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Resumen

El analisis 7z silico es un método computacional que utiliza simulaciones por computadora
para estudiar hipétesis biologicas. Haciendo uso de esta estrategia y basandonos en los
principios del disefio racional de farmacos, encontramos que las moléculas candida-
tas, N-3,4-dihidroxifenetil dodecanamida (DC12) y N-fenetildodecanamida (PEA12),
presentan una mayor afinidad, lo que sugiere una mayor probabilidad de interacciéon y,
por lo tanto, un potencial efecto biologico atenuando la patogenicidad (virulencia) de
P. aeuroginosa. Se identificé que el sitio de unién exhibe una arquitectura dual, un bolsillo
aromatico para la interaccién con el nucleo del ligando y una cavidad hidrofébica donde
se acomoda la cadena acilo. Las simulaciones de las dinamicas moleculares mostraron
estabilidad de los complejos proteina-ligando, lo cual sugiere una interaccién mas duradera
y un potencial efecto terapéutico, mientras que la farmacocinética predice la similitud con
farmacos. Estos resultados contribuyen al desarrollo de moléculas con potencial para
reducir la virulencia de bacterias como Pseudomonas aenroginosa.

Abstract

In silico analysis is a computational method that uses computer simulations to study
biological hypotheses. Utilizing this strategy and based on the principles of rational
drug design, we found that candidate molecules, N-3,4-dihydroxyphenethyl dodecan-
amide (DC12) and N-phenethyldodecanamide (PEA12), exhibit higher affinity. This
suggests a greater likelihood of interaction and, consequently, a potential biological
effect in attenuating the pathogenicity (virulence) of P. aeruginosa. We identified that
the binding site exhibits dual architecture: an aromatic pocket for interaction with
the ligand’s core and a hydrophobic cavity where the acyl chain is accommodated.
Molecular dynamics simulations demonstrated the stability of the protein-ligand
complexes, suggesting a more durable interaction and a potential therapeutic effect,
while pharmacokinetics predicts similarity to existing drugs. These results can con-
tribute to the development of new treatments to reduce the virulence of bacteria
such as Pseudomonas aernginosa.
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Introduccion

Las enfermedades infecciosas causadas por bacterias son una de las principales
causas de muerte en todo el mundo (Mulholland & Adegbola, 2005; Cassini et al.,
2019). Psendomonas aernginosa es el patdbgeno humano oportunista mas comun que
desempefia un papel importante en las infecciones de pacientes inmunocomprome-
tidos. Es de gran interés médico, ya que los tratamientos antibioticos tradicionales
suelen ser ineficaces (O’Brien et al., 2015; Hirsch & Tam, 2010). Es bien sabido
que las bacterias pueden comunicarse mediante la liberacién y deteccion de sefiales
quimicas difusibles (Whiteley et al., 2017; Mukherjee & Bassler, 2019). Estas sefiales
quimicas pueden estimular diversos tipos de comportamiento bacteriano, como
la bioluminiscencia, la transferencia horizontal de ADN, la formacion de biopeli-
culas, la produccién de factores de virulencia, la resistencia a los antibiéticos y la
biosintesis de metabolitos secundarios (Mukherjee & Bassler, 2019). Este tipo de
comportamiento se conoce como quorum sensing (QS).

Desde el descubrimiento del sistema QS ‘Lux’, se ha encontrado que decenas
de especies de bacterias Gram-negativas utilizan las N-acil-I.-homoserina lactonas
(AHLs) como sefal principal de QS (Geske et al., 2005). Las AHLs son moléculas
neutrales similares a los lipidos, que constan de un grupo L.-homoserina lactona
conservado y una cola de cadena acilo que puede variar tanto en longitud como
en insaturaciones (Eberhard et al., 1981; Eberl et al.; 1996). Especificamente, el
circuito QS de P. aeruginosa consta de modulos de sefializacién mediados por AHLs
que incluyen dos principales vias de sefializacion similares a Lux conocido como
sistema “Las” (Wagner et al., 2007; Wysoczynski-Horita et al., 2018). En el sistema
“Las” la sintetasa de AHL Lasl produce la N-3-oxo-dodecanoil-I.-homoserina
lactona (OHN), que es detectada por el receptor de AHL cognado LasR (Latif1 et
al., 1996; Chugani & Greenberg, 2014). En este contexto, el desarrollo de pequenias
moléculas sintéticas disefiadas para interferir con el QS bacteriano representa un
enfoque potencialmente poderoso para modular los fenotipos de virulencia bacte-
riana en patégenos bacterianos que presentan multirresistencia a antibidticos como
P. aeruginosa. Especificamente, dirigirse al receptor de AHLs, LasR podria atenuar la
patogenicidad (virulencia) (Hirsch & Tam, 2010).

Las N-acil amidas son moléculas omnipresentes que se forman a partir de acidos
grasos simples y aminas primarias, y probablemente estan presentes en la mayoria
(sino todas) de las formas de vida. Estas moléculas son bastante conocidas en todos
los reinos vegetal y animal (Leishman & Bradshaw, 2015). La similitud estructural
entre las AHLSs y las N-acil amidas sintetizadas quimicamente (Tabla 1) nos pro-
porciona la base para hipotetizar que estas [N-acil amidas podrian evaluarse como
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posibles inhibidores de QS. En un trabajo previo se describe un método enzimatico
para producir N-acil homoserina lactonas (AHLSs), asi como otro tipo de N-fenetil
amidas de una forma relativamente sencilla con rendimientos entre el 6 y el 99%
(Vazquez-Martinez et al., 2018).

El objetivo del presente estudio es utilizar herramientas computacionales para
identificar nuevas moléculas con potencial para ser desarrolladas como nuevas es-
trategias para reducir la virulencia de patégenos bacterianos. En este caso particu-
lar, elegimos utilizar el mecanismo de quorum sensing (QS) mediado por LasR en
Pseudomonas aernginosa (PAO) debido a su relevancia clinica (Driscoll & Kollet, 2007,
Hirsch & Tam, 2010; Cassini et al., 2019). Para comprender mejor la interaccion
molecular entre las N-acil amidas sintéticas y el regulador transcripcional de QS
LasR, exploramos la interaccion entre 16 estructuras de N-acil amidas y la proteina
LasR utilizando un cribado virtual mediante docking zx silico. De estas 16 se eligie-
ron las moléculas candidatas con mejor puntaje de energia de unién (binding affinity)
para posteriores analisis como similitud de farmacos (drug-likeness), predicciones
tarmacocinéticas (ADME) y simulacién de dinamicas moleculares. Adicionalmente,
incluimos en el analisis virtual la alcamida natural afinina (AFF) en nuestro estudio
debido a su efecto negativo reportado sobre el crecimiento de E. coli y B. subtilis

(Molina-Torres et al., 2004).

Materiales y métodos

Analisis de acoplamiento molecular (docking in silico) e interacciones

En primer lugar, las N-acil amidas fueron disefiadas utilizando ChemDraw Ultra
12.0 y convertidas a estructuras tridimensionales empleando Chem3D Pro 12.0
(PerkinElmer Inc.). Las representaciones SMILES de los ligandos, presentadas en
la Tabla 1, se obtuvieron a través del portal web SwissADME (Daina et al. 2017)).
Posteriormente, se obtuvo la estructura de la proteina con su correspondiente ligando
co-cristalizado desde el portal Protein Data Bank (Berman et al., 2002), LasR-OHN
(PDB ID 2UV0) (Bottomley et al., 2007). Para preparar la estructura proteica y ade-
cuarla al protocolo de acoplamiento rigido se utiliz6 el modulo “Input generator”
de la platatorma CHARM-GUI (Jo et al., 2008). A continuacion, se llevé a cabo un
analisis de acoplamiento molecular rigido utilizando PyRx, un software de cribado
virtual disefiado para la identificacién computacional de farmacos. PyRx emplea
los algoritmos de acoplamiento AutoDock 4.2 y AutoDock Vina, que se basan en

el algoritmo genético LLamarckiano y en una funcién de puntuacion de energfa libre
empirica (Mortis et al., 2009; Trott & Olson, 2010). Utilizando el software PyMOL

Enfoques Transdisciplinarios: Ciencia y Sociedad 295



(Schrodinger LLLC, 2010) se obtuvieron imagenes superpuestas que muestran las
poses de unién de los ligandos nativos y de las N-acil amidas. Para estudiar en de-
talle las interacciones entre la proteina diana y los ligandos, se empleé el software
BIOVIA Discovery Studio v20.1.0 (Dassault Systémes, https://www.3ds.com).
Los resultados de este analisis se presentaron en forma de mapas de interaccion
bidimensionales y tridimensionales. Como control positivo, y para comparar con la
pose de unioén del ligando nativo dentro de la estructura experimental cristalizada,
se reacoplo el ligando nativo OHN mediante el mismo protocolo de docking,

Prediccion de similitud farmacolégica (drug-likeness)

La prediccion de la similitud farmacolégica de las N-acil amidas se realizé utilizan-
do la regla de cinco de Lipinski (Lipinski, 2004) a través del servidor SwissADME
(Daina et al. 2017). Para considerarse farmacos de administracién oral deben cumplir
al menos con cuatro de los cinco criterios establecidos por la regla (masa molecular,
aceptores de puentes de hidrégeno, donadores de puentes de hidrégeno, indice de
refraccion molar y LogP) (Daina et al., 2017).

Prediccion de propiedades fisicoquimicas y parametros farmacocinéticos

Para predecir las propiedades fisicoquimicas y los parametros farmacocinéticos de
los ligandos: Absorcién, Distribucién, Metabolismo, Excreciéon y Toxicidad (AD-
MET), también utilizamos el servidor web gratuito SwissADME. El porcentaje de
absorcion (AB%) se calcul6 utilizando la siguiente formula (Bhowmik et al., 2021):

AB % =109 — (0.345 x TPSA)

Simulaciones de Dinamica Molecular (MD-simulations)

Para ejecutar las simulaciones de MD se utilizo el servidor WEBGRO, impulsado por
GRACE “High Performance Computing Facility”, disponible como servicio publico
por la Universidad de Ciencias Médicas de Arkansas (UAMS) (https://simlab.uams.
edu). Las simulaciones se efectuaron utilizando todos los atomos y sus coordenadas en
los complejos LasR-ligando utilizando GROMACS v2019.2 (https://doi.org/10.5281/
zenodo.2636382) con el campo de fuerza GROMOS96 43al y el modelo de agua
SPC. El sistema preparado se solvaté con moléculas de agua y se neutralizé con la
adicion de 0.15 M de Na+ y Cl—. El proceso de minimizacion de energfa involucrd
5,000 pasos con el algoritmo “steepest descent”. El sistema se equilibré en dos pasos,
NVT (Numero de particulas, Volumen y Temperatura constantes) y NPT (Numero
de particulas, Presion y Temperatura constantes), a 310 °K. Se utiliz6 el algoritmo de
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restriccion LINCS para restringir los enlaces y angulos, mientras que los hidrégenos y
las fuerzas electrostaticas de largo alcance se trataron con el algoritmo Particle Mesh
Ewald (PME). El termostato de Berendsen y la presiéon de Parrinello-Rahman se
utilizaron para mantener la presion y la temperatura (Abraham et al., 2015; Pall et al.,
2014; Pronk et al., 2013; Hess et al., 2008; Essmann et al., 1995; Hess, 2008; Miyamoto
& Kollman, 1992; Bussi, Donadio & Parrinello, 2007). La presion se estableci6 en 1
bar, se utiliz6 un algoritmo leap-frog para integrar las ecuaciones de movimiento de
Newton y el tiempo de simulacion se establecié en 50 ns, con lo que se generaron
1,000 cuadros. Las simulaciones se realizaron en 1 nodo con un total de 28 ntcleos
tisicos y 56 nucleos légicos. El hardware fue un Intel(R) Xeon(R) CPU E5-2680 v4
@ 2.40GHz y las utilidades GROMACS se utilizaron pata analizar las trayectorias de
las dinamicas moleculares obtenidas.

Para dibujar los graficos se extrajeron las tablas de datos de los archivos “xvg” y
se construyeron los graficos en el software EXCEL. Se utiliz6 el complemento VMD
Timeline version 2.3 para visualizar y analizar los cambios en los contactos entre ligan-
do y residuo con un corte de distancia de contacto de 4 A. Al final de la simulacion,
tomamos los datos PDB del cuadro final y analizamos los residuos interactuantes
en este punto con el servidor web “PLIP Protein-Ligand Interaction Profiler” para
obtener el mapa de contactos al final de la simulaciéon (Adasme et al., 2021).

Resultados y discusiéon
Acoplamiento molecular y analisis de interaccién

El regulador transcripcional LasR es un homotetramero y contiene cuatro cadenas
(E, F, G y H). Por lo tanto, para nuestros estudios de acoplamiento trabajamos en
la cadena E. Después de un acoplamiento exitoso entre los 16 ligandos en el sitio
de union de LasR, se anotaron los puntajes de afinidad de unién (BA) y se eligieron
las poses mejor calificadas con la energia de unién mas baja para los estudios de
interacciéon mas detallados. Se compararon las poses de union predichas de nuestros
ligandos candidatos y el ligando nativo reacoplado con la estructura cristalografica
original. Los resultados mostraron que las poses de unioén predichas del ligando
nativo reacoplado son muy similares a la estructura cristalografica experimental
(Figura 1a). En la Figura 1 se puede observar que todas las moléculas acopladas
adoptan una pose de unién similar dentro del sitio de unién. Esta pose es similar
a la del ligando de la estructura experimental, lo cual evidencia la confiabilidad de
este método de acoplamiento.
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Figura 1. Comparacidn entre las poses de unién del ligando nativo OHN (amarillo) cristalizado experimentalmente
en el sitio de unién de LasR frente a las poses de unién a a) OHN reacoplado, b) PEA12, ¢) DC12y d) AFF. Todos los
ligandos acoplados se representan en cian. El sitio de unién se representa en color negro transparente. La estructura
de la proteina se representa en formato “cartoon”

Fuente: elaboracion propia

Los resultados de las energias de union predichas para las N-acil amidas acopla-
das son mas bajas que las del ligando nativo reacoplado (Tabla 1). El ligando nativo
OHN mostr6 una energia de unién de -9.0 Keal mol™, mientras que las N-acil ami-
das mejor calificadas mostraron energifas de unién mas bajas. DC12 tiene -9.6 Kcal
mol” y PEA12 tiene -9.4 Kcal mol. La alcamida natural afinina mostr6 una energia
de union en el rango del ligando nativo (Tabla 1). Estos resultados son interesantes
por el hecho de que se ha demostrado que solo los ligandos que presentan mayores
afinidades con el sitio catalitico (menores energfas de uniéon) pueden desplazar del
este al ligando nativo (Paczkowski et al., 2017).

Tabla 1. Especies quimicas y energias de unién de las N-acil amidas seleccionadas acopladas al
activador transcripcional LasR de Pseudomonas aeruginosa

Codigo Energia de Union

Cédigos SMILES Estructura Nombre IUPAC Interno (Kcal mol)
CCCCccceeececec(=0) G - - . .
NCCCA:C:C:C(O)- N"%‘c‘)‘géz"ad;ggggem) DC12 9.6
c(O):.C:
ceecceccccec=o) o i o e _3...J N-fenetildodecanamida PEA12 9.4
NCCc1cccccl :
C/C=C/C=C\CC/C=C/ ~ N-Isobutil-2E,6Z,8E-deca-
C(=0JNCC(O)C Yy trienamida AFF 8.9
CCCCCCCCCL(=0)CC(=0) - oo n N-3-oxo-dodecanoil-L-ho- 4\ 9.0
N[C@H]1CCOC1=0 e 5 LS moserina lactona :

Fuente: elaboracion propia
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En la Figura 2 se representan las mejores poses de acoplamiento e interaccio-
nes de los residuos de la cadena lateral de la proteina con el ligando en forma de
imagenes 3D y 2D. En la simulacién del acoplamiento LasR con el ligando nativo
OHN, los aminoacidos involucrados en las interacciones dentro de un rango menor
a4 A son Tyr56, Ser129, Asp73, Trp60 con puentes de hidrégeno; y Leu36, Leud0),
Ala50, Ile52, Tyr64, Val76, Cys79, Trp88, Phel01, Ala105, Leul10, Leul25, Ala127
con interacciones no polares (Figura 2a). En conjunto, los resultados muestran que
los residuos interactuantes que forman el sitio de unién estan presentes en todas
las estructuras acopladas y que el sitio de union esta formado principalmente por
interacciones no polares como Alquil, Pi-Alquil, Pi-Pi apiladas, Pi-Pi en forma de
T y Pi-sigma (Figura 2a-d).

Los resultados del acoplamiento son bastante similares a resultados previos
obtenidos por la cristalizacién experimental de LasR con su auto inductor OHN.
Se ha demostrado experimentalmente que OHN forma seis puentes de hidrogeno
intermoleculares con LasR que involucran a Tyr56, Trp60, Arg6l, Asp73, Thr75
y Ser129 (Bottomley et al., 2007). En particular, estos residuos estan fuertemente
conservados en los homoélogos de LuxR, lo que refleja un mecanismo de activacion
compartido por las AHL con grupos homoserina lactona similares (Bottomley et
al., 2007). La estructura reacoplada de OHN con la cadena E de LasR predijo puen-
tes de hidrégeno similares con Tyr56, Trp60, Asp73 y Serl129, lo que demuestra la
confiabilidad de las predicciones de acoplamiento.

En la estructura cristalizada experimentalmente, la cadena acilo de 12 carbonos
en OHN se extiende dentro de una cavidad revestida con residuos hidréfobos,
algunos de los cuales solo se ven en LasR y no en otros homologos de LuxR, por
ejemplo, Leud0, Tyr47, Cys79 y Thr80 (Bottomley et al., 2007). Nuestros resultados
muestran que, en todas las estructuras acopladas, las cadenas acilo de los ligandos
se extienden dentro del sitio de unién y estan rodeadas por una amplia gama de
residuos hidréfobos similares. Dentro de los cuales se encuentran los residuos an-
teriormente mencionados (Figura 2).

En estudios previos, el modelado de la unién de naringenina a LasR predice que
este flavonoide se une preferentemente al mismo sitio que OHN con una afinidad
de unién similar, y que no podria establecer contacto con todos los residuos de ami-
noacidos necesarios para la formacién de la estructura de un monémero funcional
que puede oligomerizarse, lo que resulta en que OHN no pueda formar un complejo
activo estable con LasR en presencia de este flavonoide (Hernando-Amado et al., 2020).
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Protein-ligand Interactions
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Figura 2. Representacion 3D y 2D de las interacciones de los compuestos acoplados a) OHN, b) PEA12, ¢) DC12y
d) AFF dentro del regulador transcripcional LasR. En las representaciones 3D, los ligandos estan coloreados en rojo
mientras que los residuos que interactdan estan coloreados en cian. En los mapas de interaccion 2D, los colores en
las esferas de residuos representan las interacciones proteina-ligando
Fuente: elaboracion propia
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Evaluacidon de la estabilidad de los complejos acoplados utilizando
simulaciones de dinamica molecular

Para respaldar los resultados obtenidos mediante el acoplamiento molecular utiliza-
mos simulaciones de dinamicas moleculares de 50 ns para determinar la estabilidad
de los complejos proteina-ligando seleccionados. LLas simulaciones de dinamicas
moleculares (MD) pueden proporcionar no solo abundante informacioén dinamica y
estructural sobre las bio-macromoléculas, sino también una gran cantidad de infor-
macion energética y termodinamica sobre las interacciones proteina-ligando (Liu et
al., 2018). Después de realizar la simulacion, extrajimos y analizamos las diferencias
en la fluctuacién y desviacion de la rafz cuadrada media de las trayectorias (RMSE,
RMSD), el radio de giro (Rg), los puentes de hidrogeno (HBs) y el nimero de con-
tactos (dentro de 4 A) de los complejos LasR-OHN, LasR-PEA12, LasR-DC12 y
LasR-AFF El calculo de la RMSF nos permite evaluar la flexibilidad y estabilidad
de cada residuo. Los resultados mostraron que todos los complejos exhibieron
distribuciones de RMSF similares, LasR-PEA12 tiene el valor mas bajo (SD 0.448),
seguido por LasR-OHN (SD 0.585), LasR-DC12 (SD 0.658) y LasR-AFF (SD 0.755);
sin embargo, LasR sin ligando (Apo-form) mostré valores generales mas altos de
RMSF (SD. 0.799) (Figura 3a). Este resultado nos permite inferir que la presencia
del ligando genera energias de unién que estabilizan el complejo.

RMSF (A}
oW s ow -
———————
o2

RMSD (A}

Figura 3. a) RMSF por residuo después de 50 ns de simulacién (el eje X detalla las caracteristicas de la estructura
secundaria), b) Evolucién temporal del RMSD para cada complejo proteina-ligando
Fuente: elaboracion propia
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Por otro lado, la RMSD del complejo proteina-ligando permite la cuantificacion
del grado de cambios conformacionales que pueden ocurrir durante las simulacio-
nes. Es decir que nos permite detectar cambios en la topologia de los atomos que
conforman la columna vertebral de la proteina. Los resultados mostraron que todos
los complejos simulados tienen un RMSD promedio entre 2.0-2.6 A muy similar al
de la forma LasR-Apo (2UV0) (2.2 A) (Figura 3b).

El valor Rg nos proporciona informacion sobre la dimension general y la for-
ma de la proteina (Kirchmair et al., 2015), es decir, es un parametro que mide la
compacidad de una proteina. La Figura 4a muestra los valores Rg para todos los
complejos ligando-proteina y la forma Apo (2UV0). Los valores Rg promedio fue-
ron 1.50 para LasR-OHN, 1.48 para LasR-DC12, 1,50 para LasR-PEA12, 1.50 para
LasR-AFF y 1.50 para la forma Apo. Los resultados de los valores Rg promedio
indican que la forma general de la proteina es estable y compacta tras la unioén del
ligando y durante todo el tiempo de simulacion.

18 1

—PFEA1? —AFF —OHN —DC12 —2TV0

1.35 o

—OHN —PEA12 AFF — D12

10 4

3.0

H-Bonds Number

2.0 I

|
il

5

=

{1111

AL
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Figura 4. a) Evolucién temporal del Rg para cada complejo proteina-ligando. b) Enlaces de hidrégeno proteina-

ligando durante el tiempo de simulacién
Fuente: elaboracion propia
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El compuesto DC12 mantiene mas puentes de hidrégeno (HBs) durante todos los
50 ns de simulacion (Figura 4b). Por el contrario, OHN mantiene mas HBs solo durante
los primeros 10 ns, mientras que AFF y PEA12 mantienen entre 1 y 2 HBs durante la
simulacion (Figura 4b). Estos analisis nos llevan a predecir la fuerza de unién consistente
de los compuestos a lo largo del tiempo de simulacién mediante puentes de hidrégeno.

El analisis de contactos entre LasR-OHN (Figura 5) muestra que durante los 50
ns de simulacién residuos como Tyr64, Tyr56, Arg61, Trp60, Trp88 y Ser129 mantie-
nen una alta actividad de contacto dentro en un rango menor a 4 A (Figura 5a). Las
N-acil amidas sintéticas comparten residuos interactuantes similares. En LasR-PEA12
y LasR-DC12, Trp88, Phe102 y Tyr93 son los residuos que mantienen los valores de
interaccién mas altos durante el iempo de simulacién, mientras que en LasR-AFF
los principales residuos interactuantes son Trp60, Trp88 y Tyr506; sin embargo, este
complejo proteina-ligando tiene los valores de interaccion mas bajos (Figura 5a-d). La
evidencia experimental muestra que en la estructura cristalizada del complejo LasR-
OHN, el grupo 1-oxo del ligando forma puentes de hidrégeno directos tanto con
Tyr56 como con Ser129, mientras que el grupo 3-oxo forma puentes de hidrégeno a
través de una molécula de agua con la cadena lateral Arg61 (Bottomley et al., 2007).
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Figura 5. Evolucién de interacciones entre aminoacidos y el ligando durante los 50 ns de la simulacién y dentro de
un rango de interaccion de 4 A. Interacciones entre la proteina LasR con a-e) el ligando nativo N-3-oxo-dodecanoil-L-
homoserina lactona (OHN), b-f) N-(3,4-dihidroxifenetil) dodecanamida (DC12), c-g) N-fenetildodecanamida (PEA12),
d-h) N-isobutil-2E,6Z,8E-decatrienamida (AFF)
Fuente: elaboracion propia

Los resultados predicen que, al final del tiempo de simulacion, el ligando re-aco-
plado OHN mantiene enlaces de H con Tyr64 y Trp88 (Figura 5e¢); mientras que
DC12, enlaces de H con Tyr56, Tyr64, Asp73, Phel02, Ser129; y Trp88, enlace api-
lado Pi-Pi (Figura 5f). AFF tiene enlaces H con Tyr56, Thr75 y Ser129 (Figura 5g);
y PEA12, principalmente interacciones hidrofébicas con solo un enlace de H con
Tyr93 (Figura 5h). En un modelo de LasR acoplado con una furanona halogenada
se encontrd que es probable que la furanona se una a LasR de manera similar al
anillo lactona de OHN empaquetandose contra numerosas cadenas laterales aro-
maticas (Phe, Tyr y Trp) (Bottomley et al., 2007). En este sentido, nuestros resulta-
dos predicen que las principales interacciones con las N-acilamidas evaluadas y el
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sitio de unién de LasR se forman con residuos aromaticos y los residuos que mas
interactian durante el tiempo de la simulacién son Trp88, Phel02, Tyr93, Phel01
y Tyr64. En el caso de las furanonas, la ausencia de la cadena acilo larga impediria
la correcta formacién del nicleo hidrofébico en LasR, porque la cadena acilo de la
AHL natural media el empaquetamiento de las hélices a3, a4 y a5 sobre la lamina
B central (Bottomley et al., 2007). Nuestros resultados predicen que la cadena acilo
presente en las N-acil amidas esta bien empaquetada por residuos hidrofébicos, es
decir, DC12 y PEA12 después de los 50 ns de simulaciéon permanece empaquetado
dentro de las hélices a3, a4 y o5 sobre la lamina $ central y mantiene interaccio-
nes con residuos hidrofilicos como Leu40, Ile52, Ala70 y Val76. Estos resultados
muestran que estas N-acilamidas sintéticas se unen a residuos que experimentan
interacciones estructuralmente importantes y estain mas estrechamente empaqueta-
das contra Trp-88, un elemento conservado del sitio de union de la proteina LasR.

Predicciones farmacocinéticas

Las propiedades farmacocinéticas se describen como la absorcion, distribucion,
metabolismo, excrecién y toxicidad (ADMET) de un farmaco y brindan informa-
cién clave sobre las propiedades terapéuticas. Esta informacién puede utilizarse
para determinar el metabolismo de moléculas candidatas a farmacos (Daina et
al., 2017). La regla de Lipinski de 5 predice la similitud con un farmaco en base
a los criterios: peso molecular <500 Dalton, lipofilicidad expresada como LOGP
(LOGP<5), donadores de puentes de hidrogeno (HBD <5), aceptores de puentes
de hidrégeno (HBA <10) y refractividad molar debe estar entre 40 y 130, lo que
indica una buena absorcién y permeacioén a través de la membrana celular (Tabla
2). Para que un farmaco sea eficaz para su administraciéon por via oral, debe satis-
tacer al menos cuatro de los cinco criterios, lo que permite distinguir una molécula
de un farmaco o de un no farmaco (Bhowmik et al., 2021). Nuestros resultados
muestran que las moléculas DC12, PEA12 y AFF presentan valores de AB% >
50% (Tabla 2). Tanto las N-acil amidas sintéticas DC12 como PEA12 cumplen con
los criterios de Lipinski, asi como la molécula natural AFF (Tabla 2). El coeficiente
de permeabilidad en la piel (Kp) indica que cuanto mas negativo sea el log K (con
K, encm s™), menos permeabilidad a la piel tendra la molécula (Daina et al., 2017).
Las moléculas mostraron una prediccion de permeabilidad en la piel similar, solo
PEA12 tuvo un valor mas alto de log K .
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Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de los ligandos seleccionados

Peso Numerode Numerode Numerode Lo - -
Cédigo Molecular Enlaces Aceptores Donadores T(I;Sz;-\ Abs(:/r;:lon Biodisponibilidad Ac;:ienstlgtl:::iad Solul:h::d en
(g mol-1) Rotables Enlaces-H Enlaces-H ° 9
DC12 301.38 14 3 3 69.56 85.00 0.55 2.44 Moderadamente
soluble
AFF 221.34 8 1 1 29.1 98.96 0.55 3.02 Soluble
OHN 297.39 12 4 1 72.47 84.00 0.55 3.05 Moderadamente
soluble
PEA12 303.48 14 1 1 29.1 98.96 0.55 2.19 Poco soluble

Fuente: http://www.swissadme.ch/index.php

Las predicciones muestran que DC12, PEA12 y AFF exhiben una buena ca-
pacidad para cruzar la barrera hematoencefalica (BBB absorption) y una excelente
absorcion intestinal humana (GI absorption). Estos resultados confirman la pre-
diccién de buena absorcién del farmaco (AB%). Por otro lado, las predicciones
muestran que no todas las moléculas son sustratos de la glicoproteina P (P-gp). El
conocimiento sobre la interaccidn de los farmacos con los citocromos P450 (CYP)
es esencial. Esta superfamilia de isoenzimas es un actor clave en la eliminaciéon de
farmacos a través de la biotransformacion metabolica (Daina et al., 2017; Testa &
Kramer, 2007). La inhibicién de estas isoenzimas puede provocar efectos adversos
toxicos u otros efectos adversos no deseados debido a la menor depuracién y acu-
mulacién del farmaco o sus metabolitos (Kirchmair et al., 2015).

La prediccion de la inhibicion de los CYP muestra que AFF es la tinica molécula
que no inhibe ninguno de los cuatro CYP. Por otro lado, se predice que DC12 inhi-
be CYP2C19, CYP2C9 y CYP3A4; PEA12, cuatro de los cinco CYP (1A2, 2C19,
2D6 y 3A4); mientras que el ligando nativo OHN, CYP1A2 y CYP2C19. Se sabe
que el CYP1A2 se expresa en el higado y representa aproximadamente del 13-15%
del contenido total de CYP, contribuyendo al metabolismo de aproximadamente
el 4% de los farmacos comercializados (Kato, 2020). La familia CYP2C representa
aproximadamente el 20% de los P450 hepaticos, y el CYP2C9 es responsable de 1a
depuracién hepatica del 15% de los farmacos clinicamente relevantes (Kato, 2020).

Tabla 3. Predicciones de las propiedades farmacocinéticas de los ligandos seleccionados

Cédigo  Violaciones Absorcion Permeabilidad Sustrato  Inhibidor  Inhibidor  Inhibidor Inhibidor Inhibidor log Kp

Interno Lipinski GI BBB P-gp CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4  (cm/s)
DC12 0 Alta Si No Si No No Si Si -5.19
AFF 0 Alta Si No No No No No No -5.12
OHN 0 Alta Si No Si Si No No No -5.2
PEA12 1 Alta Si No Si Si No Si Si -3.42

Fuente: http://www.swissadme.ch/index.php
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El CYP2D6 metaboliza aproximadamente el 30% de todos los farmacos comer-
cializados, aunque representa solo del 2-4% de todos los CYP hepaticos humanos
(Kato, 2020). E1 CYP3A4 es la isoforma de CYP hepatico humano mas abundante
y es responsable del metabolismo de aproximadamente el 50% de los farmacos
conocidos (Kato, 2020). Los resultados anteriores brindan informacion sobre las
propiedades ADMET de las N-acil amidas teorizadas y ayudan a reducir el riesgo
de interacciones farmaco-farmaco debido a la inhibicién e induccién del CYP. Sin
embargo, todas las predicciones de estos métodos in silico en la web deben consi-
derarse con cautela (Guéniche et al., 2021).

Conclusiones

El presente estudio presenta evidencia teérica de que las moléculas candidatas pre-
sentan una mayor afinidad, lo que sugiere una mayor probabilidad de interaccion y,
por lo tanto, un potencial efecto biolégico. El analisis de interacciones mostrd que
DC12 y PEA12 interactian con aminoacidos estructuralmente importantes, asi como
altamente conservados en proteinas homologas, lo cual puede indicar selectividad
que es importante para minimizar los efectos secundarios. Las simulaciones de las
dinamicas moleculares mostraron estabilidad de los complejos proteina-ligando, lo
cual sugiere una interaccién mas duradera y un potencial efecto terapéutico. Las
predicciones farmacocinéticas indican que DC12 y PEA12 tienen cualidades simi-
lares a los farmacos y aprueban la regla de 5 de Lipinski; sin embargo, en el caso
de PEA12 hay que poner especial atencion, ya que puede interactuar con proteinas
asociadas a la desintoxicacion durante el metabolismo del farmaco.
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