial inhibitorio si el valor de AG del flavonoide es superior al del
shikimato, y tendran un bajo potencial inhibitorio si ocurre lo contrario. Este criterio
fue considerado en los trabajos de Abdjan et al. (2020) [106] y Xie et al. (2023)
[107].

» Expresion final de la variable: Alto/bajo potencial inhibitorio.

49



3.2.5. Operacionalizacion de variables

Tabla 4: Variable independiente (Flavonoides)

Indicadores Naturaleza  Medicion Escala Instrumento Expresion final de la variable
Absorcion intestinal humana (AlH) Cuantitativa Directa Razon ADMETIab 2.0 Porcentaje de AIH
Unidn a proteinas plasmaticas (UPP) Cuantitativa Directa Razon ADMETIab 2.0 Porcentaje de UPP
Aclaramiento de farmacos (AF) Cuantitativa Directa Razon ADMETlIab 2.0 ml/min/kg
Dafio hepatico inducido por farmacos (DHIF) Cuantitativa Directa Razon ADMETlIab 2.0 Probabilidad de causar DHIF
Regla de los 5 de Lipinski (R-5) Cualitativa Directa Nominal ADMETIab 2.0 Aceptado/rechazado
Regla de Pfizer (R-Pf) Cualitativa Directa Nominal ADMETIab 2.0 Aceptado/rechazado
Regla de Glaxo Smith Kline (R-GSK) Cualitativa Directa Nominal ADMETIab 2.0 Aceptado/rechazado
Tridngulo dorado (TD) Cualitativa Directa Nominal ADMETIab 2.0 Aceptado/rechazado
Energia libre de unién (AG) Cuantitativa Directa Razon Programa Prime kcal/mol
Interacciones moleculares Cuantitativa Directa Intervalo Ligand Interaction Diagram Conteo de los tipos de interacciones

moleculares
Tabla 5: Variable dependiente (Potencial inhibitorio)

Indicadores Naturaleza  Medicion Escala Instrumento Expresion final de la variable

Potencial inhibitorio Cualitativa Directa Nominal Tabla de datos Alto/bajo potencial inhibitorio

Fuente: Elaboracién propia.
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3.2.6. Criterios de inclusién

De los compuestos naturales

Se trabajé Unicamente con metabolitos secundarios catalogados como flavonoides en la
base de datos de LIPID MAPS; incluyendo a todas sus estructuras moleculares derivadas
(antocianidinas, flavanos, flavanoles, leucoantocianidinas, proantocianidinas,
biflavonoides, poliflavonoides, isoflavonoides, rotenoides, pterocarpanos, isoflavanos,
cumestanos, flavonas, flavonoles, chalconas, dihidrochalconas, auronas, flavanonas y

dihidroflavonoles).

Los formatos de las estructuras moleculares de los flavonoides son de acceso libre y

compatibles con los programas y servidores con los cuales se realizaron los calculos.

De la enzima

Se uso la enzima del Protein Data Bank que corresponde Unicamente al organismo

Mycobacterium tuberculosis.

Que posea una resolucion cristalografica igual o menor a 2.0 A, para obtener mayores
detalles respecto a la conformacion de la proteina.

Para la validacion del protocolo de acoplamiento molecular, la enzima contaba con su

ligando nativo co-cristalizado.

De los programas informaticos

Los requerimientos de hardware fueron compatibles con el equipo de computo disponible
para el ensayo. Esto incluye la capacidad de la CPU y la memoria RAM, que garantizaron

un rendimiento adecuado de los programas durante el ensayo.

Los programas utilizados en el ensayo fueron previamente empleados en investigaciones

similares y sus resultados, validados.
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3.2.7. Criterios de exclusion
» Del servidor que realizara las predicciones ADMET
- Que su uso y acceso sea restringido.

- Que no haya sido usado previamente en investigaciones publicadas.

3.3. Procedimiento
3.3.1. Obtencidn de los programas informaticos

Los programas utilizados se pueden descargar desde los sitios web indicados en la Tabla 6.
Para la suite de Schrédinger, se usaron las computadoras de LIBIPMET-UNI, que cuenta con
una licencia para su uso. Por otro lado, Microsoft Excel 365 fue empleado a través de una
cuenta educativa. Es importante destacar que tanto R como RStudio, en sus versiones libres

y/o académicas, no requieren licencia para su utilizacion.

Tabla 6: Programas informaticos usados

Programas Paquete Sitio web

Maestro, LigPrep, Protein Preparation Wizard, Glide, Schrédinger Release )
https://www.schrodinger.com/

Prime y Epik 2024-1
R version 4.3.3 R Project https://cran.r-project.org/
RStudio Desktop 2023.12.1+402 Ocean Storm — Open ) )
i RStudio https://posit.co/
Source Edition
Microsoft Excel 365 Office 365 Education  https://www.microsft.com/

Fuente: Elaboracion propia.

3.3.2. Obtencidn de la estructura tridimensional de la shikimato quinasa

Se accedio a la pagina web del Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/), y se descargo la

proteina con codigo 21YS, conforme a los siguientes filtros de bdsqueda:

52



« TERMINO DE BUSQUEDA: Shikimate kinase AND open ®

« FUENTE DEL ORGANISMO: Mycobacterium tuberculosis H37Rv
« TAXONOMIA: Bacteria

« TIPO DE POLIMERO: Proteina

« RESOLUCION: 0.5a 1.5 A (Angstroms) ®

« CLASIFICACION ENZIMATICA: Transferasa

3.3.3. Obtencioén de los flavonoides desde la base de datos LIPID MAPS

Mediante la pagina web de LIPID MAPS (https://www.lipidmaps.org/Imsd_search/812),

accedimos a la informacion de los 6576 flavonoides disponibles en dicha base de datos. Asi,

en una hoja de célculo de Microsoft Excel 365 se reunid los siguientes datos:
* ID del flavonoide

» Nombre sistematico del flavonoide

« Clasificacion a la cual pertenece cada flavonoide

« Informacion estructural en formato SMILES (ya que el servidor ADMET]Iab 2.0 requiere de

este formato para realizar los analisis).

3.3.4. Determinacion de parametros ADMET de los flavonoides

Los flavonoides en formato SMILES fueron almacenados en un archivo de texto y
posteriormente cargados en el servidor ADMETIlab 2.0 desde la pagina web

3 La conformacién “abierta” (open, por su traduccion al inglés) de la SQ, es aquella donde la enzima esta
disponible para el ingreso de sustratos, por lo cual el estudio de inhibidores sera con esta conformacién.

4 H37Rv es la cepa mas cominmente empleada, y su secuencia genémica es ampliamente utilizada en todo el
mundo como la referencia para MTB [124].

> Laresolucién es una medida que indica el nivel de detalle presente en el patrén de difraccion y como se reflejara
en el mapa de densidad electronica. Valores altos de resolucion, como 4 A, indican una menor calidad de
resolucion, mientras que valores bajos, como 1.5 A, indican una mejor calidad de resolucion [125].
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https://admetmesh.scbdd.com/. Tras calcular las propiedades ADMET de todos los
flavonoides, la informacion se guardo en una unica hoja de calculo que incluia, entre otros, los

valores calculados de los siguientes parametros:
 Absorcion intestinal humana

« Uniodn a proteinas plasmaticas

» Aclaramiento de farmacos

« Dafio hepético inducido por farmacos

* Regla de los 5 de Lipinski

» Regla de Pfizer

» Regla de Glaxo Smith Kline

* Triangulo dorado

3.3.5. Validacidn del protocolo de acoplamiento molecular y determinacion de la energia

libre de unién del ligando co-cristalizado

Dado que la estructura de la SQ descargada del Protein Data Bank debe tener su ligando nativo
co-cristalizado (la molécula de shikimato), utilizamos el programa Maestro para separar la
proteina del ligando nativo, con el fin de reacoplarlo mediante Glide, esperando que la
conformacién geométrica obtenida sea similar a su forma nativa. Posteriormente, para asegurar
que los parametros del protocolo de acoplamiento molecular reprodujeran la conformacion
bioldgica, fue necesario verificar que el valor de la desviacion media cuadratica (RMSD) entre
la conformacion reacoplada y la co-cristalizada fuera inferior a 2 A, como asi es descrito en los
trabajos de Ullah et al. (2024) [108], y Okoli et al. (2021) [109].

Con el objetivo de establecer una medida patron de la AG, mediante el programa Prime se
determino el valor de la energia libre de union entre el shikimato y la SQ descargada del Protein
Data Bank, y posteriormente este valor de AG fue usada como referencia para evaluar las

energias de union entre la SQ y los flavonoides.
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3.3.6. Preparacion de la shikimato kinasa

Previamente al acoplamiento molecular, se llevara a cabo una serie de ajustes en la proteina
seleccionada mediante el programa Protein Preparation Wizard [80]. Estos ajustes
comprenderdn la incorporacién de hidrogenos polares ausentes en los aminoacidos, la
formacion de puentes disulfuro entre residuos, la adicion de cadenas laterales de aminoacidos
mediante el programa Prime [81], la exclusion de iones innecesarios, moléculas de agua y
ligandos irrelevantes. Asimismo, se generaran distintos estados de protonacién de los residuos
para valores de pH 7.0° con el programa Epik [82,110].

3.3.7. Preparacion de los flavonoides

Los flavonoides con los mejores parametros ADMET, calculados mediante el servidor
ADMETIab 2.0, fueron descargados de la base de datos PubChem, donde las estructuras
tridimensionales de las moléculas estan disponibles de forma gratuita en formato SDF. Estas
moléculas fueron preparadas posteriormente mediante el programa LigPrep, aplicando los
siguientes parametros: generacion de estados de protonacién a pH 7.0 con el programa Epik,

minimizacion de la energia potencial y eliminacion de iones innecesarios [110].

3.3.8. Preparacion de la caja de busqueda

Para determinar las coordenadas de la proteina donde se acoplaran los flavonoides, se tomé
como referencia el ligando nativo (shikimato co-cristalizado) dentro de la SQ. Mediante el
modulo Receptor Grid Generation de Maestro, se calculé las coordenadas del centroide de la

caja de busqueda tomando el ligando nativo como referencia [110].

3.3.9. Acoplamiento molecular

Con el receptor y los ligandos preparados, utilizamos el programa Glide para realizar el

acoplamiento de los flavonoides a la SQ, empleando el modo de extra-precision (Glide XP),

5 El valor de pH 7.0 fue seleccionado porque es el nivel en el que MTB crece con normalidad, segln lo sefialado
por Zhang (2003) [126].
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seguido de una minimizacion post-acoplamiento. Las coordenadas previamente calculadas con
el moédulo Receptor Grid Generation se utilizaron como el centroide de la caja de busqueda
[110].

3.3.10. Calculo de las energias libres de union

Una vez obtenidos los complejos proteina-flavonoides del procedimiento anterior, mediante el
programa Prime se calculd las energias libres aplicando la aproximacion MM/GBSA [81].
Finalmente, estos complejos fueron evaluados para determinar las interacciones moleculares

predominantes.

3.3.11. Evaluacion de las interacciones moleculares

Utilizando el modulo LID de Maestro, se analizaron y examinaron las interacciones
moleculares en los complejos generados entre la SQ y los flavonoides [110]. Esta herramienta
permitié evaluar la disposicion espacial de los ligandos en el sitio activo de la enzima e
identificar los residuos clave involucrados en dichas interacciones, determinando su impacto
en la afinidad y especificidad del ligando. Finalmente, se registro la cantidad de cada tipo de

interaccién molecular con los aminoéacidos del sitio activo de la SQ.
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3.4. Flujograma de la investigacion

Obtencion de los flavonoides
desde la base de datos LIPID
MAPS

=

Obtencién de las estructuras
tridimensionales de los
flavonoides con mejores
parametros ADMET desde
PubChem

—

Obtencion de la proteina desde Obtencién de los programas
el Protein Data Bank informaticos.

Fuente: Elaboracion propia.



3.5. Técnicas e instrumentos de recoleccidon de datos

« Informacion de los flavonoides descargado desde la base de datos LIPID MAPS

TECNICA: Observacion directa

INSTRUMENTO: Hoja de datos del programa Excel

Flavonoides en la base
de datos LIPID MAPS

Formato SMILES de
los flavonoides en

hoja de datos de Excel

Structure Database (LMSD)

Databases Overview / View Structure

OH

OH
HO O e
OH

OH

| PViewzn} Download as... ([R5 G0 ) XN
Common Name  (+)-Catechin
Systematic Name
Synonyms
LMID LMPK12020001 Formula Cy5H1405
Exact Mass 290.07904 Status Active

Calculate m/z (Select m/z) v

l

A
il C1(0)C=C2[0+]=C{C3=CC{0)=C{0)C(0)=C3)C{0)=CC2=C(0)C=1
I3 C1(0)C=C2[0+]=C(C3=CC=C{0)C(0)=C3)C(0)=CC2=C{0)C=1
8 c1{0)c=C2[0+]=C{Cca3=CC=C{0)C=C3)c(0)=CC2=C(0)c=1

I8 C1(0)C=C2[0+]=C{C3=CC{0C)=C(0)C{0C)=C3)C(0)=CC2=C(0)C=1
5

6

7

8

9

C1(0)C=C2[0+]=C{C3=CC{0)=C(0)C({0C)=C3)C(0}=CC2=C{O)C=1
C1(0)C=C2[0+]=C(C3=CC=C(0)C(0C)=C3)C(0)=CC2=C(0)C=1
C1(0)=CC2[0+]=C{C3C=CC{0)=CC=3)C(O[C@H]3[C@H]{0)[C@@H] (0)[CE
C1C{C(C(C(01)OC2C(C{C{OC20C3=CCA=C{C=C{C=CA[ 0+]=C3C5=CC=C({C=C5
2l clC@@H]1[C@@H](0)[C@@H](0)[C@@H](COIC@H]2[C@H](O) [C@H](f
i C1(0)=CC2[0+]=C(Cac=CC(0)=CC=3)c(O[c@HI3IC@H](0) [c@@H] (0)ICE
IRl C1(0)=CC2[0+]=C(C3C=CC{O)=CC=3)C(O[C@HIBIC@H]|0)[C@@H](0)ICE
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« Parametros ADMET calculado por el servidor ADMETIab 2.0
TECNICA: Observacion directa

INSTRUMENTO: Hoja de datos del programa Excel

a o] = = L

Home Services Resources Explanation Publicat

& A0UENab 2.0

Interfaz del servidor @rome | Services | ADMET Evaluation
ADM ETLab 2-0 Paste a single SMILES string Draw a molecule using JMSE editor

SMILES cc(c)oc(=0)cc(=0)csci=c(c=cacccc2=t m

D AlH UPP AF DHIF R.5 R.PT R.GSK D MNomb_sistem
1 12111973 0.998 90.95791626 -0.607 0.99 Rechazado Aceptado Rechazado Rechazado Kaempferol 3-glucos)
ReSU|tadOS de IOS 2 12010210 0.999 94,99367523 -0.551 0,942 Rechazado Aceptado Rechazado Rechazado Cyanidin 3-O-[2-O-(6)
3 12010066 1 89,94355774 -0.545 0.864 Rechazado Aceptado Rechazado Rechazado Pelargonidin 3-O-[2-
parémetros ADMET y 4 12010204 0,998 9273786926 -0.39% 0.975 Rechazado Aceptado Rechazado Rechazado Cyanidin 3-O-[6-O-in|
5 12010232 1 845692749 -0.386 0927 Rechazado Aceptado Rechazado Rechazado Heavenly blue antho
. 6 12010323 0.991 90.48974609 -0.247 0.98 Rechazado Aceptado Rechazado Rechazado Delphinidin 3-0-[6-C]
de SemEJanza a 7 12010271 0.596 91.02301785 0.238 0,983 Rechazado Aceptado Rechazado Rechazade Delphinidin 3-0-[2-c)

8 12112449 0.999 234.45162964 -0.196 0.989 Rechazado Aceptado Rechazado Rechazado Montbretin A
férmaCOS Calculados a 9 12010203 0.996 94.74816895 -0.0592 0.975 Rechazado Aceptado Rechazado Rechazado Cyanidin 3-0-[6-O-[n]
) 10 12010339 0.987 97.05953217 -0.073 0959 Rechazado Aceptado Rechazado Rechazado Delphinidin 3-O-rutil

11 12112448 0.998 8541239929 -0.068 0987 Rechazado Aceptado Rechazado Rechazado Montbretin B

part“" de SU formato 12 12010330 0.997 70.81206512 -0.067 0.976 Rechazado Aceptado Rechazado Rechazado Ternatin C2

13 12010334 0.995 709473114

=)

0971 Rechazado Aceptado Rechazado Rechazado Preternatin A3
14 12010364 0.989 87.3401947 0005 0978 Rechazado Aceptado Rechazado Rechazado Petunidin 3-O-{6-O-4
SM I LES 15 12010272 0.998 88.84091949 0.013 0,985 Rechazado Aceptado Rechazado Rechazado Delphinidin 3-O-[2-C]
16 12112275 0.99 9228256226 0.036 0,986 Rechazado Aceptado Rechazado Rechazado Capilliposide |
17 12010324 0.994 76.20358276 0.046 0.98 Rechazado Aceptado Rechazado Rechazado Delphinidin 3-0-[6-]




Determinacion del RMSD para la validacion del protocolo de acoplamiento molecular
TECNICA: Observacion directa

INSTRUMENTO: Reporte generado por el programa Glide

Interfaz del programa
Maestro, donde se
aprecia los shikimatos
nativos y reacoplados.
Al costado izquierdo
se aprecia el reporte

de validacion

Determinacion de las energias libres de unién de los flavonoides y la SQ
TECNICA: Observacion directa

INSTRUMENTO: Reporte generado por el programa Prime

Qo

MMGBSA ¢

Interfaz de Maestro,
donde se encuentran
los reportes de
energias libres de
unién del programa

Prime
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Analisis de las interacciones moleculares

TECNICA: Observacion directa

INSTRUMENTO: Hoja de datos del programa Excel

Interacciones
moleculares
calculadas por el
maodulo Ligand

Interaction Diagram

Evaluacion y conteo
de interacciones por

cada aminoéacido

LEU
132
PRO
1
GLY SER
9 16
Interacciones
LIPID MAPS ID Aminoacidos relevantes Otros amin|
Puente de hidrégeno Interaccion Pi-Catién Puente de hidrégeno

12020001 Asp34*, Gly80 Arg58
12020002 Lys15, Asp34* Lys15 Leu10, Ser13, Gly81
12020007 Gly80 Lys15 Leu10
12020024 Lys15, Asp34 Lys15 Leu10, Ser13
12020035 Asp34 Arg58 Gly81
12020037 Asp34, Argb8 Glus1, Gly81
12020133 Lys15, Asp34 Lys15 Leu10
12020138 Asp34, Arg136
12020166 Lys15, Asp34, Arg136 Lys15 Leu10
12020170 Asp34 Lys15
12020175 Asp34, Gly80
12020176 Asp34*, Gly80 Lys15 Leu10
12020177 Gly80, Asp34, Arg58 Arg58 Glug1, Glys1
12020178 Asp34*, Gly80 Lys15 Leu10
12020182 Asp34*, Gly80, Arg136 Lys15 Leu10
12020202 Asp34, Arg58 Glug1, Gly81
12020203 Asp34*, Gly80 Lys15
12020261 Ser16, Arg58 Lys15 Glug1, Gly81
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3.6. Andlisis estadistico de los datos
Usando los programas R y RStudio, analizamos los datos de las siguientes formas:

 Realizamos un andlisis descriptivo de las propiedades ADMET de la coleccion completa de
flavonoides, asi como de los flavonoides seleccionados. Estas propiedades son de naturaleza
numérica. En este analisis, presentamos los estadisticos como el promedio, la desviacion
estandar, la mediana, los valores minimos y maximos, y el sesgo. Por otro lado, para los
datos categoricos utilizamos tablas de frecuencias y/o gréaficos de columnas apilados para
analizarlos. También aplicamos pruebas de normalidad a los pardmetros numéricos para
verificar su distribucion, y se graficaron histogramas con curvas de densidad para una

evaluacion visual de la normalidad.

« Se utilizaron pruebas estadisticas para comparar las medias y medianas de los flavonoides
con alto potencial inhibitorio (Grupo 1) y bajo potencial inhibitorio (Grupo 2). La eleccion
de la prueba se bas6 en la normalidad de los datos. Cuando los valores no tenian una
distribucion normal, se aplicd la prueba no paramétrica de Brunner Munzel. En cambio,

cuando los datos seguian una distribucion normal, se opt6 por la prueba t de Student.

« Finalmente, se realiz6 un analisis para investigar cbmo las variables independientes afectan
la probabilidad de influir en el potencial inhibitorio. Dado que la variable dependiente es
dicotémica y las variables independientes tienen una naturaleza especifica, se utilizé el

coeficiente de correlacion punto-biserial para este proposito.
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Capitulo IV

Analisis y discusion de resultados

4.1. Evaluacion de los criterios de semejanza a farmacos de la coleccion de flavonoides de
la base de datos LIPID MAPS

4.1.1. Frecuencias y porcentajes de los parametros calculados por ADMETIlab 2.0 de la

coleccién completa de flavonoides

Tabla 7: Frecuencias y porcentajes de los pardmetros ADMET evaluados para la coleccion de
6576 flavonoides (Datos completos reportados por el servidor ADMETLab 2.0 en Anexo 4)

Parametro Criterio N Frecuencia Porcentajes Etiqueta
AIH <30% 3627 55.16% Aceptado

AlH 6576
AlH > 30% 2949 44.84% Rechazado
UPP <90% 3206 48.75% Aceptado

UPP 6576
UPP > 90% 3370 51.25% Rechazado
AF > 5 ml/min/kg 3039 46.21% Aceptado

AF ) 6576
AF <5 ml/min/kg 3537 53.79% Rechazado
DHIF < 30% 469 7.13% Aceptado

DHIF 6576
DHIF > 30% 6107 92.87% Rechazado
Aceptado 3681 55.98% Aceptado

R.5 6576
Rechazado 2895 44.02% Rechazado
Aceptado 5855 89.04% Aceptado

R.Pf 6576
Rechazado 721 10.96% Rechazado
Aceptado 1885 28.66% Aceptado

R.GSK 6576
Rechazado 2895 71.34% Rechazado
Aceptado 4149 63.09% Aceptado

TD 6576
Rechazado 2427 36.91% Rechazado

Leyenda: N: NUmero de muestras, AIH: Absorcion intestinal humana, UPP: Uni6n a proteinas plasmaticas, AF: Aclaramiento
de farmacos, DHIF: Dafio hepatico inducido por farmacos, R.5: Regla de los 5 de Lipinski, R.Pf: Regla de Pfizer, R.GSK:
Regla de Glaxo Smith Kline,. TD: Triangulo dorado.

Fuente: Datos recopilados del servidor ADMETLab 2.0
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Interpretacion

La Tabla 7 presenta las frecuencias y porcentajes de los criterios de semejanza a farmacos,
categorizadndolos como "Aceptado™ o "Rechazado™ segun los criterios establecidos por el
servidor ADMETlIab 2.0 [91]. En las primeras cuatro filas se detallan los parametros numéricos
(AIH, UPP, AF y DHIF), mientras que las filas restantes contienen los pardmetros categoricos

(R.Pf, TD, R.5 y R.GSK). Para una comprension visual mas clara, se proporciona el Gréafico 1.

Gréfico 1: Graficos 1.a. y 1.b. de columnas 100% apilados para las frecuencias y porcentajes

de los criterios de semejanza a farmacos.

(@) . . , »
Parametros cuantitativos Parametros cualitativos
6000
.
2 4000 Etiqueta
[(}]
2 B Aceptado
@ [ Rechazado
L_ 2000
N = 6576
0
DHIF R. R.5 R.GSK
(b)
6000
o)
% 4000 Etiqueta
3 B Aceptado
9] [ Rechazado
L_ 2000
N = 6576
0
R.5 AIH AF R.GSK DHIF
Parametro

Leyenda: N: NUmero de muestras, AIH: Absorcion intestinal humana, UPP: Unidn a proteinas plasmaticas, AF: Aclaramiento
de farmacos, DHIF: Dafio hepatico inducido por farmacos, R.5: Regla de los 5 de Lipinski, R.Pf: Regla de Pfizer, R.GSK:
Regla de Glaxo Smith Kline,. TD: Triangulo dorado.

Fuente: Programa estadistico RStudio 2024.09.1
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Interpretacion

Los gréficos de columnas 100% apiladas representan proporciones de categorias en relacion
con el total, facilitando la comparacion de frecuencias relativas. Estos gréficos resaltan las
proporciones dentro de cada columna, ofreciendo una vision clara de la distribucion de datos
categoricos [111]. En este contexto, tanto el Grafico 1.a como el 1.b exhiben las mismas

frecuencias y porcentajes, diferenciandose unicamente en el orden de las columnas.

Para el Gréfico 1.a., las primeras 4 columnas representan los datos numéricos, y las restantes
son los datos categdricos. Podemos inferir que el parametro menos restrictivo para valores
numéricos es el parametro de AlIH, ya que un 55.16% de la coleccion total de flavonoides,
fueron aceptados, en menor nivel de aceptacion le siguen los pardmetros de UPP (48.75%) y
AF (46.21%), mientras que el més restrictivo fue el DHIF al aceptar Gnicamente al 7.13% del
total de flavonoides. Una interpretacion similar se consigue para las 4 columnas finales, que
corresponden a los datos categoricos, donde el parametro menos restrictivo fue la R.Pf al
aceptar a un 89.04% de los flavonoides, seguido por el TD (63.09%) y la R.5 (55.98%) de
aceptacion, y finalmente el méas restrictivo para datos categéricos fue R.GSK, aceptando
Unicamente al 28.66% de las moléculas.

En el Gréfico 1.a, las primeras cuatro columnas representan datos numericos, mientras que las
restantes contienen datos categdricos. Se puede inferir que el parametro menos restrictivo para
los valores numéricos es AlH, ya que acept6 el 55.16% de la coleccién total de flavonoides.
Le siguen en niveles de aceptacion mas bajos los pardmetros UPP (48.75%) y AF (46.21%).
Por otro lado, el parametro mas restrictivo fue DHIF, al aceptar solo el 7.13% del total de

flavonoides.

Una interpretacion analoga se aplica a las cuatro columnas finales, que corresponden a los datos
categoricos. En este caso, el parametro menos restrictivo fue R.Pf, que acepto el 89.04% de los
flavonoides, seguido por TD (63.09%) y R.5 (55.98%). Finalmente, el parametro mas
restrictivo para los datos categoricos resultd ser R.GSK, aceptando Unicamente el 28.66% de

las moléculas.

En el Gréfico 1.b, los parametros han sido ordenados de acuerdo con sus niveles de aceptacion
de manera decreciente. De esta manera, podemos observar visualmente que la R.Pf es el
parametro menos restrictivo, al rechazar solo al 10.96% de la coleccion de flavonoides. En

contraste, el pardmetro mas restrictivo es el DHIF, que rechazé al 92.87% de los flavonoides.
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4.1.2. Descripcion y prueba de normalidad de los parametros numéricos calculados por

ADMET]lab 2.0 de la coleccion completa de flavonoides

Tabla 8: Andlisis descriptivo de los parametros ADMET numéricos y prueba de normalidad

de Kolmogorov-Smirnov

Resultados descriptivos

Parametro ADMET Valor p
N Promedio DE Mediana Min Max Sesgo

AlH (%) 6576 38.01 39.81 14 0.1 100 0.40 <0.001

UPP (%) 6576 88.21 9.79 90.35 35.92 100 -0.92 <0.001

AF (ml/min/kg) 6576 561  4.44 454 0 22.06 097  <0.001

DHIF (%) 6576 83.03 24.47 95.6 15 99.5 -1.84 <0.001

Nivel de significancia: 95%, a = 0.05.

Fuente: Programa estadistico RStudio 2024.09.1

Interpretacion

La Tabla 8 presenta informacion estadistica relevante para cada uno de los pardmetros ADMET
considerados. Se incluyen datos como la cantidad de flavonoides analizados (N = 6576), el

promedio, la desviacion estandar, la mediana, los valores minimos y maximos y el sesgo.

Respecto al analisis de normalidad, la prueba de Kolmogorov-Smirnov (prueba K-S) consiste
en comparar la funcion de distribucion acumulada observada de un conjunto de datos con una
distribucion tedrica especifica, como la distribucién normal para nuestro caso. Esta prueba es

recomendable para cuando se analizan mas de 50 datos [112], y aplica las siguientes hipotesis:
« Hipétesis nula (Ho): Los datos analizados siguen una distribucion normal.
o Hipotesis alternativa (H1): Los datos analizados no siguen una distribucion normal [111].

Con base en los valores de significancia presentados en la Tabla 8, se aprecia que, para cada
parametro (AlIH, UPP, AF, DHIF), los valores p son practicamente cero. Este hallazgo sugiere

fuertemente la presencia de evidencia significativa para rechazar la hipétesis nula. En
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consecuencia, se acepta la hipdtesis alternativa de que los datos no se ajustan a una distribucion
normal.

Gréfico 2: Histogramas y curvas de densidad para pardmetros ADMET numéricos de la
coleccidn de flavonoides
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Leyenda: AIH: Absorcién intestinal humana, UPP: Union a proteinas plasmaticas, AF: Aclaramiento de farmacos, DHIF:

Dafio hepatico inducido por farmacos. Las lineas de color rojo y azul representan el promedio y mediana, respectivamente.

Fuente: Programa estadistico RStudio 2024.09.1

Interpretacion

Segun el Grafico 2, al analizar el sesgo que cuantifica la asimetria en la distribucion de los
datos [111], observamos en la Tabla 8 que los parametros de AIH (0.4) y AF (0.97) presentan
un sesgo positivo, indicando una mayor acumulacion de los datos hacia el lado izquierdo. Este
patrén puede corroborarse visualmente en los graficos 2a 'y 2c. Por otro lado, los parametros
UPP (-0.92) y DHIF (-1.84) presentan un sesgo negativo, sefialando una acumulacion de los

datos hacia el lado derecho, lo cual es evidente en los graficos 2b y 2d. Los valores de sesgo y
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la inspeccion visual de los histogramas en el Grafico 2 confirman una distribucion no normal
en los datos. Esta conclusion se respalda ademas por la prueba de Kolmogorov-Smirnov y sus

valores de p, como se indica en la Tabla 8.

Respecto a las lineas punteadas en los histogramas, su separacién indica asimetria en la
distribucion de datos. En los graficos 2a y 2c, se observa que el promedio (rojo) supera a la
mediana (azul), sefialando un sesgo positivo; en contraste, en 2b y 2d, el promedio es menor
que la mediana, indicando un sesgo negativo. Esta interpretacion se vincula con los valores de

sesgo calculados en la Tabla 8 [111].

4.1.3. Seleccion de los flavonoides con mejores criterios de semejanza a farmacos

Después de obtener la tabla de resultados totales (Anexo 3), se procedio a filtrar los flavonoides
que cumplian todos los criterios de semejanza a farmacos establecidos para la investigacion,
utilizando instrucciones de filtrado implementados en RStudio (Anexo 1). Como resultado, se
identificaron un total de 29 flavonoides (0.44% de toda la coleccion) que cumplian con todos

los criterios requeridos, detallados en la siguiente tabla.

Tabla 9: Flavonoides seleccionados conforme a los criterios de semejanza a farmacos

establecidos.

# LIPID AlH UPP AF DHIF R-5 R-Pf R-GSK TD
MAPSID (%) (%) (ml/min/kg) (%)

1 12020001 3.5 89.23 17.301 7.0 Aceptado Aceptado Aceptado Aceptado
2 12020002 9.6 88.61 16.047 12.3 Aceptado Aceptado Aceptado Aceptado
3 12020007 1.1 89.92 15.777 4.2 Aceptado Aceptado Aceptado Aceptado
4 12020024 19 84.45 13.822 4.7 Aceptado Aceptado Aceptado Aceptado
5 12020035 1.7 88.86 15.075 4.3 Aceptado Aceptado Aceptado Aceptado
6 12020037 1.5 89.00 16.739 5.6 Aceptado Aceptado Aceptado Aceptado
7 12020133 2.2 89.43 14.64 8.6 Aceptado Aceptado Aceptado Aceptado
8 12020138 0.8 89.49 11.824 15.0 Aceptado Aceptado Aceptado Aceptado
9 12020166 5.3 85.69 15.747 45 Aceptado Aceptado Aceptado Aceptado

La tabla continlia en la siguiente pagina

68



Tabla 9 (Continuacion)

# LIPID AIH  UPP AF DHIF R-5 R-Pf R-GSK TD
MAPSID (%) (%) (ml/min/kg) (%)

10 12020170 18.6 86.79 17.691 8.3 Aceptado Aceptado Aceptado Aceptado
11 12020175 3.2 87.90 10.006 4.1 Aceptado Aceptado Aceptado Aceptado
12 12020176 3.7 89.99 10.52 4.9 Aceptado Aceptado Aceptado Aceptado
13 12020177 45 87.53 11.06 4.7 Aceptado Aceptado Aceptado Aceptado
14 12020178 6.3 89.16 15.36 6.4 Aceptado Aceptado Aceptado Aceptado
15 12020182 34 88.75 15.993 10.0 Aceptado Aceptado Aceptado Aceptado
16 12020202 21.3 89.09 13.397 26.5 Aceptado Aceptado Aceptado Aceptado
17 12020203 9.7 88.53 14.654 25.,5 Aceptado Aceptado Aceptado Aceptado
18 12020261 3.5 86.79 7.327 4.7 Aceptado Aceptado Aceptado Aceptado
19 12050274 2.4 88.27 7.016 29.5 Aceptado Aceptado Aceptado Aceptado
20 12080001 0.6 8231 7.209 4.1 Aceptado Aceptado Aceptado Aceptado
21 12080002 0.8 87.74 8.485 3.6 Aceptado Aceptado Aceptado Aceptado
22 12080056 5.3 88.79 6.438 4.4 Aceptado Aceptado Aceptado Aceptado
23 12080057 25 84.22 6.412 4.1 Aceptado Aceptado Aceptado Aceptado
24 12120411 1.2 69.28 13.574 12.1 Aceptado Aceptado Aceptado Aceptado
25 12120463 0.5 89.13 11.025 21.3 Aceptado Aceptado Aceptado Aceptado
26 12120600 0.6 84.41 12.855 12.0 Aceptado Aceptado Aceptado Aceptado
27 12120603 0.9 84.29 12.91 12.1 Aceptado Aceptado Aceptado Aceptado
28 12120606 5.3 86.22 15.294 8.3 Aceptado Aceptado Aceptado Aceptado
29 12120608 0.8 86.48 11.71 19.1 Aceptado Aceptado Aceptado Aceptado

Fuente: Datos recopilados del servidor ADMETLab 2.0

Interpretacion

La Tabla 9 muestra los flavonoides que cumplen todos los criterios de semejanza a farmacos

necesarios para la investigacion. En la segunda columna se encuentra el identificador de la

molécula en la base de datos LIPID MAPS. Las columnas de la tercera a la sexta muestran los

parametros ADMET numéricos calculados, mientras que las columnas de la séptima a la

décima contienen los parametros categdricos. Los valores obtenidos se encuentran dentro de

los criterios esperados.
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4.1.4. Descripcion y prueba de normalidad de los parametros numeéricos calculados por

ADMET]Iab 2.0 de los flavonoides con mejores criterios de semejanza a farmacos

Tabla 10: Analisis descriptivo de los parametros ADMET numéricos y prueba de normalidad
de Shapiro-Wilk.

Resultados descriptivos

Parametro ADMET Valor p
N Promedio DE Mediana Min Max Sesgo

AlH (%) 29 423 501 2.50 0.50 21.30 2.15 <0.001

UPP (%) 29 86.91 3.95 88.27 69.28  89.99 -3.06 <0.001

AF (ml/min/kg) 29 1262 3.48 13.40 6.41 17.69 -0.44 0.043

DHIF (%) 29 10.07 751 7.00 3.60 29.50 1.25 <0.001

Nivel de significancia: 95%, a = 0.05.

Fuente: Programa estadistico RStudio 2024.09.1

Interpretacion

La Tabla 10 presenta informacion estadistica relevante para cada uno de los pardmetros
ADMET de los flavonoides que tuvieron mejores criterios de semejanza a farmacos. Se
incluyen datos como la cantidad de flavonoides analizados (N = 29), el promedio, la desviacion
estandar, la mediana, los valores minimos y maximos y el sesgo. No se analizaron los

parametros ADMET categoricos, ya que para todos los casos presentaron el mismo resultado.

Respecto al analisis de normalidad, la prueba de Shapiro-Wilk consiste en comparar la funcién
de distribucién acumulada observada de un conjunto de datos con una distribucion teorica
especifica, como la distribucion normal para nuestro caso. Esta prueba es recomendable para

cuando se analizan menos de 50 datos [112], y considera las siguientes hipotesis:

« Hipdtesis nula (Ho): Los datos analizados siguen una distribucion normal.

o Hipotesis alternativa (H1): Los datos analizados no siguen una distribucion normal [111].
Con base en los valores de significancia presentados en la Tabla 10, se aprecia que, para los

parametros AlIH, UPP, y DHIF, los valores p son practicamente cero, mientras que el valor p
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de AF igualmente se encuentra por debajo del nivel de significancia establecido de 0.05. Estos
valores muestran evidencia significativa para rechazar la hipdtesis nula. En consecuencia, se

acepta la hipotesis alternativa de que los datos no se ajustan a una distribucion normal.

Grafico 3: Histogramas y curvas de densidad para parametros ADMET numéricos de los

flavonoides seleccionados
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Leyenda: AIH: Absorcién intestinal humana, UPP: Union a proteinas plasmaticas, AF: Aclaramiento de farmacos, DHIF:

Dafio hepatico inducido por fAirmacos. Las lineas de color rojo y azul representan el promedio y mediana, respectivamente.

Fuente: Programa estadistico RStudio 2024.09.1

Interpretacion

Segun el Grafico 3, al analizar el sesgo que cuantifica la asimetria en la distribucion de los
datos [111], observamos en la Tabla 10 que los parametros de AIH (2.15) y DHIF (1.25)
presentan un sesgo positivo, indicando una acumulacion de los datos hacia el lado izquierdo.
Este patron puede corroborarse visualmente en los graficos 3a y 3d. Por otro lado, los

parametros de UPP (-3.06) y AF (-0.44) presentan un sesgo negativo, sefialando una
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acumulacién de los datos hacia el lado derecho, lo cual es evidente en los graficos 3b 'y 3c. Los
valores de sesgo y la inspeccion visual de los histogramas en el Grafico 3 confirman una
distribucion no normal en los datos. Esta conclusion se respalda ademas por la prueba de

Shapiro-Wilk y sus valores de p, como se indica en la Tabla 10.

Respecto a las lineas punteadas en los histogramas, su separacion indica asimetria en la
distribucion de datos. En los graficos 3a 'y 3d, se observa que el promedio (rojo) es mayor que
la mediana (azul), sefialando un sesgo positivo; en contraste, en 3b y 3c, el promedio es menor
que la mediana, indicando un sesgo negativo. Esta interpretacion se vincula con los valores de

sesgo calculados en la Tabla 10 [111].

4.1.5. Descripcion y clasificacion de los flavonoides con mejores criterios de semejanza a

farmacos

Tabla 11: Caracteristicas de los flavonoides seleccionados, reportados por PubChem

LIPID MAPS i ) . PubChem
D Nombre comun o sistematico Subgrupo Estructura D

Flavanol
1 12020001 Catequina 9064
(Flavan-3-ol)
) Flavanol
2 12020002 Galocatequina 65084
(Flavan-3-ol)
o Flavanol
3 12020007 Guiburtinidol 9878329
(Flavan-3-ol)

pentahidroxiflavan (Flavan-3-ol)

(2R,3R)-3,5,7,3',5'- Flavanol O o on
4 12020024 o O 44257055

La tabla continlia en la siguiente pagina
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Tabla 11 (Continuacién)

(Flavan-3,4-diol)

LIPID MAPS . . PubChem
D Nombre comdn o sistematico Subgrupo Estructura D
. Flavanol
5 12020035 Afzelequina 442154
(Flavan-3-ol)
. . Flavanol
6 12020037 (+)-Epiafzelequina 12309491
(Flavan-3-ol)
) o Flavanol
7 12020133 Galocatequina 4'-metil éter 44257120
(Flavan-3-ol)
o o Flavanol
8 12020138 Afzeliquina 5,4'-dimetil éter 44257123
(Flavan-3-ol)
N
HC
. Flavanol O o o
9 12020166 Apiferol 185795
(Flavan-4-ol)
HOC.
Flavanol " O ° oH
10 12020170 Luteoforol © 114505
(Flavan-4-ol)
HC
Flavanol e o on
11 12020175 Guiburtinidol-4-alfa-ol . 13886896
(Flavan-3,4-diol) o
HOC.
S Flavanol O °
12 12020176 Epiguiburtinidol-4-alfa-ol 13886898

OH

La tabla continlia en la siguiente pagina

73



PubChem

Tabla 11 (Continuacién)
LIPID MAPS . .
D Nombre comdn o sistematico Subgrupo Estructura D
HO
o Flavanol O ® o
13 12020177 Epiguiburtinidol-4-beta-ol . 13886895
(Flavan-3,4-diol)
HO.
o Flavanol o O o o
14 12020178 Fisetinidol-4-beta-ol . 442398
(Flavan-3,4-diol) "
HO
o Flavanol o
15 12020182 ent-Epifisetinidol-4-beta-ol* .
(Flavan-3,4-diol) "
Lo Flavanol
16 12020202 Leucocianidina .
(Flavan-3,4-diol)
Flavanol
17 12020203 Leucocianidol .
(Flavan-3,4-diol)
o o Flavanol
18 12020261 Apigeniflavan 5-O-xilésido o
glicosilado
19 12050274 Panchovillina Isoflavona
(3S)-7-hidroxi-2',3',4',5',8-
20 12080001 B Isoflavana
pentametoxiisoflavano

OH
44257142

71629

440833

44257188

21676203

471694

La tabla continta en la siguiente pagina
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Tabla 11 (Continuacién)

LIPID MAPS . . PubChem
D Nombre comdn o sistematico Subgrupo Estructura D
(3S)-3',7-dihidroxi-2',4',5',8-
21 12080002 3 Isoflavana 471695
tetrametoxiisoflavano

22 12080056 Abruquinona C Isoflavana 44257520
23 12080057 Abruquinona B Isoflavana 44257521
24 12120411 Criptocariona Dihidrochalcona 42607660
25 12120463 Cochinchinenina A Dihidrochalcona 42607673
26 12120600 Loureirina C Dihidrochalcona 14157896
27 12120603 Loureirina D Dihidrochalcona 13939318

La tabla continlia en la siguiente pagina
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Tabla 11 (Continuacién)

LIPID MAPS _ ] PubChem
D Nombre comun o sistematico Subgrupo Estructura D

2,4,4'-Trihidroxi-
28 12120606 Dihidrochalcona
dihidrochalcona

10801179

4 4'-Dihidroxi-2,6-dimetoxi-
29 12120608 Dihidrochalcona
dihidrochalcona

10424988

* El prefijo ent- (una forma contraida de enantiomero), nos indica que para una molécula existe otra
quimicamente idéntica, y que difieren entre si como imagenes especulares no superponibles. Por ejemplo, el caso

del kaureno y el ent-kaureno [113].

Fuente: Datos recopilados de la base de datos quimica PubChem

Interpretacion

La Tabla 11 contiene informacién sobre los flavonoides que cumplian todos los pardametros
ADMET. A partir de la tercera columna se incluye el nombre comin o sistematico del
flavonoide (segun su disponibilidad), subgrupo, estructura quimica en 2D y el identificador en
PubChem.

Andlisis y discusion

Los resultados revelan la presencia de moléculas que se clasifican en algunos subgrupos de
flavonoides identificados por Lou et al. (2021), como consecuencia de las modificaciones
estructurales que exhiben. En la Tabla 11, los elementos del 1 al 8 se han identificado como
flavan-3-oles debido a la presencia de un grupo hidroxilo en el carbono 3 del anillo C. Los
elementos 9 y 10 se han categorizado como flavan-4-oles debido al grupo hidroxilo en el
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carbono 4 del anillo C. Los elementos del 11 al 17 se han designado como flavan-3,4-dioles
debido a la presencia de dos grupos hidroxilos en los carbonos 3 y 4 del mencionado anillo.
Estos subgrupos mencionados cominmente también se conocen de manera general como

flavanoles [32].

En el item 18, se observa una modificacion glicosilada de un flavonoide que, a pesar de su
similitud con un flavan-3-ol, se distingue por la ausencia del grupo hidroxilo en el carbono 3
del anillo C. Ademas, en el carbono 5 del anillo A, uno de sus hidrégenos fue reemplazado por
un glicosido. Aunque esta molécula presenta glicosilacion, sigue siendo clasificada como un

flavonoide, segun lo descrito por Aslam et al. (2016) [114].

Agrupados bajo la categoria cominmente conocida como isoflavonoides, el item 19 se clasifica
como una isoflavona, mientras que los items 20 al 23 se identifican como isoflavanas [32]. Por
otro lado, el caso del item 24 es excepcional debido a la sustitucion del grupo fenilo en el anillo
A por un grupo benzofuranona, aunque aun con estas modificaciones se considera una
dihidrochalcona, tal como se describe en los estudios llevados a cabos por Yu Chen et al. (2022)
[115] y Yi Chen et al. (2010) [116]. Respecto a los items 25 al 29, mantienen una estructura
que los califica como dihidrochalconas, corroborando el trabajo de Lou et al. (2021) [32].
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4.2. Acoplamiento molecular entre los flavonoides y la shikimato quinasa

4.2.1. Validacion del protocolo de acoplamiento molecular

lustracién 7: Estructuras tridimensionales del shikimato nativo cristalizado y del shikimato
reacoplado

(a)

Posicion nativa del
shikimato en la SQ unida
mediante puente de
hidrégeno

(b)
Extraccion de la molécula
de shikimato co-cristalizada

(©)
Reacoplamiento de la
shikimato extraida, con
Glide, en la misma
ubicacion.

Luego, superposicion de
ambas estructuras y calculo
del RMSD

Leyenda: La estructura en color celeste, representa al shikimato nativo cristalizado, mientras que el verde, a la molécula
reacoplada.

Fuente: Programa informatico Glide
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Interpretacion

La ilustracion 7 muestra las estructuras superpuestas de la molécula control, shikimato, en su
posicion cristalizada (celeste), y la conformacion reacoplada (verde), conforme al resultado del
programa Glide. Para el centroide de la caja de bdsqueda se usaron las coordenadas X=14.63,
Y=19.86y Z=34.19

Anélisis y discusion

Con el programa Maestro, analizamos el valor de RMSD entre el shikimato nativo y el
reacoplado, obteniendo un valor de 1.0795 A. Esta diferencia, al ser menor a 2 A, indica que
los parametros de acoplamiento molecular utilizados por Glide serian adecuados para el
experimento, ya que lograrian reproducir con precision la conformacion geométrica del ligando

en su posicion biol6gicamente activa [16,19].

En investigaciones similares con la SQ de MTB, Viannay de Azevedo (2012) [19] emplearon
el programa MOLDOCK para reacoplar el shikimato nativo como validacion del protocolo,
obteniendo un valor de RMSD de 1.6 A. Ademas, en el estudio llevado a cabo por Freitas de
Freitas et al. (2022) [16], utilizando el programa AutoDock Vina 1.1.2, reacoplaron igualmente

la shikimato y obtuvieron un RMSD de 0.77 A. En ambos casos, los valores fueron menores a

2A.

Este proceso de validacion asegura que las simulaciones de acoplamiento representen con
precision las interacciones entre los ligandos y la enzima, brindando informacidn sobre posibles

inhibidores y el desarrollo de farmacos dirigidos a la SQ.
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4.2.2. Acoplamiento molecular entre la shikimato quinasa y los flavonoides con mejores

criterios de semejanza a farmacos

Tabla 12: Energias libre de union (AG), calculado por el método MM/GBSA, tanto para los

flavonoides seleccionados, como para el shikimato (control)

Item LIPID MAPS ID Nombres comudn o sistematico AG (kcal/mol) Potencial
1 12080002 (3S)-3',7-dihidroxi-2',4',5',8-tetrametoxiisoflavano -41.46 Alto
2 12080001 (3S)-7-hidroxi-2',3',4',5',8-pentametoxiisoflavano -38.41 Alto
3 12080056 Abruquinona C -38.31 Alto
4 12080057 Abruquinona B -37.94 Alto
5 12020133 Galocatequina 4'-metil éter -34.42 Alto
6 12020170 Luteoforol -34.20 Alto
7 12120463 Cochinchinenina A -34.03 Alto
8 12020261 Apigeniflavan 5-O-xil6sido -32.79 Alto
9 12020002 Galocatequina -32.31 Alto
10 12020203 Leucocianidol -32.11 Alto
11 12020024 (2R,3R)-3,5,7,3',5'-pentahidroxiflavan -31.84 Alto
12 12120600 Loureirina C -31.52 Alto
13 12020177 Epiguiburtinidol-4-beta-ol -31.18 Alto
14 12020176 Epiguiburtinidol-4-alfa-ol -30.85 Alto
15 12020202 Leucocianidina -30.48 Alto
16 12120606 2,4,4'-Trihidroxi-dihidrochalcona -30.40 Alto
17 12050274 Panchovillina -29.76 Alto
18 12020037 (+)-Epiafzelequina -28.95 Alto
19 12020182 ent-Epifisetinidol-4-beta-ol -28.78 Alto
20 12020178 Fisetinidol-4-beta-ol -28.74 Alto
21 12020166 Apiferol -28.35 Alto
22 12020175 Guiburtinidol-4-alfa-ol -27.07 Alto
23 12020001 Catequina -26.52 Alto
24 12020035 Afzelequina -25.48 Alto
25 12120608 4,4'-Dihidroxi-2,6-dimetoxi-dihidrochalcona -25.05 Alto

Shikimato (Control) -21.99
26 12020138 Afzeliquina 5,4'-dimetil éter -20.33 Bajo
27 12120411 Criptocariona -19.72 Bajo
28 12020007 Guiburtinidol -18.86 Bajo
29 12120603 Loureirina D -15.44 Bajo

Fuente: Valores de AG calculados por el programa informético Prime
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Interpretacion

En la Tabla 12 se presentan los valores de AG calculados con el programa Prime para los 29
flavonoides que presentan los mejores criterios de semejanza a los farmacos de la base de datos
LIPID MAPS. Estos valores se comparan con el AG de la shikimato cristalizada, que se utiliza

como control.

Después de analizar esta comparacion, se categorizan los flavonoides en dos grupos: aquellos
con un potencial inhibitorio alto (86.2% de los datos), que superan el valor de AG del shikimato,
y aquellos con un potencial inhibitorio bajo (13.8% de los datos), que muestran valores mas
bajos de AG. Este método de clasificacion, basado en los valores de energia libre de union del
ligando nativo cristalizado, también se utiliz6 en las investigaciones previas de Abdjan et al.
(2020) [106] y Xie et al. (2023) [107].

Andlisis y discusion

Al revisar la literatura, no se hallaron trabajos previos que investigaran la capacidad inhibitoria
in silico de flavonoides frente a la enzima SQ utilizando el método MM/GBSA.

Para el caso de la shikimato quinasa, Unicamente un trabajo desarrollado por Divyashri y sus
colaboradores (2021) [17], evaluaron mediante MM/GBSA la energia libre union del acido
galico frente a la SQ de H. pylori. Para nuestra discusion, la SQ de M. tuberculosis y de H.
pylori cumplen la misma funcion de convertir shikimato a shikimato-3-fosfato usando ATP

como cosustrato [117].

En la investigacion de Divyashri y sus colaboradores (2020) [17], el &cido galico presentd un
AG de -35.82 kcal/mol, mientras que, en nuestro estudio, el shikimato alcanz6 un AG de -21.99
kcal/mol. Estos valores indican que el &cido galico podria tener una mayor afinidad de union
que el shikimato. Sin embargo, al analizar las estructuras de ambas moléculas en la ilustracion
8, observamos que el &cido galico presenta un grupo hidroxilo en su grupo carboxilico en la
posicion C7 a pH 7.4, mientras que el shikimato, en las mismas condiciones de pH, tiene su
grupo carboxilato estabilizado por resonancia con carga negativa (-1). Esta diferencia
estructural sugiere que el grupo hidroxilo del acido galico podria favorecer la formacion de

puentes de hidrdgeno, cuyas energias de interaccion varian entre 2 y 40 kcal/mol, tal como lo
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menciona Frey (2013) [118]. Con ello, se podria justificar la mejor interaccion del acido galico

frente al shikimato, en el sitio activo de la SQ.

llustracion 8: Estructuras del (a) shikimato y (b) acido galico a pH 7.4,

(@) (b)

OH

HO OH

Fuente: Divyashri et al. (2020) [17]

4.2.3. Descripcion y prueba de normalidad de los valores de AG de los flavonoides con

mejores criterios de semejanza a farmacos

Tabla 13: Analisis descriptivo de los valores de AG de los flavonoides seleccionados

AG Resultados descriptivos Valor p
N Promedio DE Mediana Min Max Sesgo
Kcal/mol 29 -29.8379 6.037 -30.48 -41.46 -1544  0.488 0.3783

Nivel de significancia: 95%, a = 0.05

Fuente: Programa estadistico RStudio 2024.09.1

Interpretacion

La Tabla 13 presenta informacion estadistica relevante para los valores calculados de AG por
el método MM/GBSA. Incluye la cantidad de flavonoides (N = 29), el promedio, la desviacion

estandar, la mediana, los valores minimos y maximos, y el sesgo.
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Respecto al analisis de normalidad, se aplico la prueba de Shapiro-Wilk, ya que es aplicable

cuando se analizan menos de 50 datos [112]. Esta prueba asume las siguientes hipotesis:
« Hipétesis nula (Ho): Los datos analizados provienen de una distribuciéon normal.
« Hipétesis alternativa (H1): Los datos analizados no provienen de una distribucion normal.

El valor de significancia presentado en la Tabla 13 (0.3783), es mayor que el nivel de
significancia de 0.05. Esto significa que se acepta la hipdtesis nula y, por tanto, concluir que

los datos provienen de una distribucion normal [111].

Grafico 4: Histogramas y curvas de densidad para los valores de AG de los flavonoides

seleccionados.
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Leyenda: Las lineas de color rojo y azul representan el promedio y mediana, respectivamente.

Fuente: Programa estadistico RStudio 2024.09.1

Interpretacion

En el Gréafico 4, se aprecia una acumulacion casi simétrica de los datos en torno a valores
centrales, lo cual es verificado por el valor de sesgo (0.488) reportado en la Tabla 13. Conforme
a literatura, un valor de sesgo entre —0.5 y 0.5 puede considerar que los datos son practicamente
simétricos [111]. De igual forma, la separacién entre las lineas de promedio (roja) y mediana

(azul) es relativamente pequefia, lo cual verifica una simetria en la distribucién de los valores

de AG.
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Los valores de sesgo y la inspeccion visual de los histogramas en el Grafico 4 confirman una
distribucion normal en los datos. Esta conclusion se respalda ademas por la prueba de Shapiro-

Wilk y su valor de p, como se indica en la Tabla 13.
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4.3. Interacciones moleculares entre los flavonoides seleccionados y la shikimato quinasa

4.3.1. Interacciones especificas evaluadas mediante el médulo Ligand Interaction Diagram

Tabla 14: Tipos de interacciones moleculares entre los flavonoides seleccionados y los aminoacidos involucrados de la SQ de MTB

Interacciones moleculares

Aminoacidos relevantes Otros aminoacidos
LIPID Nombre comudn o Puentes de Interacciones  Apilamiento Puentes de Int. AA.  Int. Otros Int.
Item MAPSID sistematico hidrégeno Pi-Cation pi-pi hidrégeno relevantes AA. totales

1 12020001 Catequina Asp34* Arg58 Phe49 5 0 5
Gly80

2 12020002 Galocatequina Serl3 Lys15 Leul0 6 1 7
Lys15
Asp34*
Glys1

3 12020007 Guiburtinidol Gly80 Lys15 Leul0 2 1 3

4 12020024 (2R,3R)-3,5,7,3',5'- Serl3 Lys15 Leul0 4 1 5
pentahidroxiflavan Lys15
Asp34

5 12020035 Afzelequina Asp34 Arg58 Phe49 4 0 4
Glys1

La tabla continlia en la siguiente pagina
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Tabla 14 (Continuacién)

Interacciones moleculares

Aminoacidos relevantes

Otros aminoacidos

LIPID Nombre comin o Puentes de Interacciones  Apilamiento Puentes de Int. AA.  Int. Otros Int.
Item MAPSID sistematico hidrégeno Pi-Cation pi-pi hidrégeno relevantes AA. totales
6 12020037 (+)-Epiafzelequina Asp34 Phe49 5 0 5
Arg58
Glu6l
Glys1

7 12020133 Galocatequina 4'-metil éter Lys15 Lys15 Leul0 3 1 4
Asp34

8 12020138  Afzeliquina 5,4'-dimetil Asp34 2 0 2
éter Argl136

9 12020166 Apiferol Lys15 Lys15 Leul0 4 1 5
Asp34
Arg136

10 12020170 Luteoforol Asp34 Lys15 2 0 2

11 12020175 Guiburtinidol-4-alfa-ol Asp34 2 0 2
Gly80

12 12020176 Epiguiburtinidol-4-alfa-ol Asp34* Lys15 Leul0 4 1 5
Gly80

La tabla continlia en la siguiente pagina
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Tabla 14 (Continuacién)

LIPID Nombre comun o
Item MAPSID sistematico

Interacciones moleculares

Aminoacidos relevantes

Otros aminoacidos

Puentes de

hidrégeno

Interacciones
Pi-Catién

Apilamiento

pi-pi

Puentes de Int. AA. Int. Otros Int.

hidrdgeno relevantes AA. totales

13 12020177 Epiguiburtinidol-4-beta-ol

14 12020178 Fisetinidol-4-beta-ol

15 12020182 ent-Epifisetinidol-4-beta-ol

16 12020202 Leucocianidina

17 12020203 Leucocianidol

Asp34
Arg58
Glu6l
Gly80
Glys1
Asp34*
Gly80
Asp34*
Gly8o
Argl136
Asp34
Arg58
Glu6l
Glys1
Asp34*
Gly8o

Arg58

Lys15

Lys15

Lys15

Phe49

6 0 6

LeulO 4 1 5

LeulO 5 1 6

La tabla continlia en la siguiente pagina
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Tabla 14 (Continuacién)

Interacciones moleculares

Aminoacidos relevantes

Otros aminoacidos

LIPID Nombre comin o Puentes de Interacciones  Apilamiento Puentes de Int. AA. Int. Otros  Int.
Item MAPSID sistematico hidrégeno Pi-Cation pi-pi hidrégeno relevantes AA. totales
18 12020261  Apigeniflavan 5-O-xil6sido Serl6 Lys15 5 0 5
Arg58
Glu6l
Gly81
19 12050274 Panchovillina Lys15 5 0 5
Asp34
Arg58
Gly8o
Argl136
20 12080001  (3S)-7-hidroxi-2',3',4'5',8- Arg58 2 0 2
pentametoxiisoflavano Argl136
21 12080002 (3S)-3',7-dihidroxi-2'4',5',8- Arg58 Lys15 3 0 3
tetrametoxiisoflavano Argl136
22 12080056 Abruquinona C Arg58* 5 0 5
Gly80
Glys1
Argl36

La tabla continlia en la siguiente pagina
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Tabla 14 (Continuacién)

Interacciones moleculares

Aminodcidos relevantes Otros aminoacidos
LIPID Nombre comin o Puentes de Interacciones  Apilamiento Puentes de Int. AA. Int. Otros Int.
Item MAPSID sistematico hidrégeno Pi-Cation pi-pi hidrégeno relevantes AA. totales

23 12080057 Abruquinona B Argh8* 4 0 4
Gly80
Gly81

24 12120411 Criptocariona 0 0 0

25 12120463 Cochinchinenina A Arg58 Phe49 3 0 3
Glys1

26 12120600 Loureirina C Gly81 Phe49 2 0 2

27 12120603 Loureirina D Asp32 4 0 4
Asp34
Arg58
Gly81

28 12120606 2,4,4'-Trihidroxi- Asp34 4 0 4
dihidrochalcona Arg58
Glu6l
Glys1l

29 12120608 4,4'-Dihidroxi-2,6- Asp34* 3 0 3
dimetoxi-dihidrochalcona Arg136

Leyenda: Int. AA. Relevantes: NUmero de interacciones con aminoacidos relevantes, Int. Otros AA.: Nimero de interacciones con otros aminoacidos, Int. Totales: Ndmero total de interacciones

*: Aminoéacidos que interaccionan con dos puentes de hidrégeno.

Fuente: Datos recopilados del programa Ligand Interaction Diagram
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Interpretacion

La Tabla 14 muestra a detalle el tipo de interaccion alcanzada por cada uno de los flavonoides
seleccionados y los respectivos aminoécidos de la SQ. El orden de las moléculas esta definido

por el identificador de LIPID MAPS. Los diagramas de interaccion en 2D y 3D se muestran
con mayor detalle en el Anexo 2.

Gréfico 5: Gréfico de barras agrupado de los tipos de interacciones intermoleculares frente a
los aminoécidos de la SQ, y su relevancia.
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Fuente: Datos recopilados del programa Ligand Interaction Diagram

Interpretacion

El Gréfico 5 presenta graficos de barras agrupados segun el tipo de interacciones y la cantidad
correspondiente para cada tipo de aminoacido de la SQ. Ademas, los colores de las barras
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indican si el aminoacido es relevante para establecer un potencial inhibitorio. Se observa que

solo 12 aminoacidos participaron en estas interacciones, abarcando todos los casos analizados.

Anélisis y discusion

Segun la informacion presentada en la Tabla 14 y su resumen en el Grafico 5, se considera que
los aminoéacidos de la SQ que se unieron a los flavonoides mediante diversas interacciones son

relevantes debido a su participacion clave en la fosforilacion del shikimato.

Trabajos previos publicados por Pereira et al. (2004) [119], Hartmann et al. (2006) [28],
Vianna y de Azevedo (2012) [19] y Blanco et al. (2013) [18] , han sefialado que hay varios
aminoacidos que desempefian un papel importante en la funcion de la SQ. En nuestro estudio,

encontramos que varios de estos aminoacidos interactdan con los flavonoides seleccionados.

Segun nuestros resultados, y en comparacion con la revisién de Nunes et al. (2020) [1], se

puede observar que los flavonoides interactuaron con importantes aminoacidos:

e Arg58 y Argl36: Involucrados en la liberacion del shikimato-3-fosfato al terminar la
reaccion de fosforilacion.

o Asp34, Gluely Gly81: Mediante puentes de hidrégeno estabilizan al shikimato para iniciar
la reaccion.

e Lys15: Al igual que los anteriores, también estabilizaria al shikimato, pero mediante
interacciones electrostaticas.

e Serl6 y Asp32: Aproximarian a las moléculas de shikimato y ATP para promover la
reaccion.

o Serl3: Mediante puentes de hidrégeno ayuda a fijar la adenina del ATP

e Phe49, Gly80 y Gly81: Ayudan a formar una region hidrofdbica en el sitio activo de la SQ.

Nuestros resultados resaltan que el aminoacido LeulO también exhibe interacciones. Aunque
este aminoacido no influye directamente en la actividad enzimatica de la SQ, su relevancia no
debe pasarse por alto, ya que interactia con diversos flavonoides mediante puentes de
hidrogeno, una de las interacciones biomoleculares mas significativas, segun lo indica

Blundell, Nowak y Watson (2016) [120] Ademas, una investigacion de Filgueira de Azevedo
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et al. (2002) [121] respalda este hallazgo al mostrar que el ADP resultante de la fosforilacion

interactUa con Leul0 antes de su liberacion.

Todo lo sefialado apoya la hipétesis de que nuestros flavonoides tendrian selectividad por
aminoacidos importantes de la SQ.

4.3.2. Descripcion y prueba de normalidad de la cantidad de interacciones relevantes y

totales de los flavonoides con mejores criterios de semejanza a farmacos

Tabla 15: Analisis descriptivo de la cantidad de interacciones relevantes y totales de los

flavonoides seleccionados

Cantidad de Resultados descriptivos
interacciones N Promedio DE Mediana Min Max Sesgo Velorp
Relevantes 29 3.69 1.42 4 0 6 -0.48 0.038
Totales 29 397 155 4 0 7 -0.45 0.063

Nivel de significancia: 95%, a = 0.05

Fuente: Programa estadistico RStudio 2024.09.1

Interpretacion

La Tabla 15 presenta informacién estadistica relevante para la cantidad de interacciones
relevantes y totales de los flavonoides seleccionados. Incluye la cantidad de muestras
analizadas (N = 29), el promedio, la desviacion estandar, la mediana, los valores minimos y

maximos, y el sesgo.

Respecto al analisis de normalidad, se aplico la prueba de Shapiro-Wilk, ya que es aplicable

cuando se analizan menos de 50 datos [112]. Esta prueba asume las siguientes hipotesis:
« Hipétesis nula (Ho): Los datos analizados provienen de una distribucion normal.

« Hipdtesis alternativa (H1): Los datos analizados no provienen de una distribucion normal.
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Segun los resultados de la Tabla 15, el valor p asociado a la cantidad de interacciones relevantes
es 0.038, lo que es inferior al nivel de significancia estandar de 0.05. Esto indica que existe
evidencia estadistica significativa para respaldar la hipdtesis alternativa de que los datos en esta
columna no se distribuyen de manera normal. Por otro lado, en el caso de la cantidad de
interacciones totales, el valor p es 0.063, ligeramente superior al nivel de significancia. En este
contexto, no hay suficiente evidencia para rechazar la hipotesis nula, lo que sugiere una cierta
normalidad en los datos, aunque esta conclusion no es definitiva [111].

Grafico 6: Histogramas y curvas de densidad para los valores de conteo de interacciones

relevantes y totales de los flavonoides seleccionados.

(a) (b)
4 11 4 |
_g [ | _g |
©3 W ©3 [
o 1l o
92 ! 92
o o
w w
S 1 I S 1
0 11 0
0 ——— - o | ;
0 2 4 §] 0 2 4 6
Conteo de interacciones relevantes Conteo total de interacciones

Leyenda: Las lineas de color rojo y azul representan el promedio y mediana, respectivamente.

Fuente: Programa estadistico RStudio 2024.09.1

Interpretacion

Los graficos 6a y 6b muestran una curva de densidad aplanada, caracteristica que puede

presentarse en distribuciones con baja dispersion y una menor concentracion de datos alrededor
de la media.

En ambos graficos, al tratarse de datos numéricos enteros, la variabilidad no es evidente. Sin
embargo, al considerar los valores de sesgo dentro del rango de —0.5 y 0.5 segun la literatura,

podemos concluir que la distribucion de los datos es simetrica [111]. Ademas, la diferencia
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entre las lineas de promedio (roja) y mediana (azul) es minima, lo que respalda una aparente

simetria en la distribucion de los conteos de interacciones.

4.4. Evaluacion de medidas de tendencia central, e influencia de las variables

dependientes sobre el potencial inhibitorio de los flavonoides seleccionados

4.4.1. Evaluacion de diferencias en medidas de tendencia central de los grupos de

flavonoides con alto y bajo potencial inhibitorio

Tabla 16: Resumen de la normalidad de los pardmetros ADMET numéricos, energia libre de

unién y conteo de interacciones

Pardmetro N Valor p Normalidad en los datos
AlH* 29 <0.001 No
UPP * 29 <0.001 No
AF* 29 0.043 No
DHIF * 29 <0.001 No
AG ** 29 0.3783 Si
Int. Relevantes *** 29 0.038 No
Int. Totales *** 29 0.063 Si

* Datos sefialados en la Tabla 10, ** Datos sefialados en la Tabla 13, *** Datos sefialados en la Tabla 15

Fuente: Programa estadistico RStudio 2024.09.1

Interpretacion

Para los andlisis estadisticos posteriores, se necesitan ciertos criterios de normalidad en los
datos. Por lo tanto, en la Tabla 16 se presentan Unicamente aquellos parametros que se

sometieron a una prueba de normalidad especifica.
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Analisis y discusion

La Tabla 16 resume los valores p y el criterio de normalidad para cada parametro analizado.
En todos los casos, se utilizo la prueba de Shapiro-Wilk debido a que el tamafio de muestra fue
menor a 50 (N=29). Se observo una distribucién normal solo para AG y el conteo de
interacciones totales. Sin embargo, en este ultimo caso, la conclusion no es definitiva debido a

que el valor p (0.063) esté cerca del nivel de significancia (0.05).

Teniendo en cuenta la normalidad de los datos y dividiendo los flavonoides seleccionados en
grupos de alto y bajo potencial inhibitorio, se realizaron pruebas estadisticas para analizar las
diferencias en las medias y medianas de los parametros mencionados en la Tabla 16 en ambos
grupos. Se aplico la prueba paramétrica t de Student cuando los datos mostraron una
distribucion normal. Para aquellos que no cumplieron con una distribucion normal, se utilizo
la prueba no paramétrica de Brunner Munzel, también conocida como prueba generalizada de
Wilcoxon. Esta ultima prueba es mas aplicable a un mayor rango de condiciones que la prueba
de Wilcoxon-Mann-Whitney. Ambas pruebas se realizaron considerando que la variable
dependiente es dicotomica (Alto/Bajo) y las independientes son de naturaleza numérica;
conforme a la metodologia estadistica sefiala por MacFarland y Yates (2021) [122].

Para analisis posteriores, se excluyeron las 4 columnas que contenian variables nominales
relacionadas con las reglas de Lipinski, Pfizer, Glaxo Smith Kline y el tridngulo dorado. Estas
fueron descartadas debido a que no presentan variabilidad en los datos, ya que solo contienen
el valor "Aceptado". Estos valores se consideran atipicos y su presencia podria afectar
significativamente la estimacion de estadisticas, como el promedio y la desviacion estandar de
una muestra, lo que podria conducir a valores sobreestimados o subestimados, segun lo
sefialado por Prasad (2024) [123].

Tabla 17: Analisis de diferencias en medidas de tendencia central de los grupos de flavonoides
con alto y bajo potencial inhibitorio

Potencial inhibitorio de los flavonoides ) . Igualdad de
] _ Valor  Hipotesis )
Parametro Alto Bajo medianas/
p aceptada )
N  Medianas/Medias® | N Medianas/Medias’ medias
AlH * 25 3.40 4 1.00 <0.001 Alternativa Diferentes

La tabla continGa en la siguiente pagina
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Tabla 17 (Continuacién)

Potencial inhibitorio de los flavonoides . ) Igualdad de
] _ Valor  Hipotesis )
Parametro Alto Bajo medianas/
. — - : p aceptada .

N Medianas/Medias’ | N Medianas/Medias’ medias

UPP * 25 88.30 4 86.90 1.000 Nula Iguales

AF* 25 13.40 4 13.20 0.622 Nula Iguales

DHIF * 25 6.40 4 12.10 0.513 Nula Iguales
AG ** 25 -31.641 4 -18.59% <0.001 Alternativa Diferentes
Int. Relevantes * 25 4.00 4 2.00 0.045 Alternativa Diferentes
Int. Totales ** 25 4.24% 4 2.257 0.014 Alternativa Diferentes

Nivel de significancia: 95%, a = 0.05.

* Analizado mediante la prueba de Brunner Munzel, ** Analizado mediante la prueba de t de Student, 7: Media.

Fuente: Programa estadistico RStudio 2024.09.1

Interpretacion

La Tabla 17 retne los valores p calculados al comparar las medidas de tendencia central

(medianas y medias) de los flavonoides con alto y bajo potencial inhibitorio, de acuerdo con

sus parametros ADMET, AG y cantidad de interacciones.

Analisis y discusion

Cuando tenemos datos divididos en grupos independientes, la prueba t de Student evalla la

diferencia entre las medias, mientras que la prueba de Brunner Munzel evalla la diferencia

entre las medianas. En nuestro andlisis, el grupo 1 esta conformado por los flavonoides con

alto potencial inhibitorio, mientras que el grupo 2 esta compuesto por los flavonoides con bajo

potencial inhibitorio.

En el caso de los datos analizados mediante la prueba de Brunner Munzel, las hipotesis de

trabajo fueron:

« Hipétesis nula (Ho): No hay diferencia significativa entre las medianas de los datos del grupo

ly?2.
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« Hipdtesis alternativa (Hy): Hay una diferencia significativa entre las medianas de los datos

del grupo 1y 2.

En el caso de los datos analizados mediante la prueba de t de Student, las hipdtesis de trabajo

fueron:

« Hipdtesis nula (Ho): No hay diferencia significativa entre las medias de los datos del grupo
ly2

« Hipdtesis alternativa (H1): Hay una diferencia significativa entre las medias de los datos del
grupo 1y 2 [111].

En los parametros evaluados con la prueba t de Student, como AG y la cantidad total de
interacciones, sus valores de p fueron significativamente bajos (< 0.001 y 0.014), lo que indica
que son inferiores al nivel de significancia predeterminado (0.05). Por lo tanto, se concluye que
existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias de los datos de los grupos

1y 2, respaldando la hipotesis alternativa.

Los resultados de la prueba de Brunner Munzel muestran que, para los pardmetros analizados
como AlH y la cantidad de interacciones relevantes, el valor p fue significativamente bajo en
el caso de AIH (< 0.001). Esto indica una diferencia estadisticamente significativa entre las
medianas de los datos de los grupos 1y 2, respaldando la hipotesis alternativa. Sin embargo,
en el caso de la cantidad de interacciones, aunque el valor p es menor que el nivel de
significancia (0.045 < 0.05), no difiere considerablemente de este valor. Por lo tanto,

estadisticamente, la diferencia entre las medianas de los grupos 1y 2 no seria tan significativa.

En contraste, para los parametros UPP, AF y DHIF también evaluados con la prueba de
Brunner Munzel, todos sus valores p (1.00, 0.622 y 0.513 respectivamente) estdn muy por
encima del nivel de significancia (0.05). Esto lleva a aceptar la hipdtesis nula, concluyendo que
no hay una diferencia estadisticamente significativa entre las medianas de los datos de los

grupos 1y 2 para estos parametros.
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4.4.2. Analisis de correlacion entre las variables dependiente e independientes

Gréfico 7: Resultados del coeficiente de correlacion punto-biserial entre el potencial

inhibitorio y las variables independientes
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Fuente: Programa estadistico RStudio 2024.09.1

Interpretacion

El Grafico 7 muestra los resultados del analisis de correlacion punto-biserial, donde se
determinaron coeficientes que nos indican el grado de influencia de cada variable
independiente sobre la variable dependiente. En este se aprecia barras de distintos colores para
las correlaciones positivas débiles (azul), negativas muy débiles (naranja) y negativa

considerable (verde).

Andlisis y discusion

La correlacién punto-biserial, un caso especial de la correlacion de Pearson evalla la fuerza y

direccion de la relacion lineal entre una variable dicotomica (potencial inhibitorio alto o bajo)
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y una variable numérica que representa nuestras variables independientes de estudio. La
interpretacion de estos coeficientes se basa en los niveles de correlacién descritos por
Hernandez-Sampieri & Mendoza Torres (2018) [87].

Los coeficientes de correlacion de las variables independientes: cantidad de interacciones
relevantes, cantidad de interacciones totales, UPP y AIH sefialan que existe una correlacion
positiva débil entre estas y la variable dependiente, lo que indica que un aumento en estos

valores aumentaria el potencial inhibitorio en los flavonoides, aunque de una manera débil.

En tanto que las variables independientes DHIF y AF tienen una correlacién negativa muy
débil, lo que sugiere que una disminucién en estos valores aumentaria muy poco el potencial

inhibitorio en los flavonoides.

Finalmente, la energia libre de unién, AG, destaca por su correlacion negativa considerable,
indicando que una disminucion en los valores de AG aumentaria significativamente el potencial

inhibitorio en los flavonoides.
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Conclusiones

. Se evalud el potencial inhibitorio de flavonoides contra la shikimato quinasa de
Mycobacterium tuberculosis mediante técnicas computacionales. Un grupo selecto de 29
flavonoides mostro alto potencial inhibitorio, superando la energia libre de union del ligando
nativo y formando interacciones clave con aminoacidos en el sitio activo, lo que sugiere su

potencial como candidatos terapéuticos.

. Se evaluaron 6567 flavonoides segun criterios de semejanza a farmacos. El pardmetro
ADMET mas restrictivo fue el DHIF (469 flavonoides, 7.13%), mientras que la regla de
Pfizer fue la menos restrictiva (5855 flavonoides, 89.04%). Solo 29 flavonoides (0.44%)

cumplieron con los requisitos para continuar en los ensayos.

. La validacion del protocolo de acoplamiento con Glide fue exitosa (RMSD < 2 A). Tras
acoplar los 29 flavonoides seleccionados, 25 superaron la energia libre de union del
shikimato, indicando alto potencial inhibitorio. El flavonoide con mayor afinidad fue el
(3S)-3',7-dihidroxi-2',4',5',8-tetrametoxiisoflavano (AG = —41.46 kcal/mol), y el de menor
afinidad fue la Loureirina D (AG = -15.44 kcal/mol).

. Se analizaron las interacciones entre los 29 flavonoides y la shikimato quinasa utilizando el
modulo Ligand Interaction Diagram de Maestro, identificando 115 interacciones: 94
puentes de hidrdgeno, 15 interacciones pi-cation y 6 apilamientos pi-pi. De estas, 107
ocurrieron con aminodcidos clave de la enzima, respaldando el potencial inhibitorio de los

flavonoides.

. Se analizaron las medias y medianas de flavonoides con alto y bajo potencial inhibitorio
utilizando pruebas de t de Student y Brunner Munzel. Se encontraron diferencias
significativas en algunos pardmetros, mientras que otros no. La correlacion punto-biserial
revel6 que variables como la cantidad de interacciones relevantes, UPP y AIH tenian una
correlacion positiva débil con el potencial inhibitorio, mientras que DHIF y AF mostraron
una correlacion negativa débil. La energia libre de unidén (AG) destacod por su correlacion
negativa considerable, indicando que una disminucion en AG se asocia con un aumento en

el potencial inhibitorio, subrayando su relevancia en la evaluacién de los flavonoides.
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Sugerencias

« A las autoridades de nuestra universidad

Consideramos esencial adquirir equipos de alto rendimiento computacional para su
implementacion en las diversas escuelas profesionales. Estos equipos seran fundamentales para
realizar simulaciones y modelados en investigaciones, tanto basicas como aplicadas,

fortaleciendo asi nuestra capacidad investigativa y de analisis en diferentes campos.

e A los docentes de nuestra escuela profesional

Promover lineas de trabajo que integren el uso de técnicas in silico para la identificacion de
compuestos con potencial farmacoldgico en nuestra region. Esta iniciativa fomentara el

desarrollo de investigaciones innovadoras y relevantes para el &mbito profesional y académico.

e A los alumnos

Plantearse la posibilidad de realizar investigaciones con el uso de programas informaticas

vinculados a nuestra formacién profesional.

o Sobre el presente trabajo

Como proyeccion futura, se sugiere ampliar la investigacion aplicando tecnicas de
acoplamiento molecular a una mayor diversidad de compuestos y dianas bioldgicas de MTB,
incorporando métodos méas avanzados como simulaciones de dinamica molecular para refinar
las predicciones. Asimismo, seria valioso combinar estos estudios con validaciones
experimentales in vitro o in vivo, lo que permitiria consolidar los hallazgos y explorar su

potencial en el disefio racional de farmacos o en el descubrimiento de nuevas terapias.
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Anexo 2: Instrucciones en RStudio para el filtrado de los flavonoides con los mejores criterios

de semejanza a farmacos.

# Cargar resultados en formato CSV con codificacién de texto UTF-8 y separador

tipo punto y coma
data_total <- read.csv("resultados_ totales.csv", header =

= "UTF_S" , sep = ";")

# Filtrar los datos segun los criterios especificados

datos_filtrados <- subset(data_total,

AIH <= 30 & # Valores de AIH iguales o menores a 30
UPP <= 90 & # Valores de UPP iguales o menores a 90

AF >= 5 & # Valores de AF iguales o menores a 5

DHIF <= 30 & # Valores de DHIF iguales o menores a 30

R.5 == "Aceptado" & # R.5 tnicamente ACEPTADOS
R.Pf == "Aceptado" & # R.Pf Unicamente ACEPTADOS
R.GSK == "Aceptado" & # R.GSK unicamente ACEPTADOS
TD == "Aceptado") # TD tnicamente ACEPTADOS

# Guardar el nuevo conjunto de datos filtrados en un archivo CSV

write.csv(datos_filtrados, file = "datos_filtrada.csv")

TRUE, fileEncoding
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Anexo 3: llustraciones 2D y 3D de las interacciones entre los flavonoides seleccionados y la

shikimato quinasa de MTB, ordenados en funcion de su energia libre de union (AG).

LIPID

LIPID

LIPID

NOMBRE

MAPS ID NOMBRE AG MAPS ID NOMBRE AG MAPS ID COMUN AG
(35)-3, 7-dihidroxi- (2R3R)-
12080002  2.4'5'8- -41.46 12020024  35,7,3,5- -31.84 12020166 Apiferol -28.35
tetrametoxiisoflavano pentahidroxiflavan
(35)-7-hidroxi- I
12080001  2'3,4'5'8- -38.41 12120600 Loureirina C 3152 12020175 i‘;‘l?:_r;'ln'dm -27.07
pentametoxiisoflavano
12080056  Abruguinona C -38.31 12020177 E_pb'g;'_%‘f’“"'“" -31.18 12020001 Catequina -26.52
12080057  Abruguinona B -37.94 12020176 E_pi;l“’f:_'gf’“"'d"" -30.85 12020035  Afzelequina -25.48
Galocatequina 4'-metil SEHDITEID -
12020133 2 q 34.42 12020202 Leucocianidina -30.48 12120608  2,6-dimetoxi- -25.05
dihidrochalcona
2,4,4'-Trihidroxi- Afzeliquina
12020170 Luteoforol 34.2 12120608 G e -30.4 12020138 ¢t 2038
12120463 Cochinchinenina A -34.03 12050274 Panchovillina -29.76 12120411 Criptocariona -19.72
12020261 gfggfd“;ﬂa"a” 50- -32.79 12020037  (+)-Epiafzelequina  -28.95 12020007  Guiburtinidol -18.86
12020002  Galocatequina -3231 12020182 Z'_‘;:fg_i;ilie““id"" 28.78 12120603  Loureirina D -15.44
12020203 Leucocianidol 3211 12020178 c'jlise““id""“'be‘a' 28.74
LIPID
# AG MAPS ID 2D 3D
LEL
V‘:Cl 132
\ARG"
v
Gy (I
2 ¢
~
1 -4146 12080002 .
—
I
Gly
™
A
E)
2 -38.41 12080001
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3 -38.31 12080056

4 -37.94 12080057

5 -34.42 12020133

6 -34.20 12020170

7 -34.03 12120463
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8 -32.79 12020261

9 -32.31 12020002

10 -32.11 12020203

Gy
"

I3

14
11 -31.84 12020024 o o

OH
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12 -31.52 12120600

13 -31.18 12020177

14 -30.85 12020176

15 -30.48 12020202

16 -30.4 12120606
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-29.76 12050274

18 -28.95 12020037
19 -28.78 12020182
SER ey GLY
13 14
20 -28.74 12020178
21 -2835 12020166
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PHE'/'

57

22 -27.07 12020175 ‘ ?““f HO

23 -26.52 12020001

24 -25.48 12020035

25 -25.05 12120608

26 -20.33 12020138
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27 -19.72 12120411

28  -18.86 12020007

Fuente: Datos recopilados del programa Ligand Interaction Diagram
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Anexo 4: Autorizacion para uso de equipo de computo en el Laboratorio de Investigacién de
Biopolimero y Metalofarmacos (LIBIPMET — UNI).

PETICION DE AUTORIZACION

PARA: Dr. Jesus A. Alvarado Huayhuaz
Laboratorio de Investigacion de Biopolimeros y Metalofarmacos (LIBIPMET)
Facultad de Ciencias
Universidad Nacional de Ingenieria (UNI), Lima, Pert

DE: Bach. Estefania Choqque Tacuri
Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica
Facultad de Ciencias de la Salud
Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco (UNSAAC), Cusco, Pert

ASUNTO: Solicitud de autorizacion para uso de equipos y software especializado

FECHA: Cusco, 12 de enero del 2024

Estimado Dr Alvarado.

Por medio de la presente, me dirijo a usted con el fin de solicitar su autorizacion para hacer uso
de los equipos de computo especializados disponibles en LIBIPMET asi como del programa informatico
Maestro, destinados a ensayos de acoplamiento molecular.

Esta solicitud se realiza en ¢l marco del desarrollo de mi proyecto de tesis titulado “Evaluacion
in silico del potencial inhibitorio de una coleccion de flavonoides frente a la enzima shikimato
quinasa de Mycobacterium tuberculosis”, con ¢l objetivo de aprovechar las herramientas avanzadas
disponibles en su laboratorio para realizar analisis de alta precision que son esenciales para alcanzar los
objetivos planteados en mi trabajo.

Los ensayos de acoplamiento molecular y calculo de energias libres de unién se proyectan a ser
realizados en un lapso no mayor a dos semanas, de manera presencial o remota, desde el 05/02/2024
hasta el 19/02/2024. Asimismo, me comprometo a respetar las politicas de uso de los equipos v licencias,
asi como a mantener la integridad de los recursos. De igual forma, estoy dispuesta a coordinar los
horarios y condiciones de uso de acuerdo con las normas del laboratorio y las disposiciones que usted
considere pertinentes.

Agradezco de antemano su consideracion a esta solicitud y quedo a su disposicion para cualquier
informacion adicional o reunién que considere necesaria para evaluar mi pedido.

Sin mas que agregar, quedo atenta a su respuesta y le extiendo mi mas cordial saludo.

Solicita Autoriza
Bach. Estefania CHOQQUE TACURI Dr. Jesis Antonio Alvarado Huayhuaz
DNI 43044854 DNI 43280433
Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica Laboratorio de Investigacion de Biopolimeros y Metalofarmacos
Umiversidad Nacional de San Antomo Abad del Cusco Universidad Nacional de Ingenieria
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Anexo 5: Resultados de la evaluacion del servidor ADMETlIab 2.0 para la coleccion de

flavonoides.

Consideraciones

En las siguientes tablas se muestran la totalidad de los parametros AMDET Yy criterios de

semejanza a farmacos calculados para los 6567 flavonoides de la base de datos LIPID MAPS.

Fuente: Datos recopilados del servidor ADMETLab 2.0

Leyenda:

e AIlH: Absorcion intestinal humana

e UPP: Unidn a proteinas plasmaticas

e AF: Aclaramiento de farmacos

e DHIF: Dafio hepatico inducido por farmacos
e R.5: Regla de los 5 de Lipinski

e R.Pf: Regla de Pfizer

e R.GSK: Regla de Glaxo Smith Kline

e TD: Triangulo dorado.
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