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Resumen

La Tripanosomiasis Americana es una enfermedad parasitaria ocasionada por el
protozoo Trypanosoma cruzi. El benznidazol y el nifurtimox son farmacos que se han
utilizado para su tratamiento; sin embargo, tienen efectos colaterales en tratamientos
a largo plazo. La NADH-fumarato reductasa es una potencial diana farmacolégica,
debido a que es esencial para la supervivencia del parasito y no se encuentra en
humanos. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue disefiar a través de métodos
computacionales una familia de moléculas derivadas del imidazol, caracterizar su
estructura electrénica, propiedades fisicoquimicas e interacciones intermoleculares
con la enzima NADH-fumarato reductasa de Trypanosoma cruzi, con el propdésito de
seleccionar a la molécula con menor toxicidad y con potencial efecto terapéutico como
inhibidora enziméatica. Los descriptores quimico-cuanticos permitieron seleccionar a
las moléculas con las mejores propiedades fisicoquimicas y la menor toxicidad.
Mediante estudios de modelado por homologia se obtuvo una estructura tridimensional
de alta calidad de la NADH-fumarato reductasa. Se comprob6 que las moléculas de
agua no tienen influencia en la interaccion entre el fumarato y la NADH-fumarato
reductasa. Asimismo, se identificaron las principales interacciones por puentes de
hidrogeno para el fumarato en NADH, Lys172 y Arg89; asi como, las interacciones
hidrofébicas en Phe479, Thrl74, Met63. Finalmente, se encontré que las moléculas

S3-8, S2-8 y S1-8 podrian ser potenciales inhibidores de la NADH-fumarato reductasa.

Vi
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Abstract

American Trypanosomiasis is a parasitic disease caused by the protozoan
Trypanosoma cruzi. Benznidazole and nifurtimox are drugs that have been used for its
therapy; nevertheless, they have collateral effects in long-term treatments. NADH-
fumarate reductase is a potential pharmacological target since it is essential for the
survival of parasites and is not found in humans. Therefore, the aim of this work was to
design through computational methods a family of new molecules derived from
imidazole, to characterize their electronic structure, physicochemical properties, and
intermolecular interactions with the enzyme NADH-fumarate reductase of
Trypanosoma cruzi, with the purpose of selecting the molecule with lower toxicity and
potential therapeutic effect as an enzymatic inhibitor. The quantum-chemical
descriptors allowed us to select the molecules with the best physicochemical properties
and lowest toxicity. A high-quality three-dimensional structure of NADH-fumarate
reductase was obtained by homology modeling studies. Water molecules do not have
an influence in the interaction between fumarate and NADH-fumarate reductase. The
main hydrogen bonding interactions for fumarate were identified in NADH, Lys172 and
Arg89; while hydrophobic interactions in Phe479, Thr174, Met63. Finally, it was found
that the molecules S3-8, S2-8 and S1-8 could be potential inhibitors of NADH-fumarate

reductase.
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INTRODUCCION

La Tripanosomiasis Americana es una de las enfermedades tropicales
desatendidas mas importantes del mundo [WHO, 2022]. Se estima que
aproximadamente entre 6 y 7 millones de personas estan infectadas y menos del 1%
recibe tratamiento [WHO, 2022 & 2015; DNDI, 2022; OPS, 2003], causando alrededor
de 14 000 muertes anuales en las regiones endémicas [DNDI, 2022].

Esta enfermedad se transmite principalmente por la picadura de triatominos,
pero también puede transmitirse de forma congénita, por trasplantes, transfusiones de
sangre, entre otros [WHO, 2022; Izquierdo, 2021]. Los Unicos farmacos aprobados por
la OMS para su tratamiento son el nifurtimox (NFX) y el benznidazol (BNZ), los cuales
son efectivos si se administran al inicio de la infeccidn; sin embargo, se ha reportado
gue en tratamientos largos su efectividad disminuye y su toxicidad aumenta, por lo cual
su venta ha sido prohibida en la mayoria de los paises [WHO, 2022; DNDI, 2022; Von
Trompowsky, 2019; Ribeiro, 2020; Bern, 2015]. Dicha toxicidad se relaciona con la
formacion de radicales libres generados por la reduccion del grupo nitro, la cual somete
al parasito a un estrés oxidativo que provoca su muerte, pero al mismo tiempo, esta
oxidacion causa dafos en las células humanas. No obstante, se ha reportado en la
literatura que el efecto antichagasico del benznidazol no depende Unicamente de la
produccion de radicales libres, ya que también actla contra el parasito por otras rutas,
por lo que su principal mecanismo de accion sigue siendo desconocido [Maya, 2007;
Turrens, 1996; Merlino, 2014; Turrens, 2012]. Una de las rutas propuestas es la

inhibicion de la enzima NADH-fumarato reductasa [Turrens, 1996], debido a que dicha
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enzima cataliza la reduccion de fumarato a succinato, permitiendo asi, que el succinato
intervenga en la cadena de transporte de electrones y el parasito obtenga la energia
necesaria para su supervivencia [Merlino, 2014; Turrens, 2012; Maya, 2007; Kim,
2018].

Estudios previos de la estructura electronica, a niveles ab initio y de teoria de
funcionales de la densidad (DFT), permitieron establecer un modelo tedrico y un grupo
farmacoforo [Campos-Fernandez, 2017 & 2019], que se utilizaron para disefiar una
familia de nuevas moléculas antichagasicas derivadas de nitroimidazoles. En dicho
estudio, tres moléculas fueron sintetizadas y analizadas experimentalmente para
evaluar su actividad bioldgica y toxicidad in vitro [Campos-Fernandez, 2017]. Los
resultados mostraron que las estructuras propuestas por los célculos teéricos (M3 e
ISO3) inhibieron el crecimiento parasitario in vitro, en las cepas CL-Brener y CL-14 de
Trypanosoma cruzi y no presentaron citotoxicidad en macrofagos, por lo que estos
resultados fueron utilizados como referencia para futuros disefios.

Dado que la Tripanosomiasis Americana es un importante problema de salud
publica y ante la ausencia de farmacos para tratarla, es necesario encontrar nuevas
estrategias terapéuticas basadas en dianas farmacolégicas especificas, que
conduzcan a un disefio racional de farmacos con mayor eficacia y menor toxicidad.
Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue diseflar a través de métodos
computacionales una familia de moléculas derivadas del imidazol, caracterizar su
estructura electrénica, propiedades fisicoquimicas e interacciones intermoleculares

con la enzima NADH-fumarato reductasa de Trypanosoma cruzi, para seleccionar a la
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molécula con menor toxicidad y potencial efecto terapéutico como inhibidora

enzimatica.

ANTECEDENTES
Tripanosomiasis Americana

La Tripanosomiasis Americana, también llamada enfermedad de Chagas, es
una enfermedad parasitaria causada por el parasito hemoflagelado Trypanosoma cruzi
(T. cruzi). Este parasito es transmitido al humano y mamiferos principalmente por la
picadura de triatominos infectados (conocidos como vinchucas o chinche besucona),
los cuales se alimentan de sangre al picar zonas de la piel expuestas, como rostro y
extremidades, para posteriormente, orinar o defecar cerca de la picadura. El ingreso
de los parasitos al organismo inicia cuando la zona lesionada es frotada, arrastrando
las heces u orina infectada al interior de la herida y, al mismo tiempo, a los ojos, boca
o alguna lesion cutanea [WHO, 2022; DNDI, 2022]. Esta via de transmisién es el motivo
principal del aumento de la incidencia de la enfermedad de Chagas, debido a que
existen cerca de 140 especies de triatominos en el mundo, de las cuales, 31 han sido
identificadas en México, lo que lo coloca como el pais con mayor nimero de vectores
gue la transmiten [UNAM, 2022; Centro Nacional de Programas Preventivos, 2019].
Por lo general, estos insectos pueden localizarse en grietas de paredes, orificios,
tejados, corrales, tierra, debajo de piedras y adobe, de zonas rurales y suburbanas

[WHO, 2022; DNDI, 2022].
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En la Figura 1 se puede observar a la especie Triatoma dimidiata, la cual, es
una de las especies con mayor tasa de infeccion, que, de acuerdo con la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), ha transmitido el parasito Trypanosoma cruzi a mas de

300 mil personas, incluyendo nifios y adultos [WHO, 2022].

Figura 1. Fotografia de Triatoma dimidiata [WHO, 2022]

La enfermedad de Chagas también puede transmitirse por transfusion
sanguinea y trasplante de 6rganos de donantes infectados, por leche materna, por via
transplacentaria, por accidentes de laboratorio y por alimentos contaminados. La
transmision por alimentos es considerada una de las transmisiones mas graves y con
mayor mortalidad, debido a que pueden infectarse simultdneamente varias personas
[WHO, 2022].

De acuerdo con la Clasificacién Internacional de Enfermedades (CIE-10), la
enfermedad de Chagas esta ubicada en el capitulo B57, la cual corresponde a la
categoria de enfermedades ocasionadas por protozoos [OPS, 2003], y a partir del afio
1993, el Banco Mundial la consider6 como la enfermedad parasitaria mas grave de

América Latina [Vidal, 2000].
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Actualmente, la Organizaciéon Mundial de la Salud la ha clasificado dentro de la
lista de las enfermedades tropicales desatendidas mas importantes del mundo, con
presencia en 21 paises de América Latina, como: Belice, Bolivia, Chile, Colombia,
Costa Rica, Ecuador, El Salvador, Guyana Francesa, Guatemala, Guyana, Honduras,
Nicaragua, Panama, Paraguay, Peru, Suriname, Uruguay, Venezuela, Argentina,
Brasil, y México [WHO, 2022; DNDI, 2022], donde, estos ultimos, ocupan los tres
primeros lugares en relacion al nimero de infectados [WHO, 2015]. Sin embargo,
debido a la migracion, la enfermedad de Chagas también se ha encontrado en otros
paises y continentes, como: Estados Unidos de Norteamérica (con aproximadamente
300,000 personas infectadas) [FDA, 2017], Canada, Japon, Australia y diversos paises
europeos, con lo cual, se ha colocado como un importante problema de salud publica
para el resto del mundo [WHO, 2022; DNDI, 2022; Von Trompowsky, 2019; Merlino,
2014].

Se estima que aproximadamente entre 6 y 7 millones de personas estan
infectadas, de las cuales, menos del 10% han sido diagnosticadas con la enfermedad,
ademas, 7 de cada diez personas ignoran que podrian estar infectados y menos del
1% recibe tratamiento [WHO, 2022; OPS, 2022; DNDI, 2022; OPS, 2003; WHO, 2015],
causando alrededor de 14 000 muertes anuales en las regiones endémicas, por lo que
ha sido clasificada como la infeccién parasitaria que provoca el mayor nimero de
muertes en dichas zonas [DNDI, 2022]. Asimismo, segun los datos reportados por la
Organizacion Panamericana de la Salud, tiene una incidencia de 30 000 nuevos casos

por afio en el Continente Americano [PanAmerican Health Organization], lo cual
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repercute en un importante impacto econémico, que, en el afio 2015, fue de casi 450
millones de dolares tan solo en América Latina [Chuit, 2019].

En México, la enfermedad de Chagas afecta a mas de un millébn de personas
[Rojo-Medina, 2018; UNAM, 2022 & 2019], y cada afio se reportan aproximadamente
entre quinientos y mil casos nuevos, destacando Veracruz como el estado con el
primer lugar de incidencia a nivel nacional, lo cual incrementa de manera importante
su perfil epidemiolégico entre las enfermedades transmitidas por vector, como se
muestra en la Figura 2 [Centro Nacional de Programas Preventivos, 2019; Secretaria

de Salud, 2022].

1200 1095

994
1000
801 330
800
60
| 400 392
10
1932
20 100 128
0

e o &
0 QQQ &S QQ & & QQ S ° Q\ Q\ & q0\ o 5 Q\
> » oy v v

(=]

(=]

(=]

Figura 2. Perfil epidemiolégico de la enfermedad de Chagas en
México (2000-2017) [Centro Nacional de Programas Preventivos
y Control de Enfermedades, 2019].

Es importante mencionar que una gran cantidad de personas infectadas con el
parasito Trypanosoma cruzi no tienen sintomas manifiestos de la enfermedad, por lo

gue las cifras reportadas en los diferentes organismos de la salud no corresponden a
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los casos reales. Lo anterior es debido a que la enfermedad esta dividida en dos fases
clinicas y un periodo de latencia de tiempo indeterminado [WHO, 2022; DNDI, 2022].

La primera fase (fase aguda) inicia desde que el parasito ingresa al organismo
y puede extenderse de dos a 8 semanas después [WHO, 2022; Rojo-Medina, 2018].
En el desarrollo de esta fase, los parasitos circulan por el torrente sanguineo en
cantidades detectables y los sintomas suelen manifestarse como: edema subcutaneo,
signo de Romafa, eritema, fiebre, dolor de cabeza, dolores musculares, vomito, dolor
abdominal, malestar general, diarrea, dificultad para respirar, erupciones cutaneas e
inflamacion en nédulos y ganglios linfaticos [WHO, 2022 & 2015; DNDI, 2022; Rojo-
Medina, 2018].

El periodo de latencia inicia después de la fase aguda y puede durar afios o
décadas. En este periodo, las personas infectadas no presentan manifestaciones
clinicas y el parasito no es detectable para su diagnostico en pruebas seroldgicas,
debido a que dichos parasitos se alojan principalmente en masculo cardiaco y masculo
digestivo, sin embargo, los pacientes que desarrollan esta fase, ain pueden transmitir
la enfermedad por trasplante, transfusién o de manera vectorial [DNDI, 2022; WHO,
2015; Rojo-Medina, 2018].

Durante el periodo de latencia inicia la fase crénica, debido a que los parasitos
alojados en los tejidos y musculos, ocasionan que del 30% al 40% de las personas
infectadas sufran afectaciones cardiacas, como: insuficiencia cardiaca progresiva,
arritmias, tromboembolia, aneurisma y muerte subita en el 55 a 65 % de los pacientes,
ocasionada por la destruccion del musculo cardiaco. Del mismo modo, hasta el 10%

de las personas infectadas pueden sufrir afectaciones digestivas, como la inflamacion
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de eséfago y colon [WHO, 2022 & 2015; DNDI, 2022; Rojo-Medina, 2018].
Recientemente, se ha reportado que las personas que padecen conjuntamente
COVID-19 y enfermedad de Chagas, corren el riesgo de presentar sintomas graves de
miocarditis, alteraciones cardiacas, accidentes cerebrovasculares y trombosis [WHO,
2022].

El tratamiento para la enfermedad de Chagas consta de dosificaciones orales
con benznidazol y nifurtimox. Estos medicamentos son las Unicas alternativas
terapéuticas autorizadas por la OMS desde hace mas de medio siglo y son eficaces
casi al 100% si son administrados en la fase aguda, debido a que tienen mayor efecto
cuando el parasito se encuentra en el torrente sanguineo, que cuando se encuentra
en tejidos y musculos, sin embargo, hasta el 40% de los pacientes tratados han
presentado reacciones adversas a estas quimioterapias [WHO, 2022; DNDI, 2022;
Rojo-Medina, 2018].

El nifurtimox es un nitrofurano que inicialmente fue fabricado con el nombre de
Lampit por Bayer farmacéutica. Su mecanismo de accion esta dado principalmente por
la formacion de radicales libres de oxigeno, producto de la reduccion del grupo
funcional nitro, los cuales inhiben la sintesis de acidos nucleicos del parasito. Sin
embargo, la produccién de radicales libres también es toxica para el ser humano, por
lo tanto, el nifurtimox esta contraindicado en personas embarazadas, con insuficiencia
renal o hepatica y con antecedentes de trastornos neuroldgicos o psiquiatricos [WHO,
2022]. Debido a lo anterior, su venta fue prohibida en gran parte del mundo y solo se
recomienda su uso cuando el parasito muestra resistencia al tratamiento con

benznidazol [WHO, 2022; Ribero, 2020; Rojo-Medina, 2018; Bern, 2018].
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El benznidazol es un nitroimidazol que es fabricado por el Laboratorio
Farmacéutico del Estado de Pernambuco (de Brasil), por el Laboratorio Elea (de
Argentina) y por Chemo Research, S. L. (de Espafia) [Von Trompowsky, 2019; FDA,
2017]. Su acciéon esta dada por diferentes rutas, las cuales tienen efecto sobre la
sintesis del acido desoxirribonucleico (DNA, por sus siglas en inglés) del parasito
Trypanosoma cruzi. Debido a que esta reportado que tiene un margen terapéutico
estrecho, estd contraindicado en personas embarazadas por posible dafio fetal,
también en personas con insuficiencia renal o hepatica y con antecedentes de
trastornos neuroldgicos o psiquiatricos [WHO, 2022; FDA, 2017]. Sin embargo, debido
a los resultados de ensayos clinicos de seguridad y eficacia, la Administracién de
Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés) aprob6 en el 2017 al
benznidazol como el primer medicamento en Estados Unidos de América para tratar a
pacientes pediatricos de entre 2 y 12 afios de edad infectados con Trypanosoma cruzi,

lo que permiti6 mejorar el acceso a tratamientos oportunos [FDA, 2017].

Imidazoles

Los compuestos heterociclos son estructuras de gran importancia en diversas
ramas de la medicina, ingenieria, agricultura, quimica industrial y quimica medicinal
[Hossain, 2018]. Dichos compuestos estan definidos quimicamente, como moléculas
ciclicas (arométicas o no aromaticas) que poseen dentro de su anillo uno 0 mas atomos
diferentes al carbono, los cuales, pueden ser el oxigeno, nitrégeno y azufre [Paquette,

1999; Morrison, 1998].
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Diversos estudios han reportado que los heterociclos con atomos de nitrégeno
dentro de su anillo, presentan mayor probabilidad de poseer actividad biolégica de
manera favorable [Hossain, 2018], puesto que pueden aceptar o donar facilmente
electrones y formar diversas interacciones intermoleculares débiles. Algunos ejemplos
de estas moléculas son: la penicilina (antibiético), tiamina (vitamina B1), reserpina
(tranquilizante) y la nicotina (alcaloide del tabaco), entre otros [Morrison, 1998], como

se muestra en la Figura 3.
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Figura 3. Estructuras de heterociclos nitrogenados con actividad biolégica.

El imidazol es un heterociclo aromatico de cinco miembros, entre los cuales se
encuentran dos atomos de nitrdgeno (en posicidon 1, 3) y tres atomos de carbono (en
posicion 2, 4, 5), por lo que también es llamado 1,3-diaza-2,4-ciclopentadieno o 1,3-
diazol, como puede observarse en la Figura 4.
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Figura 4. Estructura del imidazol
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Es plano, altamente polar, soluble en agua y con propiedades de naturaleza
anfotera, debido a que el nitrdgeno N1 es considerado un sitio 4cido, que posee una
reactividad muy similar al pirrol, y el nitrdgeno N3 es considerado un sitio basico, que
posee una reactividad muy similar a la piridina, por lo que, cuando el imidazol actua
como acido, posee un pKa de 14.5, y, por otro lado, cuando actia como base posee
un pKa de 7, aproximadamente. Estos nitrégenos son muy importantes, debido a que
contribuyen con la existencia de dos tautomeros imidazoles, que son producto de la
formacion de enlaces covalentes que alterna el atomo de hidrogeno con ellos
[Bhatnagar, 2011; Richaud 2011 & 2010; Paquette, 1999; Shalini, 2010].

Los imidazoles tienen diferentes propiedades terapéuticas, por lo que han sido
disefiados multiples derivados estructurales con gran importancia biolégica. Algunos
ejemplos son las moléculas con grupos funcionales de tipo bencimidazol, los cuales
tienen actividad antiparasitaria y antiinflamatoria. Otros usos de algunos derivados del
imidazol son: antineoplasicos, antifungicos, inhibidores enzimaticos, antifilaricos,
antivirales, antibacteriales, antiparasitarios, agentes antienvejecimiento,
anticoagulantes, antivirales y anticancerigenos, entre otros [Bhatnagar, 2011; Shalini,

2010].

Benznidazol

El benznidazol (N-bencil-2-nitro-1H-imidazol-1-acetamida) es un imidazol que

posee en su estructura al grupo funcional nitro como sustituyente unido al C2 del anillo

11
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imidazol y un sustituyente bencil acetamida unido al N1 del anillo imidazol, como se

puede observar en la Figura 5.

Figura 5. Estructura del benznidazol

El benznidazol es el medicamento de primera linea en el tratamiento de la
enfermedad de Chagas, debido a que inhibe de manera efectiva la proliferacion
parasitaria de Trypanosoma cruzi, ademas de que tiene un mejor perfil de tolerancia,
penetracion en el tejido y eficacia que el nifurtimox; sin embargo, a pesar de que es
considerado menos téxico que el nifurtimox, hay evidencia de que también posee
actividad genotdxica provocada por el grupo nitro y la posicién de sus sustituyentes en
el anillo imidazol, asi como toxicidad embriofetal, efectos en el sistema nervioso,
infertilidad masculina, reacciones cutaneas y manifestaciones hematoldgicas [Von
Trompowsky, 2019; FDA, 2017].

Ademas, su principal mecanismo de accion es controversial, puesto que,
durante muchos afios, se considerd0 que su actividad estaba dada por el estrés
oxidativo que ejerce sobre el parasito. No obstante, hay evidencias que indican que su

efecto tripanocida no depende Unicamente de la produccidén de radicales libres del
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oxigeno y anion nitro, debido a que sus concentraciones son mucho menores a las
producidas por otras estructuras nitroaromaticas y a la concentracion minima requerida
para matar al Trypanosoma cruzi [Turrens, 2012; Maya, 2007].

Algunos de los posibles mecanismos de accion son: la formacion de enlaces
covalentes de sus metabolitos reducidos con algunas macromoléculas mas
importantes para el parasito, la actividad tripanocida por la presencia de INF-y, la
inhibicion de la sintesis de proteinas y la interrupcién de la cadena de transporte de
electrones por la inhibicién de la enzima NADH-Fumarato reductasa [Ribeiro, 2020;
Merlino, 2014; Turrens, 2012 & 1996; Maya, 2007].

Turrens y colaboradores [Turrens, 1996], analizaron la actividad tripanocida del
benznidazol y otros nitroimidazoles (como el fexinidazol, misonidazol y megazol), asi
como de algunos benzimidazoles antihelminticos (como el mebendazol, albendazol,
cambendazol, fenbendazol, oxfendazol, parbendazol y el tiabendazol). Los resultados
del estudio mostraron que la inhibicion de la sintesis de proteinas no es el principal
mecanismo de accién del benznidazol, debido a que su inhibicion estd dada como
resultado secundario del metabolismo del parasito. Asimismo, se observo que todas
las moléculas derivadas del imidazol disminuyeron la proliferacion parasitaria de
Trypanosoma cruzi y Trypanosoma brucei, e inhibieron la accion reductora de la
enzima NADH-fumarato reductasa en ambos parasitos; sin embargo, dicha actividad
disminuia cuando el anillo imidazol era sustituido por un anillo de tiazol. Este estudio
permitié a los investigadores concluir que el anillo imidazol es la estructura responsable
de la actividad tripanocida y se identifico por primera vez a la enzima NADH-fumarato

reductasa como una diana farmacolégica potencial y especifica del benznidazol, ya

13
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gue no se encuentra en humanos ni en huéspedes mamiferos, por lo que su estudio

es de gran interés.

NADH-fumarato reductasa

La NADH-fumarato reductasa (también Illamada fumarato reductasa
dependiente de NADH o FRD dependiente de NADH) es una enzima que puede
encontrarse en bacterias y otros parasitos, por lo que su actividad catalitica depende
del microorganismo y de las condiciones anaerdbicas en las que se encuentre

expuesta.

Debido a ello, se le ha dividido en dos tipos principales [Coustou, 2005]:

e Las FRD que pertenecen a un complejo multimérico asociado con la
cadena respiratoria y transfieren electrones de un quinol al fumarato.
e Las FRD que transfieren electrones de una coenzima que actia como

cofactor cuando se une de forma no covalente al fumarato.

En los tripanosométidos la FRD se localiza en las mitocondrias de todos los
estadios morfolégicos de los parasitos Trypanosoma cruzi, Leishmania sp. y
Trypanosoma brucei, por lo que estad considerada como una de las enzimas mas
importantes para llevar a cabo su metabolismo [Jardim-Messeder, 2017; Coustou,

2005; Van Hellemond, 1994].
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En el caso del Trypanosoma cruzi, esta conformada por 1215 aminoacidos [EI-
Sayed, 2005], donde la coenzima nicotinamida adenina dinocléotido (NADH) es el
cofactor unido a la proteina FRD, formando la enzima NADH-fumarato reductasa, que,
mediante su accion catalitica, reduce al fumarato para que los parasitos obtengan la
energia que requieren para vivir [Turrens, 2012; Kim, 2019]. Lo anterior esta dado en
el contexto de una hipotesis que plantea que diversos microorganismos llevan a cabo
una reversion parcial o completa del Ciclo de Krebs, también llamada como el ciclo de
los acidos tricarboxilicos inverso o ciclo TCA inverso, lo cual proporciona un
mecanismo central para la sintesis de biomoléculas esenciales, que son producto de
las reacciones entre el CO2 y el agua [Jardim-Messeder, 2017; Coustou, 2005; Van
Hellemond, 1994; Zhang, 2006].

Para los parasitos Trypanosoma cruzi, Leishmania sp. y Trypanosoma brucei,
el ciclo de Krebs Unicamente cambia el sentido de las reacciones del malato y fumarato
[Villafraz, 2021]. La participacion de la NADH-fumarato reductasa es fundamental en
dichas reacciones, ya que, la coenzima NADH unida a la proteina fumarato reductasa,
interacciona con el doble enlace del fumarato, proporcionandole un par de iones de
hidrégeno (2H*) y al mismo tiempo, transportando dos electrones (2e°), lo que da como
resultado la reduccién del fumarato, y, por consiguiente, la formacién de succinato
[Merlino, 2014; Turrens, 2012; Maya, 2007; Kim, 2018; Coustou, 2005]. El succinato
es uno de los metabolitos principales para la supervivencia de los tripanosomatidos,
debido a que estos parasitos requieren de cantidades significativas de él para
mantener el equilibrio redox y continuar con su cadena de transporte de electrones

[Turrens, 2012; Coustou, 2005; Kim, 2019]. En la Figura 6 se muestran (en color verde)
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las reacciones enzimaticas en direccion inversa al Ciclo de Krebs que son

caracteristicas de los Trypanosomas [Coustou, 2005; Villafraz, 2021].
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Figura 6. Reacciones enzimaticas de los Trypanosomas, en direccién inversa al Ciclo de
Krebs [Coustou, 2005; Villafraz, 2021].
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Quimica computacional y su relacion en el disefio de farmacos

Para lograr el desarrollo de un nuevo medicamento, se llevan a cabo una serie
de investigaciones que inician desde el descubrimiento de una molécula con cierta
actividad farmacologica, y finalizan afios después con su comercializacion. Las etapas
o fases de investigacion son largas y costosas, siendo aproximadamente de 10 a 15
afos de ensayos en laboratorios y un costo promedio de 800 millones de ddlares por
cada medicamento nuevo que sale al mercado [Saldivar-Gonzélez, 2017].

En las dltimas décadas, la quimica computacional, la quimica médica, la
bioinforméatica y el modelado molecular han alcanzado un nivel muy alto como
herramientas predictivas de fendmenos relacionados a sistemas de interés bioldgico,
debido a que permiten analizar las estructuras quimicas a nivel atbmico, la evolucion
de sistemas a través del tiempo, la toxicidad de ciertos grupos funcionales, asi como
la obtencién de sus diferentes parametros fisicoquimicos [Prieto-Martinez, 2018].
Debido a ello, los disefios computacionales pueden utilizar diferentes procedimientos
para establecer un modelo que tenga como Unico propdsito la construccion de una
molécula (cabeza de serie o farmaco6foro) que compita en potencia, efecto,
farmacocinética o toxicidad con el farmaco de interés; o también, pueden utilizar otros
procedimientos que tengan como propésito el estudio de macromoléculas que fungen
como receptores o dianas farmacolégicas (desde su construccion hasta sus
interacciones intermoleculares e intramoleculares).

Por lo tanto, en la actualidad, el desarrollo de medicamentos seguros, eficaces

y especificos, conlleva un disefio mas racional y dirigido, con el que se logra disminuir
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las grandes cantidades de experimentos y se minimizan los costos de investigacion.
Esto ha sido posible gracias al trabajo multidisciplinario de diferentes grupos de
investigacion y a los avances tecnoldgicos, los cuales, han derivado en la obtencion

de moléculas con actividad terapéutica especifica.

JUSTIFICACION

De acuerdo con la OMS, la enfermedad de Chagas es una de las enfermedades
tropicales olvidadas mas importantes, debido a que afecta a aproximadamente de 6 a
7 millones de personas, de las cuales, menos del 1% recibe tratamiento [WHO, 2022
& 2015; DNDI, 2022; OPS, 2003].

Inicialmente, la infeccion ocasionada por el parasito Trypanosoma cruzi se
distribuia Unicamente en las regiones endémicas, que, en su mayoria, pertenecen a
Ameérica Latina, sin embargo, en los Ultimos afios se ha reportado un incremento de
casos en otros paises y continentes, como Estados Unidos de Norteamérica, Canada,
Japoén, Australia y diversos paises europeos, colocando a la enfermedad de Chagas
como un importante problema de salud publica para el resto del mundo [WHO, 2022;
DNDI, 2022; Von Trompowsky, 2019; Merlino, 2014].

El tratamiento para la terapia de esta enfermedad, consta de dosificaciones
orales de benznidazol y nifurtimox, sin embargo, hasta el 40% de los pacientes
tratados con estos medicamentos han presentado reacciones adversas [WHO, 2022;
DNDI, 2022; Rojo-Medina, 2018].

Debido a que la enfermedad de Chagas es considerada por la industria

farmacéutica como una “enfermedad de pobres”, los recursos que se han invertido en
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la investigacion y busqueda de alternativas para su tratamiento han sido escasos, por
lo tanto, es prioritario encontrar nuevas estrategias terapéuticas basadas en dianas
farmacoldgicas especificas, que conduzcan a un disefio racional de farmacos con

mayor eficacia y menor toxicidad.

HIPOTESIS

La caracterizacion de la estructura electrénica y el estudio de las interacciones
intermoleculares, permitiran el disefio de nuevas moléculas derivadas del imidazol con
las mejores caracteristicas fisicoquimicas, las cuales, inhibiran a la enzima NADH-

fumarato reductasa y presentaran baja toxicidad.

OBJETIVO GENERAL

Disefiar a través de métodos computacionales una familia de moléculas derivadas del
imidazol, caracterizar su estructura electronica, propiedades fisicoquimicas e
interacciones intermoleculares con la enzima NADH-fumarato reductasa de
Trypanosoma cruzi, con el propdsito de seleccionar a la molécula con menor toxicidad

y con potencial efecto terapéutico como inhibidora enzimatica.

OBJETIVOS PARTICULARES
1. Diseiar nuevos derivados del imidazol y nitroimidazol a partir de un modelo

tedrico establecido.
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2. Analizar las propiedades farmacocinéticas y toxicologicas de los nuevos
derivados del imidazol y nitroimidazol, mediante el uso de plataformas
virtuales.

3. Caracterizar la estructura electronica de las moléculas disefiadas,
empleando descriptores quimico-cuanticos locales y globales, a nivel DFT-
M06-2X en fase acuosa.

4. Determinar descriptores de estabilidad, cargas atomicas, funciones Fukui e
isosuperficies de orbitales moleculares, para identificar los sitios de mayor
reactividad.

5. Modelar la enzima NADH-fumarato reductasa, a partir de la secuencia de
aminoacidos que aparece en la base de datos y evaluar su homologia
estructural.

6. Realizar un estudio de acoplamiento molecular de las moléculas disefiadas
y farmacos de referencia, con la enzima NADH-fumarato reductasa.

7. Seleccionar la molécula con los mejores pardmetros fisicoquimicos,
estructurales, farmacocinéticos, toxicolégicos y de afinidad como inhibidora
de la proteina NADH-fumarato reductasa.

8. Iniciar la sintesis quimica de la molécula seleccionada.
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METODOLOGIA: SECCION TEORICA
Parametros farmacocinéticos y prediccion toxicolégica

Se realiz6 el disefio inicial de las nuevas familias de moléculas derivadas del
imidazol y nitroimidazol, a partir de moléculas de referencia y moléculas reportadas en
la literatura como activas contra la enfermedad de Chagas [Turrens, 1996; Campos-
Fernandez, 2017 & 2019; Sanchez-Moreno, 2011; Romero, 2017; De Andrade, 2015;
Papadopoulou, 2016]. Se establecieron como moléculas cabeza de serie a las
moléculas que cumplieron con el modelo tedrico propuesto en estudios previos

[Campos-Fernandez, 2017], y al benznidazol (BNZ) como se muestra en la Figura 7.

BNZ M3 M35m M2 M7D
N ) ) (o}
/ SN I /[ A° N I N I
N>\N\o / N)\ >\N\O / )\ / )\
NH AN
!
Serie 1 Serie 2 Serie 3 Serie 4 Serie 5

Figura 7. Estructuras cabeza de serie [Campos-Fernandez, 2017 & 2019]

Se analizaron los efectos mutagénicos, tumorigénicos, de irritabilidad y
reproductivos utilizando la plataforma virtual de Osiris Molecular [Sander, T], y se

realizo la prediccion de sus propiedades farmacocinéticas empleando la plataforma
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virtual Molinspiration [Molinspiration Cheminformatics free web services], de acuerdo
con las reglas de Lipinski [Lipinski, 1997].

A partir de los resultados obtenidos, se realizé una primera seleccion de 31
derivados de imidazol y nitroimidazol, los cuales presentaron las mejores propiedades

farmacocinéticas y baja toxicidad.

Calculos de la Estructura Electrénica

A las 31 moléculas seleccionadas se les realiz0 la caracterizacion de la
estructura electrénica, empleando descriptores quimico-cuanticos locales y globales,
a nivel DFT-M06-2X en fase acuosa.

Los calculos de la estructura electrénica se realizaron en la super computadora
“Miztli”, mediante el uso del paquete computacional Gaussian 09 [Frisch, 2013]. Las
estructuras neutras se optimizaron empleando el funcional M06-2X [Zhao, 2008;
Mardirossian, 2017], mientras que las estructuras protonadas (catidnicas) se
optimizaron en niveles restringidos RMO06-2X. Todas las estructuras fueron
optimizadas con el conjunto base 6-311+G(d,p) [Hehre, 1986]. Las energias fueron
corregidas al mismo nivel de teoria para incluir la energia vibracional al punto cero
(ZPVE), mediante la determinacién de las frecuencias vibracionales. Los calculos
puntuales fueron realizados a partir de las geometrias optimizadas, a nivel de teoria
MO06-2X, con el conjunto base 6-311++G(2df,2p). Todos los calculos se llevaron a cabo

en solucion acuosa, utilizando el modelo universal SMD [Marenich, 2009].
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Afinidad Protonica (AP)

Para determinar el caracter basico del atomo N3 del anillo imidazol, fueron
calculadas las energias de afinidad proténica mediante reacciones isodésmicas,
debido a que dichas reacciones corrigen los errores energéticos del sistema. Los
valores obtenidos son el resultado de la diferencia entre la energia de la molécula
neutra y la energia de la molécula protonada, conservando el mismo namero de
enlaces en ambos lados de la reaccion [Campos-Fernandez, 2017 & 2019; Soriano-

Correa, 2010], como se muestra a continuacion:

H H
/ /
4—N 4N 4Ny 4—Ns
3 3
A L) LXK L
H™ 52 H  +  R2T5N 2Rl ———> H~ 5 2H T RN 2ORL
|l |1 |1 |l
H R9 H R9
Imidazol Neutro Molécula Protonada Imidazol Protonado Molécula Neutra

Ademas, los valores de afinidad protonica incluyen célculos de frecuencia para la
correccion de la energia vibracional del punto cero (ZPVE, por sus siglas en inglés),
con lo cual, se obtuvieron resultados mas confiables y fue posible garantizar que las

energias se encuentran en su minimo global y no local.

Descriptores de reactividad global: dureza quimica (n), potencial de ionizacion
() e indice de electrofilia (o)

Por otro lado, para determinar los valores de la reactividad global de las

estructuras bajo estudio, se determinaron los descriptores quimicos-cuanticos
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globales: dureza quimica (1), potencial de ionizacion (1) e indice de electrofilia () [Parr,
1999; Pearson, 1992 & 1997; Chattaraj, 2011; Soriano-Correa, 2010].

El indice de electrofilia se define como la capacidad de una molécula para
aceptar carga electrénica y fue calculado a través del potencial quimico electrénico y

la dureza quimica, a través de las siguientes ecuaciones:

0E

w=—y=( (1)

)v(F)

Parr y Pearson [Parr, 1983; Pearson, 1997] propusieron la dureza quimica (n)
dentro de la teoria de los funcionales de la densidad (DFT), por medio de las siguientes

ecuaciones:

1= (e @

Usando la aproximacién de diferencias finitas [Parr, 1989]:

n ~ EN—1—21;"N+EN+1 ~]—A (3)

~ (EN—1;EN+1) ~ % (4)

Donde, son las energias de Ey, Ey_1 Y Ey4+1 SON las energias del sistema
electronico N, (N-1) y (N+1), los cuales, son sustituidos por | y A, que corresponden al

potencial de ionizacion adiabatico y a la afinidad electrénica, respectivamente. De esta
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forma, el indice de electrofilia es obtenido en términos de su potencial quimico y dureza

quimica, de acuerdo con la siguiente expresion [Chattaraj, 2011; Parr, 1999]:

0n=— (5)

indice de aromaticidad (A)

Para identificar una posible relacion entre la aromaticidad y carcinogenicidad de
los derivados del imidazol y nitroimidazol seleccionados, se realizo el calculo del indice
de aromaticidad (A). El indice de aromaticidad es una medida que, de acuerdo con las
reglas de Barone [Barone, 1996; Braga, 1999], predice de manera indirecta la
carcinogenicidad de los compuestos bajo estudio, y es calculado mediante la diferencia
energética entre los orbitales moleculares HOMO y HOMO-1.

Una molécula con estructura similar a los pirenos es considerada fuertemente
carcinogénica, si los valores obtenidos son mayores que 0.253, donde =2.4 eV, es
decir, si A>0.60 eV.

Por otro lado, una molécula con estructura diferente a los pirenos es
considerada fuertemente carcinogénica, si los valores obtenidos son mayores que

0.15B., es decir, si A>0.36 eV.

Descriptor de estabilidad SESE

El descriptor que determina la energia de estabilizacion por el efecto del

sustituyente (SESE), fue calculado a través del uso de reacciones homodésmicas
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[Jezuita, 2021; Szatylowicz, 2018 & 2017], mediante la diferencia de las energias de
los productos y reactivos, conservando el mismo namero de electrones en ambos
lados de la reaccion, de acuerdo con la estructura de la molécula, como se muestra a

continuacion:

Usando la ecuacion de la diferencia de las energias de los productos y reactivos:

SESE = ZEproductos — 2E eactivos (7)

SESE = E(X — R9) + E(0,N — X) — E(O,N — X — R9) — E(X) (8)

Donde, X es una fraccion transmisora que comprende al anillo imidazol y a los
sustituyentes R1 o R2, que forman enlaces con el C2 y C5, respectivamente; el R9
corresponde al sustituyente que forma un enlace con el N1 del anillo imidazol, como
se muestra en la Figura 8.

Un valor del descriptor SESE<O0 indica una mayor energia de estabilizacion

causada por el sustituyente. [Jezuita, 2021; Szatylowicz, 2018 & 2017].
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Figura 8. Estructuras derivadas del nitroimidazol seleccionadas para los calculos del descriptor SESE,

donde X es la fraccion transmisora.

Cargas atomicas
Las cargas atomicas indican la forma en la que se distribuye o localiza la carga
de una molécula, lo que permite obtener los valores de carga de un atomo especifico

en un sistema, o bien, el efecto que tiene un atomo sobre la carga de otro atomo al
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unirse en un enlace; sin embargo, su determinaciéon depende del método y base
utilizados. En este estudio, los valores de las cargas fueron obtenidos a través del
potencial electrostatico (ESP) [Levine, 2001; Politzer, 1981], para analizar los sitios de
naturaleza nucleofilica o electrofilica, asi como, para elucidar la influencia de la carga

de los sustituyentes al anillo imidazol.

Funcion condensada de Fukui

La funcién condensada de Fukui es un descriptor local utilizado para
cuantificar la poblacion electrénica en una regién atbmica dentro de un sistema, lo que
conlleva el analisis de la reactividad quimica de una molécula y su selectividad
[Hirshfeld, 1977; Parr, 1984; Fukui, 1982; Yang, 1986]. Este descriptor, representa una
variacion del potencial quimico, inducido por una perturbacion externa, por lo tanto, la
reactividad de un sitio especifico es directamente proporcional a dicha variacion. Los
valores fueron determinados a través de un esquema poblacional de Hirshfeld y esta

definido de acuerdo con las siguientes ecuaciones [Hirshfeld, 1977]:

@ =[] = [22 )

suly — Loan ]U(?)

Se han propuesto tres tipos de funciones de Fukui, que estan definidas
dependiendo de la transferencia de electrones [Parr, 1984; Fukui, 1982]. Las funciones
condensadas de Fukui fueron calculadas utilizando un enfoque de diferencias finitas

propuesto por Yang y Mortier [Yang, 1986], de acuerdo con las siguientes expresiones:
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fi =N+ 1) —q,(N) para ataques nucleofilicos,
fr =axN) —q,(N—-1) para ataques electrofilicos,
o =[q(N+1)—qe(N—1)]/2 para ataques radicales,

donde, qx(N + 1), qx(N — 1), q,(N), denotan la poblacion electrénica del &tomo

k, en una especie catidnica, anidnica y neutra, respectivamente.

Isosuperficies de los Orbitales Moleculares Frontera HOMO y LUMO

Las isosuperficies de los orbitales moleculares frontera representan la
localizacion de la distribucion electronica de un sistema, por lo que fueron analizados
para conocer la influencia del sustituyente sobre la naturaleza de regiones
estructurales de los derivados del imidazol y nitroimidazol. Los orbitales moleculares
de mayor energia ocupados (HOMO), ilustran la ubicacién de la densidad de carga
electronica, lo cual sugiere sitios de interaccion susceptibles a ataques electrofilicos.
Por otro lado, los orbitales moleculares de menor energia desocupados (LUMO),
ilustran la ubicacion de la deficiencia de carga electronica, lo cual sugiere sitios de

interaccidn susceptibles a ataques nucleofilicos.

Modelado por Homologia

El modelado comparativo se basa en la construcciéon de un modelo enzimatico
tridimensional de alta calidad, a partir de la identificacion de estructuras molde con los

porcentajes mas altos de similitud de secuencia. En este caso, no se dispone de la
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estructura cristalizada de la enzima NADH-fumarato reductasa de Trypanosoma cruzi,
por lo que el modelado comparativo es de gran importancia para continuar con el
estudio, y consta de los procedimientos que seran explicados en las siguientes

secciones.

Seleccién de moldes y alineamiento estructural

Para identificar estructuras homologas a la enzima NADH-fumarato reductasa
de Trypanosoma cruzi, se recupero la secuencia de aminoacidos que estan reportados
en la base de datos del NCBI, con ID: XP_807320.1 [El-Sayed, 2005] y ID:
PWV10286.1 [Berna, 2018]. A partir de la secuencia bajo estudio, se realiz6 una
busqueda en la base de datos de secuencias de proteinas en Protein Data Bank
[Berman, 2000], con el proposito de identificar las estructuras homadlogas, por medio
de BLAST-P [Altschul, 1990]. Los resultados de dicha busqueda, identificaron cuatro
estructuras que mostraban una alta identidad de secuencia (PDB ID: 5GLG [Kim,
2018], PDB ID: 1KSU [Pankhurst, 2002], PDB ID: 1QJD [Taylor, 1999], y PDB ID: 1Q08
[Bamford, 1999]. Se realizé un alineamiento multiple de secuencia de la enzima NADH-
fumarato reductasa de Trypanosoma cruzi con cada uno de los moldes seleccionados,
utilizando la plataforma virtual MultAlin [Corpet, 1988], manteniendo los parametros
que estan seleccionados por defecto. Los alineamientos fueron inspeccionados y
ajustados manualmente para reducir los gaps e inserciones, asi como para asegurar

que los sitios cataliticos estuvieran conservados.
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Construccion del Modelo
Para generar los modelos correspondientes se utilizé el software MODELLER
9.21 [Webb, 2016], tomando como referencia los alineamientos con sus respectivos
moldes y las restricciones espaciales. Para realizar el modelado por homologia, se
utilizaron los cuatro moldes con mayor identidad de secuencia, lo cual permitio
incorporar flexibilidad en la proteina, ya que cada molde se encuentra en una
conformacion activa diferente:
e PDB ID: 1QJD, tiene cristalizado como ligando al malato, que es la forma
oxidada del fumarato.
e PDB ID: 1KSU, tiene cristalizado como ligando al fumarato, que es el ligando
de interés.
e PDB ID: 5GLG, tiene cristalizado como ligando al succinato, el cual es producto
de la reduccion del fumarato.
e PDB ID: 1Q08, no tiene ningun ligando cristalizado, es decir, se encuentra en

su forma inactiva.

Se modelaron diez mil modelos para cada uno de los cuatro moldes y fueron
seleccionados los mejores modelos, de acuerdo con la correlacion de la puntuaciéon
estadistica DOPE (Discrete Optimized Protein Energy) calculada por MODELLER 9.21
y los valores de desviacion media cuadratica (RMSD) calculados con el software ProFit
[McLachlan, 1982; Martin, (s. f.)]. Posteriormente, se evalu6 su calidad estereoquimica
utilizando PROCHECK [Laskowski, 1993] y se seleccionaron los mejores modelos, de

acuerdo con los graficos de Ramachandran.
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Optimizacion del Modelo
Los modelos seleccionados fueron refinados utilizando el software ModRefiner
[Xu, 2011], el cual realiza una busqueda conformacional en las cadenas laterales y
cadena principal de cada proteina mediante una minimizacién energética, con el
propésito de generar una estructura con mejor calidad fisica. Del mismo modo, se
verificO nuevamente la calidad estereoquimica de cada modelo a través de diagramas

de Ramachandran, utilizando PROCHECK [Laskowski, 1993].

Acoplamiento Molecular

Preparacion de los ligandos y del receptor
Los ligandos, las coenzimas (NADH y FAD) y las moléculas de referencia, fueron
tomadas de las geometrias optimizadas de los calculos de la estructura electronica.
Para el estudio del acoplamiento molecular, se llevé a cabo el proceso de preparacion
de los ligandos, asignando cargas, estados de protonacion y flexibilidad, utilizando
OpenBabel [O’Boyle, 2011]. Para el proceso de preparacion de los modelos
enzimaticos 5299(1KSU), 2735(1QJD), 4560(5GLG) y 9109(1Q08), se asignaron
estados de protonacion e hidrogenos faltantes, utilizando PROPKA3 [Sondergaard,
2011; Olsson, 2011], y se optimizaron las posiciones de los aminoacidos GLU, HIS y

ASP, asi como sus rotameros, mediante el servidor Molprobity [Williams, 2018].
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Estudios de Acoplamiento

El acoplamiento molecular se realiz6 utilizando el software AutodockVina 1.1.2
[Trott, 2010]. Se tomo6 como referencia la posicion del FAD cristalizado en los moldes,
con el propadsito de ubicar la posicion en la que NADH debe localizarse. Se realizaron
los primeros cuatro acoplamientos para formar los complejos NADH-FRD, utilizando la
coenzima NADH y los modelos de la enzima FRD que fueron generados en el
modelado por homologia: 5299 (del molde 1KSU), 2735 (del molde 1QJD), 4560 (del
molde 5GLG) y 9109 (del molde 1Q08).

Para cada modelo, se establecié una busqueda de espacio de acoplamiento
conformacional. El espacio de busqueda definido incluia todo el dominio catalitico, lo
gue garantizé que el analisis incluyera todos los posibles sitios de union dentro de este
dominio.

Para el modelo 5299 (1KSU) se definio el espacio de busqueda para cubrir una
region de anlisis tridimensional de 36Ax21Ax18A, centrada en x: 14.083, y: -2.972, z:
5.917. Para el modelo 2735 (1QJD) el espacio de busqueda fue
22.50Ax21.00Ax35.25A, centrada en x:26.417, y:32.861, z:64.361. Para el modelo
9109 (1QOS8) el espacio de busqueda fue 32Ax22Ax22A, centrada en x:39.417,
y:68.472, z:20.500. Para el modelo 4560(5GLG) el espacio de busqueda fue
24RAx26Ax28A, centrada en x:8.417, y:28.472, z:0.667.

Para realizar el acoplamiento molecular entre el complejo NADH-FRD vy los
ligandos, se seleccion6 el modelo 5299 (modelado por homologia a partir del molde
1KSU), debido a que es el tnico modelo que conservo el sitio de interaccion de FAD-

FRD de su respectivo molde. Para dichos acoplamientos, se utilizé una rejilla con
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dimensiones de 20Ax22Ax22A, centrada en x:6.500, y:5.111, z:10.556. Para analizar
los archivos de entrada y salida, se utiliz6 MGLTOOLS 1.5.6 [Sanner, 1999; Morris,
2009], y la seleccion de los mejores ligandos se realizé por medio de la energia de

acoplamiento y localizacion dimensional.

Validacién del protocolo de acoplamiento (redocking)

Para verificar y garantizar que la ubicacion del NADH es adecuada, se llevé a
cabo la validacion del protocolo de acoplamiento mediante Re-docking. El
procedimiento comprende la comparacion de la ubicacién espacial del complejo FAD-
1KU cristalizado (que fue descargado en la base de datos PDB), con la ubicacion de
la coenzima FAD acoplada al molde 1KSU y con la ubicacion de la coenzima FAD
acoplada al modelo 5299. Del mismo modo, se realiz6 la comparacion de la ubicacién
espacial de la coenzima NADH acoplada al molde 1KSU y la ubicacion de la coenzima
NADH acoplada al modelo 5299. Todas las comparaciones se realizaron por medio de
los valores de RMSD. En todos los casos se utilizo el software AutodockVina 1.1.2
[Trott, 2010] y una rejilla con dimensiones de 36Ax21Ax18A, centrada en x: 14.083, y:

-2.972,z:5.917.

Evaluacion del papel de las moléculas de agua dentro del sitio de unién de
NADH-fumarato reductasa

Estudios recientes sobre el disefio racional de farmacos han reportado que el

agua sirve de puente en diversas interacciones ligando-proteina [Morozenko, 2016;

Mitusinka, 2020; Juki€¢, 2017; Defelipe, 2018; Sridhar, 2017]. En este sentido, se
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postula que un ligando debe desplazar primero a las moléculas de agua de la zona
gue define su sitio de unidn para interactuar con la proteina. Sin embargo, algunas
moléculas de agua (también conocidas como no desplazables o conservadas)
interactian fuertemente y permanecen unidas a la proteina, afectando asi el
posicionamiento de los ligandos dentro del sitio de union y, en consecuencia, influyen
en la afinidad de unién del ligando [Morozenko, 2016; Mitusinka, 2020; Juki¢, 2017;
Defelipe, 2018; Sridhar, 2017]. Por lo tanto, antes de acoplar a los derivados del
imidazol y nitroimidazol al modelo 5299, se analizé la posible presencia de moléculas
de agua conservadas (no desplazables) dentro del sitio de union, que podrian influir
en el modo de unién y la afinidad de los ligandos.

Para este analisis se utilizaron los softwares WaterDock [Ross, 2012] y
WaterDock2 [Sridhar, 2017], debido a que el uso de ambos programas permite obtener
una estimacion mas completa y precisa de la presencia de moléculas de agua, dentro
del sitio de unién del ligando e identifican a las moléculas de agua desplazables y a
las moléculas de agua conservadas. Ademas, se seleccionaron estos programas
porque fueron disefiados y validados mediante el uso de datos cristalograficos
experimentales, mostrando una tasa de éxito extremadamente alta: 88% de precision
para WaterDock y 91% para WaterDock2.0 [Mitusinka, 2020].

WaterDock predice la ubicacion de las moléculas de agua conservadas sin la
presencia explicita del ligando; este programa es relevante porque realiza la prediccion
independientemente de la naturaleza del ligando. En cambio, WaterDock?2.0, predice

la ubicacion de las moléculas de agua conservadas con la presencia explicita del
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ligando e incluye datos de solvatacion de sus grupos funcionales [Mitusinka, 2020;

Sridhar, 2017; Ross, 2012].

METODOLOGIA: SECCION EXPERIMENTAL
Sintesis quimica

Sintesis de 2-(2-metil-1H-imidazol) acetato de metilo
En un matraz en agitacion, fueron disueltos 4 mL de metilboromoacetato en 30
mL de DMF y se afadieron 5.2 g de 2-metilimidazol y 11.2 g de carbonato de potasio.
La mezcla se colocé en agitacion a temperatura ambiente durante 48 horas y se
sometié a extracciones de agua:acetato de etilo, conservando la fase organica.
Después se elimind el disolvente para obtener las fracciones por cromatografia en
columna [Altana Pharma, 2006].
Sintesis del 4-cloro-1-ftalazinacarbonitrilo
En un matraz sellado en agitacién, se colocaron (en medio inerte durante 10
minutos) 0.1 g de 1,4-dicloroftalazina, 0.02585 g de cianuro de sodio y 1 mL de DMF
anhidro. Posteriormente, se coloco en calentamiento a 120-130 °C durante 24 horas.
Se dejo enfriar en agitacion constante, se diluy6 con cloruro de amonio saturado y se
extrajo acetato de etilo. Una vez evaporado el disolvente, se lavd el producto con
salmuera, para purificarlo por cromatografia, en un medio de eluciéon acetato de

etilo:hexano (2:8). [Babu, 2016; Cee, 2014].
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RESULTADOS Y DISCUSION: SECCION TEORICA
Parametros farmacocinéticos y prediccion toxicolégica

Para realizar el disefio de los derivados del imidazol y nitroimidazol, se conservo
como estructura fundamental el anillo imidazol, de acuerdo con el modelo teorico
establecido [Campos-Fernandez, 2017 & 2019]. Se le realizaron modificaciones
estructurales en los sustituyentes R9, R1 y R2, tomando como referencia al
benznidazol (BNZ), a las moléculas cabeza de serie, asi como, a las moléculas que
han sido reportadas como activas en la literatura [Turrens, 1996; Sanchez-Moreno,
2011; Romero, 2017; De Andrade, 2015; Papadopoulou, 2016].

En la Tablas 1 y 2, se muestran los resultados de las predicciones
farmacocinéticas (de acuerdo con las reglas de Lipinski) y las predicciones de toxicidad
(efectos mutagénicos, tumorigénicos, de irritabilidad y reproductivos) del BNZ,
moléculas cabeza de serie, moléculas de referencia y moléculas disefiadas. Las
predicciones de toxicidad se realizaron utilizando la plataforma virtual de Osiris
Molecular [Sander, T], y la prediccion de sus propiedades farmacocinéticas se realizo
empleando la plataforma virtual Molinspiration [Molinspiration Cheminformatics free
web services].

Como se puede observar en la Tabla 1, el BNZ y el metronidazol poseen un
potencial riesgo reproductivo, lo cual coincide con lo reportado en la literatura [FDA,
2017], donde se menciona que el BNZ y algunos nitroimidazoles podrian ocasionar
toxicidad embriofetal e infertilidad masculina [Von Trompowsky, 2019; FDA, 2017], por

lo que fueron sefialados en fondo color rojo. Asimismo, los resultados de la prediccion
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farmacocinética muestran que las moléculas de referencia y las moléculas cabeza de
serie, poseen buena biodisponibilidad, de acuerdo con lo descrito por Lipinski [Lipinski,

1997].

Tabla 1. Parametros farmacocinéticos y prediccion de toxicidad para nitroimidazoles de referencia y
moléculas cabeza de serie.

Donadores de Aceptores de Masa
Molécula M* T R* I* LogP* Puentes de Puentes de Molecular
Hidrégeno** Hidrégeno**
NITROIMIDAZOLES DE REFERENCIA
BNZ . Ata 078 1 7 260.25
Metronidazol = Alta -0.47 1 6 171.16
MOLECULAS CABEZA DE SERIE
M3 0.67 1 7 274.28
M35m 1.00 1 7 274.28
M2 0.96 1 8 290.28
M7D e —— 1.37 0 7 278.29

M=Mutagenicidad; T=Tumorigenicidad, R=Efectos en la reproduccion, I=Irritabilidad. * Valores obtenidos en
[Sander, T]. ** Valores obtenidos en [Molinspiration Cheminformatics free web services].
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Tabla 2. Parametros farmacocinéticos y prediccion de toxicidad para derivados de imidazoles y
nitroimidazoles.

Donadores de

Aceptores de

Molécula M* T R* I* Log P** puentes de puentes de Moll\(/laizla;r**
Hidrogeno** Hidrégeno**

SERIE 1
S1-1 - - 0.50 1 4 215.26
S1-2 - - - == -1.23 1 6 205.22
S1-3 - _— - e -2.05 1 7 247.26
S1-4 - — - - -1.58 2 8 248.25
S1-5 == --- --- - -0.94 2 8 352.40
S1-6 - - 0.27 1 6 255.28
S1-7 - - 0.12 1 6 237.33
S1-8 0.14 3 7 282.31
S1-9 - - - oo -1.37 1 7 206.21
S1-10 -1.76 1 7 206.21

SERIE 2
S2-1 - - 0.59 1 4 229.28
S2-2 - - - oo -1.14 1 6 219.25
S2-3 - _— - === -1.96 1 7 261.29
S2-4 -2.04 2 8 247.61
S2-5 -0.76 2 8 352.38
S2-5B === - - - -0.63 2 8 380.45
S2-6 0.36 1 6 269.31
S2-7 - - 0.21 1 6 281.32
S2-8 0.23 3 7 296.33
S2-9 = - --- - -1.28 1 7 220.24
S2-10 = - --- - -1.68 1 7 220.24

SERIE 3
S3-1 - - 0.72 1 4 229.28
S3-2 - — - _— -1.01 1 6 219.25
S3-3 - == == e -1.83 1 7 261.29
S3-4 - == == e -1.90 2 8 276.30
S3-5 == Eas S - -0.50 2 8 380.45
S3-6 - - 0.49 1 6 269.31
S3-7 - - 0.34 1 6 281.32
S3-8 0.36 3 7 296.33
S3-9 = == — - -1.15 1 7 220.24
S3-10 - _— - e -1.54 1 7 220.24

M=Mutagenicidad; T=Tumorigenicidad, R=Efectos en la reproduccion, I=Irritabilidad. * Valores obtenidos en
[Sander, T]. ** Valores obtenidos en [Molinspiration Cheminformatics free web services].

39



Doctorado en Biologia Experimental Universidad Auténoma Metropolitana-lztapalapa

Tabla 2 (Continuacién). Parametros farmacocinéticos y prediccion de toxicidad para derivados de
imidazoles y nitroimidazoles

Donadores de Aceptores de Masa

Molécula M* T* R* I*  Log P** puentes de puentes de Molecular**

Hidrégeno** Hidrégeno**
SERIE 4
S4-1 0.88 1 5 245.28
S4-2 -0.85 1 7 235.25
S4-3 -1.67 1 8 277.28
S4-4 -1.75 2 9 292.30
S4-5 -0.18 2 10 412.45
S4-5B -0.38 2 10 412.15
S4-6 0.65 1 7 285.31
S4-7 0.50 1 7 297.32
S4-8 0.52 3 8 312.33
S4-9 -0.99 1 8 236.24
S4-10 - - - === -1.39 1 8 236.24
SERIE 5
S5-1 1.28 0 4 233.30
S5-2 1.20 0 4 219.27
S5-3 1.42 0 4 233.30
S5-4 1.57 0 5 249.29
S5-5 0.00 0 6 223.26
S5-6 -0.39 0 6 223.26
NITROIMIDAZOLES

2NS1-6 - --- 0.55 1 9 300.28
2NS1-8 - --- --- --- 0.42 3 10 327.30
2NS3-6 0.77 1 314.31
2NS3-7 - --- 0.62 1 9 326.32
2NS3-8 - --- - --- 0.64 3 10 341.33
2NS5-2 1.48 0 7 264.27
2NS5-3 - --- 1.70 0 7 278.29
5NS2-6 0.44 1 9 314.31
5NS2-7 0.29 1 9 326.32
5NS2-8 0.31 3 10 341.33
5NS4-6 - --- - --- 0.73 1 10 330.30
5NS4-7 0.58 1 10 342.31
5NS4-8 0.60 3 11 357.33
5NS5-4 - --- 1.66 0 8 294.29
5NS5-5 0.08 0 9 268.26

M=Mutagenicidad; T=Tumorigenicidad, R=Efectos en la reproduccion, I|=Irritabilidad. * Valores obtenidos en
[Sander, T]. ** Valores obtenidos en [Molinspiration Cheminformatics free web services].
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En la Tabla 2 se muestra que los derivados del imidazol y nitroimidazol
disefiados no presentaron toxicidad, de acuerdo con los resultados de la prediccion
toxicoldgica. Por otro lado, conforme a los resultados de la prediccién farmacocinética,
las moléculas con valores negativos en el coeficiente de particion (Log P) y 10
aceptores de puentes de hidrégeno, fueron sefialadas en color rojo y descartadas para
continuar el estudio, debido a que podrian presentar dificultades para que el farmaco
se absorba correctamente, de acuerdo con las reglas descritas por Lipinski [Lipinski,
1997].

A partir de los resultados obtenidos se seleccionaron 31 estructuras, que
comprenden 4 series, como se pueden observar en las Figuras 9y 10.

e La primera serie corresponde a las moléculas derivadas del 2-
nitroimidazol, las cuales poseen diferentes sustituyentes R2 unidos al C5
del anillo imidazol.

e La segunda serie, corresponde a las moléculas derivadas del 5-
nitroimidazol con diferentes sustituyentes R1 unidos al C2 del anillo
imidazol.

e La tercera serie corresponde a las moléculas derivadas del imidazol no
nitradas, con sustituyentes R1 unidos al C2 del anillo imidazol.

e La cuarta serie, corresponde a las moléculas derivadas del imidazol no

nitradas, con sustituyentes R2 unidos al C5 del anillo imidazol.

Todas las series fueron organizadas en filas de acuerdo con su sustituyente R9,

y en columnas, de acuerdo con su sustituyente R1 y R2, respectivamente.
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Figura 9. Estructuras del BNZL, moléculas de referencia y moléculas derivadas del nitroimidazol

seleccionadas, de acuerdo con los resultados de los parametros farmacocinéticos y de la

prediccion de toxicidad.
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Figura 10. Estructuras de moléculas derivadas del imidazol seleccionadas, de
acuerdo con los resultados de los parametros farmacocinéticos y de la prediccion
de toxicidad.
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Calculos de la estructura electréonica

En las Figuras 11y 12, se pueden observar las geometrias optimizadas de las
moléculas derivadas del imidazol y nitroimidazol, las cuales fueron comparadas con
los datos experimentales de rayos-X que se encuentran disponibles en la literatura

[Soares-Sobrinho, 2008; Campos-Fernandez, 2019].
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Figura 11. Geometrias de derivados de 2-nitroimidazol y 5-nitroimidazol, optimizadas a
nivel de teoria M06-2X/6-311+G(d,p) en fase acuosa.
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Figura 12. Geometrias de derivados de imidazol no nitrados, optimizadas a nivel de teoria M06-2X/6—

311+G(d,p) en fase acuosa.
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Con el propoésito de analizar la reactividad quimica de las moléculas estudiadas,

se determind la afinidad protonica (AP), el descriptor de estabilidad SESE y los

descriptores quimico-cuénticos globales: dureza quimica (), potencial de ionizacion

(), indice de electrofilia (o) e indice de aromaticidad (A). La Tabla 3 muestra los valores

de dichos descriptores, los cuales seran analizados en su respectiva seccion.

Tabla 3. Descriptores quimicos-cuanticos para moléculas de referencia y derivados del imidazol y

nitroimidazol, a nivel de teoria M06-2X/6—-311++G(2df,2p) //6—311+G(d,p) en fase acuosa.

Molécula AP n [ o SESE A
(kcal/mol) (eV) (eV) (eV) (kcal/mol) (eV)

o @ [BNZ* 15.37 10.18 6.83 0.15 -0.47 0.24
A Vi 8.21 10.09 6.88 0.17 10.23 0.18
g8 < |M35m 14.67 10.18 6.88 0.16 -0.70 0.08
g E M2*+ 12.92 10.01 6.82 0.16 0.42 0.16
M7D** 8.92 10.46 7.20 0.19 7.66 0.20
S1-1 -0.15 7.36 6.47 053 - 0.31
S1-6 0.24 7.69 6.54 047 - 0.07
S1-7 -0.04 8.60 6.46 027 - 0.41
S1-8 0.05 8.39 6.45 030 - 0.21
S2-1 -2.36 7.18 6.22 048 - 0.68
S2-6 -2.40 7.39 6.24 044 0.15
S2-7 -2.51 8.37 6.22 025 - 0.69
S2-8 -2.29 8.16 6.22 028 - 0.08

@ |S3-1 -1.91 7.15 6.19 048 - 0.71
° [s36 -0.58 7.39 6.21 043 0.21
8 [s37 -1.18 8.33 6.19 025 - 0.73
£ |S3-8 -1.30 8.12 6.19 028 - 0.10
- [s41 1.80 6.96 6.02 046 - 1.01
S4-6 2.34 7.19 6.04 042 0.39
S4-7 1.79 8.16 6.02 023 0.92
S4-8 1.80 7.95 6.02 026 - 0.30
S5-1 -0.39 8.05 6.37 034 0.96
S5-2 1.61 8.26 6.58 036 - 0.78
S5-3 0.78 8.01 6.32 034 0.99
S5-4 3.73 7.83 6.16 032 1.11
S5-5 1.02 8.25 6.48 034 1.15
2NS5-2 16.86 10.78 7.38 0.18 -2.02 0.08
2NS1-6 16.60 9.89 6.55 0.13 2.40 0.11

®  [2NS5-3 16.69 10.40 7.02 0.16 -2.03 0.32
'S [2NS3-6 16.11 9.85 6.54 0.13 0.88 0.11
S  [2NS3-7 14.94 10.51 7.22 0.18 -1.44 0.15
E  [BNS2-6 8.47 9.75 6.53 0.14 10.44 0.07
S PBNS2-7 8.70 10.27 7.04 0.18 8.45 0.40
Z  |BNS5-5 11.05 10.73 7.39 0.19 6.58 0.39
5NS1-1 11.17 10.17 6.91 0.16 11.20 0.16
5NS5-4 14.18 10.23 6.97 0.17 -0.27 0.25

* Valores obtenidos de la referencia. [Campos-Fernandez, 2019]. ** Valores obtenidos de la referencia [Campos-
Fernandez, 2017]. eV= electron Volts.
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Afinidad Protonica (AP)

La afinidad proténica (AP) es un descriptor local que determina la basicidad del
atomo N3 del anillo imidazol mediante las reacciones isodésmicas, donde los valores
obtenidos son el resultado de la diferencia entre la energia de la molécula neutra y la
energia de la molécula protonada, conservando el mismo numero de enlaces de
ambos lados de la reaccién, con lo que se eliminan los errores.

En la Tabla 3 y Grafica 1, se muestran los valores de afinidad protonica del
atomo N3 de las moléculas de referencia, asi como de sus derivados nitrados y no
nitrados, con respecto a la influencia de sus respectivos sustituyentes R9. Valores

energéticos altos implican una mayor basicidad.

18.00
15.00
12.00

9.00

Afinidad proténica, AP (kcal/mol)
w o
o o
o o

0.00

-3.00

Graéfica 1. Afinidades protdnicas para derivados de imidazol y nitroimidazol, a nivel de teoria M06-2X/6—
311++G(2df,2p) //6—311+G(d,p) en fase acuosa.
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Como se puede observar en la Grafica 1, el BNZL y sus derivados 2-
nitroimidazol: 2NS5-2, 2NS5-3, 2NS1-6, 2NS3-6, 2NS3-7 y M35m, poseen los valores
de afinidad proténica mas altos, lo que indica que los atomos de N3 de dichas
estructuras poseen mayor basicidad que sus analogos 5-nitroimidazol: 5NS5-4, M2,
5NS1-1, M7D, 5NS2-6 y M3. Este comportamiento podria deberse a que los 2-
nitroimidazol tienen mayor proximidad del grupo nitro al &tomo de N3, y como
consecuencia, es mayor la influencia ejercida por los efectos inductivos y de
resonancia.

Cabe destacar que, en todos los casos, la presencia del grupo metilo en los
sustituyentes R1 (para los 5-nitroimidazoles) y R2 (para los 2-nitroimidazoles),
disminuye los valores de afinidad protonica. En contraste, la basicidad del atomo de
N3 aumenta con la presencia del grupo metoxilo (metil éter) en los sustituyentes R1.

Por otro lado, los derivados del imidazol no nitrados tienen los valores mas bajos
de afinidad protoénica, lo que indica que la presencia del grupo nitro es crucial para
preservar la basicidad del &tomo de N3. Estos resultados concuerdan con estudios

semejantes reportados previamente [Campos-Fernandez, 2017].

Dureza quimica (n)
La dureza quimica (n) es un descriptor de reactividad global, en el que los
valores de energia mas altos estan relacionados con moléculas mas estables, es decir,

menos reactivas.
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Grafica 2. Valores de dureza quimica (n) para derivados de imidazol y nitroimidazol, a nivel de teoria

MO06-2X/6—-311++G(2df,2p) //6—-311+G(d,p) en fase acuosa.

—

Los resultados de la Tabla 3 y Grafica 2 muestran que el BNZ y las moléculas
nitradas tienen valores mayores de dureza quimica en comparacion con sus
respectivos analogos no nitrados, lo que sugiere que son las moléculas mas estables.
Sin embargo, dicha estabilidad disminuye por la presencia del benzimidazol en el
sustituyente R9, como se observa en las moléculas 2NS1-6, 2NS3-6 y 5NS2-6, en
comparacién con sus analogas, las moléculas cabeza de serie BNZ, M35m y M3.

Por otro lado, se observa que los imidazoles no nitrados que poseen el grupo
ftalazina en el sustituyente R9 (S1-7, S1-8, S2-7, S3-7, S4-7, S2-8, S3-8 y S4-8), tienen
valores mas altos de dureza quimica que sus analogos con sustituyente benzimidazol
(S1-6, S2-6, S3-6) o grupos bencilicos (S1-1, S2-1, S3-1, S4-1). Estos resultados
indican que la presencia del grupo ftalazina en el sustituyente R9 confiere mayor

estabilidad a los derivados de imidazol no nitrados.
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Potencial de ionizacion (1)

El potencial de ionizacion (1) es un descriptor global que mantiene una relacion
directamente proporcional entre los valores energéticos obtenidos, con la estabilidad
de las moléculas analizadas, debido a que representa la energia necesaria para que
una molécula pueda liberar un electrén; es decir, si los valores son menores, la
liberacion del electron se dara con mayor facilidad, por lo tanto, tendra un mayor efecto
oxidativo; si los valores son mayores, la liberacién del electron serd menos factible, por

lo tanto, el efecto oxidativo sera menor.
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Grafica 3. Valores de potencial de ionizacién (l) para derivados de imidazol y nitroimidazol, a nivel de
teoria M06-2X/6-311++G(2df,2p) //6—311+G(d,p) en fase acuosa.

En la Tabla 3 y Grafica 3 se puede observar que las moléculas derivadas del

nitroimidazol poseen los valores de potencial de ionizacibn mas altos, por lo que la
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presencia del grupo nitro puede relacionarse con mayor estabilidad estructural. Tal es
el caso de las moléculas cabeza de serie: BNZ, M3, M35m y M2, las cuales, tienen
valores mayores de potencial de ionizacidon que sus respectivos analogos imidazoles
no nitrados: S1-1, S2-1, S3-1 y M2. Estos resultados coinciden con lo observado en la
dureza quimica.

Asimismo, se observa que las moléculas S5-2, S1-6, S1-1, S1-7 y S1-8, tienen
valores de potencial de ionizacién mas altos que sus analogos derivados de imidazol
no nitrados, lo que sugiere que la presencia del sustituyente R1= H, aumenta la

estabilidad estructural de dichas moléculas.

indice de electrofilia (®)

El indice de electrofilia esta definido como la capacidad de una molécula de
aceptar carga electrénica, por lo que puede relacionarse con la reactividad global del
sistema.

En la Tabla 3 y Grafica 4 se puede observar que el BNZ y los derivados del
nitroimidazol tienen los valores mas bajos de indice de electrofilia, lo que sugiere que
las estructuras nitradas son menos susceptibles de aceptar carga electronica que los
derivados del imidazol no nitrados. Este comportamiento concuerda con los resultados
de la dureza quimica y el potencial de ionizacién, lo cual comprueba que la presencia
del grupo nitro modifica la estructura electrénica de las moléculas y por consecuencia,

en sus propiedades de reactividad.
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Del mismo modo, se puede observar que los imidazoles no nitrados con el grupo
ftalazina en el sustituyente R9, poseen los valores de electrofilia mas bajos de su
respectiva serie, lo que indica que esta estructura confiere mayor estabilidad a dichas

moléculas, lo cual coincide con los resultados de dureza quimica.
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Grafica 4. Valores de indice de electrofilia (w) para derivados de imidazol y nitroimidazol, a nivel de
teoria M06-2X/6-311++G(2df,2p) //6—-311+G(d,p) en fase acuosa.

Considerando que la toxicidad es un parametro critico en el disefio de farmacos,
en las ultimas décadas Roy et al. [Roy, 2005 & 2006], han realizado estudios en donde
correlacionaron el indice de electrofilia con datos experimentales de toxicidad de

diversos grupos de moléculas organicas. Valores altos estan relacionados con mayor
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probabilidad de formar enlaces covalentes con el DNA, lo cual podria causar
mutaciones y dafio genético [LoPachin, 2019].

En este sentido, en la Tabla 3 y Grafica 4 se puede observar que las moléculas
no nitradas S1-1, S1-6, S2-1, S2-6, S3-1, S3-6 y S4-1 tienen los valores mas altos de
indice de electrofilia, por lo que podrian considerarse como las moléculas con mayor
probabilidad de ocasionar mutaciones genéticas, mientras que, las estructuras
nitradas, asi como S1-8, S2-8, S3-8 y S4-8, poseen los valores mas bajos, por lo que

pueden considerarse como las estructuras menos mutagénicas de este estudio.

indice de aromaticidad (A)

El indice de aromaticidad (A) es un descriptor global que predice indirectamente
la carcinogenicidad de un compuesto, cuando tiene anillos aromaticos en su
estructura. De acuerdo con los indices de Barone [Barone, 1996; Braga, 1999], una
molécula con estructura diferente al pireno es considerada carcinogénica, si los valores
obtenidos son mayores que 0.36 eV.

En este sentido, en la Tabla 3 y Grafica 5, se muestra que las moléculas S2-1,
S3-1y S4-1 tienen los valores mas altos de A, por lo que estas moléculas son las mas
aromaticas del estudio y, por lo tanto, podrian considerarse como las mas
carcinogénicas. En cambio, se observa que las moléculas 5NS2-6, S1-6, 2NS5-2, S2-
8, S3-8, M35m, 2NS1-6 y 2NS3-6 poseen los valores mas bajos, lo que indica que
pueden considerarse como las estructuras con menor probabilidad de presentar

carcinogenicidad.
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Las moléculas con valores por encima de 0.36 eV fueron descartadas para

continuar los estudios de acoplamiento molecular.
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Grafica 5. Valores de indice de aromaticidad (A) para derivados de imidazol y nitroimidazol, a nivel de
teoria M06-2X/6—-311++G(2df,2p) //6—311+G(d,p) en fase acuosa.

Descriptor de estabilidad SESE
Con el propésito de analizar la influencia de los sustituyentes R9 y el grupo nitro
en la estabilidad y reactividad quimica de los derivados de imidazol y nitroimidazol, se
realizo la evaluacion energética de las moléculas bajo estudio por medio del descriptor
de estabilidad SESE, donde, los valores SESE < 0 indican una mayor estabilidad
energética.
En la Tabla 3, se puede observar que los 2-nitroimidazoles que poseen el

sustituyente R9 con grupos funcionales mercaptopiridina, bencilo y ftalazina (2NS5-2,
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2NS5-3 y 2NS3-7-asi como BNZ, M35m), son las moléculas energéticamente mas
estables, debido a que tienen valores negativos del descriptor SESE.

Por otro lado, la estabilidad de los nitroimidazoles disminuye cuando el grupo
nitro se encuentra en la posicién 5, como se observa en las moléculas M7D, M3, 5NS2-
6 y 5NS1-1, lo que indica que las moléculas de 5-nitroimidazol son menos estables
que los 2-nitroimidazoles. Estos resultados concuerdan con lo analizado en los

descriptores de reactividad global: dureza quimica y el potencial de ionizacion.

Cargas atémicas

En la farmacologia, es importante conocer la distribucion de carga de las
moléculas de interés, debido a que la identificacion de los sitios reactivos puede
otorgar informacién relevante para determinar las posibles interacciones intra e
intermoleculares.

La Tabla 4 muestra los valores de las cargas atomicas de los derivados del
imidazol y nitroimidazol para los atomos: N1, C2, N3, C4, C5, asi como, del
sustituyente R9 y el grupo funcional NO2, con el propésito de identificar los sitios
reactivos del sistema.

Como se puede observar, las cargas negativas estan localizadas en el atomo
N3 y en el grupo NO2, mientras que las cargas positivas estan localizadas en los
atomos C2, C4 y en los sustituyentes R9, excepto en el caso de S3-6 y 5NS1-1. Del
mismo modo, los resultados indican que, en todas las moléculas, los atomos N3 tienen
valores mas negativos que las cargas atdmicas de los atomos N1, lo que concuerda

con las propiedades anfoteras del imidazol reportadas en la literatura [Bhatnagar,
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2011; Richaud 2011 & 2010; Paquette, 1999; Shalini, 2010] y en estudios anteriores

[Campos-Fernandez, 2017].

Tabla 4. Cargas atomicas para derivados del imidazol y nitroimidazol a nivel de teoria M06-2X/6-
311++G(2df,2p) // M06-2X/6-311+G(d,p) en fase acuosa.

Molécula N1 Cc2 N3 C4 C5 o7 08 R9 NO2
BNZ* 0.314 0.201 -0.595 0.221 -0.347 -0.511 -0.528 0.072 -0.212
M3** 0.257 0.444 -0.683 0.269 -0.357 -0.558 -0.564 0.050 -0.169
M35m -0.228 0.432 -0.604 0.059 0.143 -0.489 -0.453 0.308 -0.309
M2** 0.075 0.706 -0.649 0.207 -0.316 -0.569 -0.581 0.100 -0.191
M7D** -0.021 0.545 -0.683 0.244 -0.243 -0.547 -0.556 0.167 -0.183
S1-1 0.291 0.167 -0.685 0.220 -0471 - - 0.028 -
S1-6 0.300 0.147 -0.680 0.199 -0419 - - 0.030 -
S1-7 0.169 0.212 -0.694 0.215 -0.392 - e 0.098 -
S1-8 0.172 0.211 -0.694 0.212 -0.388 @ - - 0.098 -
S2-1 -0.039 0.525 -0.738 0.171 -0395 - e 0.200 -
S2-6 0.229 0.408 -0.727 0.152 -0449 - e 0.047 -
S2-7 0.128 0.455 -0.732 0.152 -0409 - e 0.103 -
S2-8 0.121 0.446 -0.732 0.152 -0.398 - e 0.105 -
S3-1 -0.074 0.235 -0.689 0.060 0.060 - - 0.182 -
S3-6 0.250 0.135 -0.678 0.073 -0.106 - - -0.002 -
S3-7 0.093 0.192 -0.680 0.046 0014 - 0.087 -
S3-8 0.082 0.189 -0.677 0.046 0.002 - - 0.101 = -
S4-1 0.027 0.682 -0.677 0.052 -0.378 - e 0.116 -
S4-6 0.039 0.681 -0.679 0.052 -0.398 - e 0.120 -
S4-7 -0.100 0.756 -0.690 0.051 -0.336 @ - e 0.184 -
S4-8 -0.068 0.743 -0.695 0.075 -0.365 @ - - 0172 -
S5-1 0.129 0.454 -0.724 0.191 -0.402 - - 0.058 -
S5-2 0.191 0.234 -0.685 0.235 -0394 - e 0.041 -
S5-3 0.104 0.240 -0.684 0.100 -0.042 - - 0.048 -
S5-4 -0.026 0.728 -0.680 0.097 -0.372 - e 0.108 -
S5-5 0.188 0.395 -0.723 0.249 -0436 - - 0.006 -
2NS5-2 0.280 0.242 -0.575 0.201 -0.273 -0.459 -0.419 0.062 -0.244
2NS1-6 0.367 0.178 -0.585 0.222 -0.355 -0.486 -0.477 0.022 -0.194
2NS5-3 0.026 0.339 -0.579 0.078 0.059 -0.467 -0.426 0.132 -0.279
2NS3-6 0.226 0.177 -0.567 0.080 -0.002 -0.504 -0.483 0.059 -0.205
2NS3-7 0.158 0.183 -0.560 0.062 0.030 -0.525 -0.531 0.122 -0.230
5NS2-6 0.167 0.461 -0.681 0.236 -0.271 -0.487 -0.546 0.068 -0.186
5NS2-7 0.098 0.469 -0.681 0.235 -0.197 -0.545 -0.488 0.111 -0.231
5NS5-5 0.228 0.468 -0.671 0.252 -0.244 -0.509 -0.477 -0.027 -0200
5NS1-1 0.378 0.228 -0.630 0.259 -0.328 -0.540 -0.509 -0.023 -0.148
5NS5-4 -0.045 0.778 -0.683 0.209 -0.209 -0.524 -0.453 0.177 -0.236

Las cargas atdmicas de los atomos y grupos funcionales estdn dadas en unidades atomicas (u.a)
* Valores obtenidos de la Ref. [Campos-Fernandez, 2019]. ** Valores obtenidos de la Ref. [Campos-Fernandez,

2017).
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También, es posible observar que, las cargas atomicas de los atomos N1, N3,
C5 y del sustituyente R9, se modifican debido a la presencia del grupo nitro y de sus
sustituyentes R1=-CHs y R2= -OCHs, como se muestra para las moléculas cabeza de
serie BNZ, M3, M35m y M2, con respecto a sus respectivos analogos imidazoles no
nitrados: S1-1, S2-1, S3-1y S4-1.

Es importante mencionar que, los &tomos de N3 para los derivados del imidazol
no nitrados, tienen valores mas negativos que los derivados del nitroimidazol; estos
resultados ilustran que el efecto electro-atractor del grupo NO2 es mas fuerte que el
efecto del sustituyente R9. Del mismo modo, en el caso de los nitroimidazoles, las
cargas atomicas de los atomos C2 y C5 se ven afectadas por la presencia del grupo
nitro en la posicion dos, mientras que las cargas atomicas de los atomos C4 se ven
afectadas principalmente por la presencia del grupo nitro en la posicion cinco del anillo
de imidazol, respectivamente.

Cabe destacar que, en los derivados del 2-nitroimidazol, el sustituyente R2 tiene
una importante influencia sobre las cargas del N1y R9, ya que, cuando el sustituyente
R2=H (como en el caso del BNZ), el &omo N1 posee un valor de carga positivo; en
contraste, cuando R2= CHs (como en el caso de la molécula M35m), el N1 tiene un
valor de carga negativo. Estos resultados estan relacionados con las caracteristicas
electrdfilas del grupo nitro, las cuales no son equilibradas cuando el sustituyente R2

es hidrogeno.
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Funcion condensada de Fukui

La funcion condensada de Fukui es un descriptor local obtenido mediante el
analisis poblacional de las cargas atomicas de Hirshfeld [Hirshfeld, 1977], el cual,
permite analizar los sitios de interaccion en regiones especificas de una molécula y
relacionar a los atomos que son potenciales sitios reactivos para ataques electrofilicos,
nucleofilicos o radicales, respectivamente.

La Tabla 5 muestra los valores de la funcion Fukui, para los &tomos C2, N3, C4,
C5, N6, O7 y 08, asi como del sustituyente R9, de las moléculas de referencia, los
derivados del imidazol y derivados del nitroimidazol.

Como se puede observar, para los derivados del imidazol no nitrados, la funcién
negativa (f ~) se encuentra principalmente en los atomos C2, N3, C4 y C5, y, para los
derivados de nitroimidazol, asi como para las moléculas S1-6 y S1-8, se localiza
principalmente en el sustituyente R9, lo que indica que estos sitios pueden sufrir
posibles ataques electrofilicos.

Por otro lado, la funcién positiva (f*) para los derivados de nitroimidazol esta
localizada principalmente en los &tomos N6, O7 y 08, y para los derivados del imidazol
no nitrados, se localiza en el sustituyente R9, lo cual indica que estos sitios podrian
sufrir ataques nucleofilicos.

Los valores de la funcién radical (f°) para los derivados del imidazol no nitrados
se localizan en los atomos C4 y C5, y, para los derivados de nitroimidazol, en los

atomos O7 y 08, lo que sugiere posibles ataques radicales.
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Tabla 5. Funcion condensada de Fukui para derivados del imidazol y nitroimidazol, a nivel de teoria M06-2X/6-
311++G(2df,2p) / / M06-2X/6-311+G(d,p) en fase acuosa.

F- R fo
Mol C2 N3 ___C4 O RO | N6 _O7 08 R9 | C4_ 5 o7 o8
BNZ* 8'13? 0164 0245 0212 - | 0027 0034 0123 0.106
M3+ 8'12’? 0159 0229 0192 -~ | 0051 0013 0115 0.097
M35m | 0132 0065 0188 0145 - | 0163 0239 0196 - | 0121 0099 0158 0.129
M2** | 0078 0087 0115 0141 - | 0156 0223 0191 - | 0113 0085 0159 0.129
M7D | 0109 0085 0135 0162 -— | 0160 0230 0198 -- | 0118 0094 0164 0.133
S1-1 | 0461 0090 0202 0216 - | e e e 8122 0102 0108 -
0.123 0.129
51-6 S X N e £ = N A
0.142 0.109
51-8 S ¥ U 2 A 2 v N A
0.141
S21 | 0123 0087 0197 0208 - | -~ - - 019110009 0105 -
S2:6 | 0122 0088 0196 0210  -- | e e e 8'122 0099 0105 - e
S2-8 | 0123 0088 0197 0210  -- | e e e 8'182 0099 0105 - e
0.142
S31 | 0158 0089 0199 0167 - | -~ - - 079210101 0084 o
S36 | 0160 0089 0199 0168 - | e e e 812‘3 0100 0084 - e
S38 | 0158 0089 0199 0167 < | e e e 8'182 0100 0084 - -
0.147
S41 | 0094 0091 0183 0197 - | — - 079110002 0099 o
S4-8 | 0094 0091 0183 0198 < | e e oo 8'183 0092 0099 - -
S5-1 | 0116 0087 0194 0202  -- | e e e 8'12“11 0100 0102 - e
INS52 | e e 8'122 0162 0244 0206 -— | 0029 0031 0129 0.107
ONSI6 | oo e e e 8%2 0155 0225 0193 -- | 0.027 0036 0116 0.098
2NS5-3 | 0125 - 0187 0141 - 0160 0240 0201 - | 0.069 0061 0159 0.131
INS3-6 | o e 8'133 0153 0222 0190 -- | 0.028 0028 0115 0.096
INS3-7 | 0.058 0034 0083 0067 8'8?2 0156 0226 0191 - | - - 0127 0110
BNS2-6 | cor e e e 8'12% 0159 0227 0184 - | 0051 0012 0115 0.092
BNSL1-L | e e e e 8'1‘7"3 0156 0221 0197 - | 0049 0011 0114 0.101
5NS54 | 0.070 0083 0107 0134 0099 0154 0225 0196 - | 0106 0077 0161 0132

* Valores obtenidos de la Ref. [Campos-Fernandez, 2019]. ** Valores obtenidos de la Ref. [Campos-Fernandez, 2017].
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De manera general, en la Tabla 5 se muestra que los principales sitios reactivos
de los nitroimidazoles estan localizados en el grupo nitro (para la funciéon positiva (1))
y en el anillo aromatico de su respectivo sustituyente R9 (para la funcién negativa (f 7)).
Por otro lado, los principales sitios reactivos para los analogos del imidazol no nitrados,
estan localizados en el C4 y C5 del anillo imidazol (para la funcion negativa (f 7)), y en
el anillo aromatico de su respectivo sustituyente R9 (para la funcion positiva (f1)).

Por este motivo, en la Figura 13, fueron organizadas las estructuras de las
moléculas cabeza de serie y sus respectivos analogos derivados del imidazol no
nitrados, con el proposito de comparar la ubicacion de los sitios reactivos mas
representativos y la influencia del grupo nitro en su reactividad estructural.

Como se puede observar en la Figura 13 y Tabla 5, las regiones susceptibles
de sufrir ataques nucleofilicos, electréfilos y radicales, cambian de posicion debido a
la presencia del grupo nitro. Un ejemplo de este comportamiento es el caso del BNZ y
su analogo S1-1, la molécula M3 y su analogo S2-1, asi como en los derivados del
nitroimidazol y sus respectivos analogos no nitrados (excepto M35m, M2 y M7D),
donde el sustituyente R9 es susceptible a ataques electrofilicos para los
nitroimidazoles, y para los imidazoles no nitrados, es susceptible a ataques
nucleofilicos. Estos resultados comprueban que el efecto inductivo del grupo nitro
influye directamente en la reactividad de las moléculas estudiadas, como se mencioné
en los descriptores globales de reactividad quimica y las cargas atomicas, lo cual,
concuerda con la informacion reportada en estudios anteriores [Campos-Fernandez,

2019].
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Figura 13. Funcién condensada de Fukui para derivados del imidazol y nitroimidazol, a nivel de
teoria M06-2X/6-311++G(2df,2p) // M06-2X/6-311+G(d,p) en fase acuosa.
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Isosuperficies de los Orbitales Moleculares Frontera HOMO y LUMO

Las isosuperficies de los orbitales moleculares permiten identificar a los sitios
de interaccion mas importantes susceptibles a ataques electrofilicos y nucleofilicos de
una molécula, respectivamente.

La Figura 14 muestra las isosuperficies de los orbitales moleculares frontera
HOMO y LUMO de las moléculas cabeza de serie y sus respectivos analogos
derivados del imidazol no nitrados. Las estructuras fueron organizadas con el propdsito
de comparar la ubicacion de los sitios reactivos mas representativos y la influencia del
grupo nitro en su distribucion electronica.

Para el BNZ y M3, se puede observar que los orbitales HOMO estan localizados
en el bencilo del sustituyente R9, mientras que, para M7D, M2 y M35m, se localizan
principalmente en el anillo de imidazol, lo cual indica que estas regiones son
susceptibles a sufrir ataques electrofilicos. Por otro lado, se puede observar que para
BNz, M3, M35m, M7D y M2, los orbitales LUMO estan localizados en el anillo de
imidazol y en el grupo nitro, lo que indica que estas regiones podrian sufrir ataques
nucleofilicos.

En el caso de las moléculas derivadas del imidazol no nitradas, los orbitales
HOMO estan localizadas en el anillo imidazol, mientras que los orbitales LUMO se
localizan en el sustituyente R9.

Cabe destacar que, si se compara al BNZ con su analogo S1-1y a las moléculas
cabeza de serie con sus respectivos analogos derivados del imidazol no nitrados, se
puede observar nuevamente que la presencia del grupo nitro influye en la ubicacion

de los sitios reactivos de las moléculas, como se habia mencionado anteriormente. En
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este caso, las regiones susceptibles a los ataques nucleofilicos y electrofilicos,
cambian de posicion cuando el grupo nitro no esta presente en la estructura.
Ademas, en todas las moléculas, las isosuperficies de los orbitales moleculares
HOMO y LUMO se localizan en las mismas zonas que las funciones de Fukui y cargas
atomicas previamente analizadas, confirmando los sitios de interaccion mas

importantes para cada estructura.
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Figura 14. Isosuperficies de los orbitales moleculares frontera HOMO y LUMO, para los derivados del

imidazol y nitroimidazol, a nivel de teoria M06-2X/6—-311+G(d,p) en fase acuosa.
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Modelado por Homologia

Debido a que la estructura cristalina de la enzima NADH-fumarato reductasa de
Trypanosoma cruzi no se encuentra disponible en la base de datos, se realizd un
protocolo de modelado por homologia para obtener su estructura tridimensional y
utilizar dicho modelo en los estudios de acoplamiento molecular.

Seleccién de moldes y alineamiento estructural
Como primer paso, se realizé la busqueda de estructuras de proteinas en el
Protein Data Bank, mediante el uso de la plataforma BLAST-P [Altschul, 1990].

A través de un andlisis de calidad estructural, se seleccionaron los moldes que
cumplian los criterios requeridos para llevar a cabo el modelado por homologia. Los
criterios a evaluar utilizados fueron: porcentaje de cobertura > 30%, porcentaje de
identidad > 30%, e-value < 104, resolucion < 3.5, score > 200, R-value < 0.2 y R-free
> R-value. La Tabla 6 muestra las cuatro proteinas con mayor porcentaje de identidad

de secuencia y cobertura identificadas.

Tabla 6. Criterios de Calidad Estructural®

ID %Identidad E-value % Cobertura Score Coenzima Resolucion R-free R-value Ligando

5GLG* 37.33 5.00E-80 40.00 272.0 FAD 1.80 0.214 0.179  Succinato
1KSU** 35.39 1.00E-67 39.00 239.0 FAD 2.00 0.239 0.167 Fumarato
1QJD** 35.19 5.00E-67 39.00 238.0 FAD 1.80 0.267  -—---- Malato
1Q08** 34.79 5.00E-68 41.00 240.0 FAD 2.15 0.281 0.225 -

FVvalores obtenidos por cristalografia de Rayos X
* Microorganismo: Saccharomyces cerevisiae. ** Microorganismo: Shewanella frigidimarina
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De acuerdo con el andlisis de calidad estructural, las proteinas identificadas
fueron: PDB ID: 5GLG [Kim, 2018], con 37.33% de porcentaje de identidad; PDB ID:
1KSU [Pankhurst, 2002], con 35.39% de porcentaje de identidad; PDB ID: 1QJD
[Taylor, 1999], con 35.19% de porcentaje de identidad; y PDB ID: 1Q0O8 [Bamford,
1999], con 34.79% de porcentaje de identidad.

Cabe destacar que todas las proteinas disponibles en la base de datos del
Protein Data Bank mostraron un porcentaje de cobertura de < 41%, ademas, sélo una
de las proteinas identificadas tenia cristalizado al fumarato (que es el ligando de
interés) y ninguna tenia cristalizada a la coenzima NADH. No obstante, dichas
proteinas incluyen el segmento de aminoacidos del 315 a 950, el cual, corresponde al
sitio catalitico del fumarato y al sitio de interaccion para la formacion del complejo
coenzima-FRD, como esta reportado en la literatura [Merlino, 2014; Kim, 2018; Kim,
2019; Reid, 2000; Van Hellemond, 1994].

Por lo tanto, las cuatro proteinas fueron seleccionadas como moldes para
realizar la construccion de los modelos, con el proposito de observar el
comportamiento de la proteina en sus diferentes etapas y simular cierta flexibilidad.

La Figura 15 muestra el alineamiento multiple, donde los residuos que integran
el sitio catalitico de la proteina con el FAD estan resaltados en verde, mientras que los
residuos que forman el sitio catalitico de la proteina con el fumarato estan resaltados

en amarillo.
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Figura 15. Alineamiento multiple de secuencias para la proteina problema y moldes
seleccionados. Los residuos que integran el sitio catalitico de FAD estan resaltados en color
verde, mientras que los residuos que integran el sitio catalitico de fumarato, estan resaltados
en amarillo.
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Construccion del Modelo
Se construyeron 10 000 modelos, lo cuales fueron generados a partir de cada
uno de los moldes propuestos y se seleccionaron los cuatro modelos con los mejores

valores de RMSD y DOPE score, es decir, se seleccioné un modelo por cada molde;

como se muestra en la Figura 16.
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Figura 16. Modelos generados para: a) 1QJD (morado), b) 1KSU (azul), c) 5GLG (rojo), d) 1Q08
(verde). Los valores de la desviacion cuadratica media (RMSD) se calcularon con ProFit [McLachlan,

1982; Martin (s.f.)] y la puntuacion estadistica DOPE (Discrete Optimized Protein Energy) se calculo

con MODELLER 9.21 [Webb, 2016].
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Del molde 1QJD, se seleccion6 el modelo 2735 con valores de RMSD=3.87 A,
DOPE=-56 774.23. Para el molde 1KSU, se seleccion6 el modelo 5299 con valores de
RMSD=3.87 A, DOPE=-57 022.21. Para el molde 5GLG, se seleccioné el modelo 4560
con valores de RMSD=2.01 A, DOPE=-49 050.61. Para molde 1Q08, se selecciond el
modelo 9109 con valores de RMSD=8.34 A, DOPE=-52 790.86.

Dichos modelos fueron evaluados y comparados visualmente con sus
respectivos moldes utilizando el software PyMOL [Pymol, Version 2.0], como se

muestra en la Figura 17.
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a) 1QJD vs 2735 b) 1KSU vs 5299

Figura 17. Modelos seleccionados (magenta) comparados con sus respectivos moldes (azul): a) 1QJD
vs el modelo 2735, b) 1KSU vs el modelo 5299, c) 5GLG vs el modelo 4560, d) 1Q08 vs el modelo
9109. Los modelos se generaron con MODELLER 9.21 [Webb, 2016].

En la Figura 17 se puede observar que las estructuras de los modelos
enzimaticos son muy similares a las de sus respectivos moldes, especialmente en las

regiones del sitio catalitico, por lo cual, se realizé la evaluacion de la calidad
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estereoquimica de los modelos a través de los graficos de Ramachandran, como se

muestra en la Figura 18.
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Figura 18. Gréaficos de Ramachandran para los modelos seleccionados: a) Modelo 2735 (1QJD),
b) Modelo 5299 (1KSU), c) Modelo 4560 (5GLG), d) Modelo 9109 (1Q08).

Los resultados de

los gréficos de Ramachandran mostraron que los

aminoacidos de cada modelo seleccionado se encuentran en sitios permitidos
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[Ramachandran, 1963]. En el caso del modelo 2735 (1QJD), se obtuvo un porcentaje
total del 98,7%. Para el modelo 5299 (1KSU), se obtuvo un porcentaje total del 98,7%.
Para el modelo 4560 (5GLG), se obtuvo un porcentaje total del 98,3%. Para el modelo
9109 (1Q08), se obtuvo un porcentaje total del 98,5%. De acuerdo con los resultados
mostrados en el estudio de modelado por homologia, se confirmd que las estructuras
modeladas tienen la calidad requerida [Ramachandran, 1963] para continuar con el

estudio de acoplamiento molecular.

Acoplamiento Molecular

Formacion del complejo Coenzima-FRD
Inicialmente se realiz6 el estudio de acoplamiento molecular para formar y
seleccionar al complejo NADH-FRD més adecuado, comparando la ubicacién espacial
del FAD cristalizado, con la ubicacién espacial del NADH acoplado al modelo

respectivo, como se muestra en la Figura 19.
Los complejos formados por acoplamiento son: NADH-5299, NADH-2735,
NADH-4560 y NADH-9109; mientras que los complejos cristalizados con los que
fueron comparados son: FAD-1KSU, FAD-1QJD, FAD-5GLG y FAD-1QO0S8,

respectivamente.

73



Doctorado en Biologia Experimental Universidad Auténoma Metropolitana-lztapalapa

a) FAD (1QJD) vs NADH (2735) b) FAD (1KSU) vs NADH (5299)

Figura 19. a) Acoplamiento molecular de FAD-1QJD cristalizado (verde) superpuesto con el
acoplamiento de NADH-2735 (azul), b) Acoplamiento molecular de FAD-1KSU cristalizado (verde)
superpuesto con el acoplamiento de NADH-5299 (rojo), ¢) Acoplamiento molecular de FAD-5GLG
cristalizado (verde) superpuesto con el acoplamiento de NADH-4560 (amarillo), y d) Acoplamiento
molecular de FAD-1QO08 cristalizado (verde) superpuesto con el acoplamiento de NADH-9109

(magenta).

En la Figura 19, se puede observar que el complejo NADH-5299 es el Unico de
los cuatro complejos formados que conservo el sitio de interaccion del FAD con su

respectivo molde (1KSU), con un valor de energia de union de -7.1 kcal/mol. Debido a
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ello, este complejo fue seleccionado para continuar con los estudios, por lo que, se

realizo la validacion del protocolo de acoplamiento (Re-Docking).

Validacién del protocolo de acoplamiento (Re-docking)

La validacion del protocolo de acoplamiento fue realizada mediante la
comparacion de la ubicacién espacial del complejo FAD-1KSU cristalizado, con el FAD
acoplado al molde 1KSU. También se comparoé la ubicacion del complejo FAD-1KSU
cristalizado, con el FAD acoplado al modelo 5299. Dicha comparacion se llevo a cabo
por medio de los valores RMSD obtenidos.

Del mismo modo, se compararon las ubicaciones espaciales de la coenzima
NADH acoplada al molde 1KSU y de la coenzima NADH acoplada al modelo 5299,

como se muestra en la Figura 20.
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Figura 20. Localizacién espacial del FAD cristalizado (verde) superpuesto con los acoplamientos de:
FAD-5299 (azul), FAD-1KSU (magenta), NADH-1KSU (amarillo) y NADH-5299 (rojo).

La Figura 20 muestra que los sitios de union que presenta el acoplamiento FAD-
1KSU frente al complejo FAD-1KSU cristalizado, tienen una diferencia minima en su
localizacion espacial, con RMSD=0.136 A. También, se puede observar que la

localizacion del FAD acoplado al 5299 coincide con la posicion del FAD cristalizado en
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1KSU, con una diferencia de RMSD=1.144 A. Por otro lado, las posiciones de
acoplamiento entre el complejo NADH-5299 y NADH-1KSU son muy similares, con
una diferencia de RMSD=1.719 A. Es importante destacar que, las localizaciones
espaciales de todos los complejos generados en la validacion del acoplamiento,
coinciden con la posicion del FAD cristalizado al molde 1KSU, por lo tanto, estos
resultados confirman que el complejo seleccionado posee el sitio de interaccion de
interés.

Para realizar un analisis adecuado entre las interacciones del complejo FAD-
1KSU vy las interacciones del complejo NADH-5299, se compararon los puentes de
hidrogeno y las interacciones hidrofobicas, las cuales fueron obtenidas con el software

LigPlotPlus [Wallace, 1996] y PyMOL [PyMol, Version 2.0] como se muestra en la

Figura 21.
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a) FAD-1IKSU b) NADH-5299
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Figura 21. a) Interacciones del complejo FAD-1KSU; b) Interacciones del complejo NADH-5299.

Las lineas de puntos verdes ilustran las interacciones por puente de hidrégeno, y las lineas de
puntos rojas muestran las interacciones hidrofobicas.
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La Figura 21 muestra que las interacciones intermoleculares correspondientes
a los puentes de hidrégeno del complejo FAD-1KSU fueron localizadas en los residuos
de 1KSU: Gly278 (con el a&tomo de N5 de la 6-aminopurina y el a&tomo de N del sustituto
amino de la 6-aminopurina del FAD), Asp344 (con el atomo de N de la 6-aminopurina
del FAD), Glu534 (con el &tomo de O del fosfato del nucleétido flavina del FAD), Gly136
(con el &tomo de O del fosfato del nucleotido flavina del FAD), Alal37 (con el atomo
de O del fosfato del nucledtido flavina del FAD), Glul56 (con el atomo de O de la
hidroxil ribosa del nucleétido adenina del FAD), Ala549 (con el atomo de O del grupo
flavina del FAD), 11e550 (con el &tomo de O del grupo flavina del FAD), Gly171 (con el
atomo de O y el &tomo de N del grupo flavina del FAD), Gly170 (con el atomo de O del
grupo flavina del FAD), Alal69 (con el atomo de O y atomo de N del grupo flavina del
FAD), Alal65 (con el &tomo de O del fosfato del nucleotido adenina del FAD), Asn164
(con el &tomo de O del fosfato del nucleétido adenina del FAD), y GIn338 (con el atomo
de O del hidroxilo de la ribosa del FAD). Del mismo modo, sus interacciones
hidrofébicas fueron localizadas en los residuos: Vall32, Arg277, Glyl133, Thr313,
Gly314, Gly163, Gly533, Ala312, 1le553, Gly135, Tyr505, Asn548, Arg544, Gly547,
Val253, Alal68, Leul67, His504, Asn337, Met375, Thr336, Glul56, Lys157, Glul58,
Thr276.

Ademas, las interacciones intermoleculares que corresponden a los puentes de
hidrégeno del complejo NADH-5299, fueron localizadas en los residuos: Asn405 (con
el atomo de N de la nicotinamida del NADH), His552 (con el atomo de O de la ribosa
del nucledtido de nicotinamida del NADH), Cys609 (con el atomo de O de la ribosa de

hidroxilo del nuclettido de adenina del NADH), Cys139 (con el atomo de N de la 6-
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aminopurina del NADH), Ala337 (con el atomo de N8 de la 6-aminopurina del NADH),
Alal42 (con el atomo de O del fosfato del nucleétido nicotinamida de la NADH), Leul41
(con el atomo de O del fosfato del nucleétido nicotinamida de la NADH), Thr364 (con
el atomo de O de la ribosa del hidroxilo del nucleétido nicotinamida de la NADH),
mientras que sus interacciones hidrofébicas fueron localizadas en los residuos:
Arg600, Alal73, Pro412, Ser605, Pro261, Leu606, Alal42, Thr260, Gly140, Thr338,

Trp368, Gly138, Gly339, Gly168, Gly167, Ser170, Glu590, Asn365, Serl170, Glu590.

Validacion del protocolo de acoplamiento de moléculas de agua dentro del
sitio de union de NADH-fumarato reductasa
El protocolo de acoplamiento de agua se validé evaluando si los programas
podian reproducir la presencia o ausencia de moléculas de agua conservadas en la
estructura cristalina del complejo de alta resolucion 1KSU [Pankhurst, 2002] (que es
homéloga a la enzima NADH-fumarato reductasa de Trypanosoma cruzi). Aunque esta
proteina esta unida a su coenzima (FAD) y al fumarato, los datos cristalograficos no
muestran evidencia de la presencia de moléculas de agua conservadas en las

proximidades del sitio de union del ligando, como se muestra en la Figura 22.
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Figura 22. La estructura cristalina de 1KSU no revela la presencia de moléculas de agua conservadas

dentro del sitio de unién del fumarato.

La Figura 23A muestra que, al acoplar el agua al complejo FAD-1KSU (en
ausencia de fumarato), seis moléculas de agua fueron conservadas en los alrededores
del sitio de union al ligando; sin embargo, s6lo dos moléculas de agua forman puentes
de hidrégeno con el FAD vy, dichos puentes de hidrégeno, muestran distancias
grandes, de acuerdo con lo reportado en la literatura [Frenking, 2014; Jeffrey, 1998],
con longitudes que van desde 2.88 A y hasta 3.06 A, lo que sugiere que las
interacciones pueden ser considerablemente débiles [Frenking, 2014; Jeffrey, 1998], y

su influencia en la estabilizacion del complejo FAD-1KSU es muy baja.
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Figura 23. Acoplamiento de moléculas de agua a los complejos: A) FAD-1KSU y B) FAD-1KSU-

fumarato, donde las moléculas de agua estan representadas en esferas rojas.

En la Figura 23B se puede observar que, en presencia explicita de fumarato, no
se conservo ninguna molécula de agua dentro del sitio de union al ligando. Esto puede
confirmar que las interacciones producidas por las moléculas de agua en el complejo
FAD-1KSU son realmente débiles, y fueron completamente desplazadas por la

presencia del fumarato. Este hallazgo indica que la interaccion del fumarato con el
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complejo FAD-1KSU tiene mayor afinidad que las moléculas de agua cercanas al sitio
de unidn, por lo que el fumarato puede estabilizarse con dicho complejo a través de
los puentes de hidrogeno e interacciones hidrofobicas que fueron observadas.

Estos resultados coinciden con la ausencia de moléculas de agua conservadas
en la estructura cristalografica original de 1KSU [Pankhurst, 2002], por lo que nuestro
protocolo es adecuado para predecir moléculas de agua conservadas en los complejos
ligando-proteina similares, como se analizard en la siguiente seccion, donde se

acoplaron moléculas de agua a los complejos NADH-5299 y NAD-5299-fumarato.

Acoplamiento de moléculas de agua en el sitio de union del complejo NADH-
5299-fumarato
En esta seccion se utilizd el protocolo validado para estudiar la posible
presencia de moléculas de agua conservadas en el sitio de unién del fumarato con la
enzima NADH-fumarato reductasa de T. cruzi. Para llevar a cabo este estudio, se
empled el modelo validado 5299.
En la Figura 24A se puede observar el acoplamiento de las moléculas de agua
al complejo NADH-5299, es decir, sin la presencia explicita de fumarato. En dicho
acoplamiento identificaron seis moléculas de agua conservadas en el sitio de union,

las cuales, interaccionan con la coenzima formando cuatro puentes de hidrogeno.
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A) NADH-5299
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Figura 24. Acoplamiento de moléculas de agua a los complejos: A) NADH-5299 y B) NADH-5299-

fumarato, donde las moléculas de agua estan representadas en esferas rojas.

Por otro lado, en la Figura 24B se puede observar que, en presencia explicita
del fumarato, cuatro moléculas de agua se encuentran conservadas y forman cuatro
puentes de hidrogeno con el fumarato. Sin embargo, las distancias de interaccion entre

el fumarato y las moléculas de agua, tienen longitudes de enlace de 3.00 A, 3.00 A,
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2.86 Ay 2.91 A, lo que da lugar a interacciones débiles, de acuerdo con lo reportado
en la literatura [Frenking, 2014; Jeffrey, 1998].

Estos resultados coinciden con los datos cristalograficos experimentales
reportados en la estructura 1KSU [Pankhurst, 2002], donde no hay evidencia de que
moléculas de agua influyan en la afinidad del fumarato con el complejo coenzima-
proteina, por lo tanto, se realizaron los estudios de acoplamiento de los ligandos al

complejo NADH-5299 sin incorporar moléculas de agua explicitas.

Estudio de acoplamiento Complejo-Ligando
Una vez obtenido y validado el complejo NADH-FRD (NADH-5299), se realizo
el acoplamiento molecular del complejo con el fumarato, los ligandos seleccionados y
las moléculas de referencia que conservan el sitio catalitico del fumarato. Ademas,
para corroborar que las interacciones se encuentran en la parte interna de la proteina
y no en la superficie, se realizé un analisis visual de la localizacion espacial del

acoplamiento de los ligandos disefiados, como se muestra en la Figura 25.
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Figura 25. Acoplamiento molecular del complejo NADH-5299 con el fumarato, los ligandos

seleccionados y las moléculas de referencia que conservan el sitio catalitico del fumarato.

Las estructuras mostradas en la Figura 25 corresponden a las moléculas S1-1,
S1-6, S1-8, S2-8, S3-6, S3-8, S4-8, 5NS1-1y 2NS1-6, las cuales, se encuentran en la
region internalizada de la proteina y conservan el sitio catalitico del fumarato con el
complejo NADH-5299. Por el contrario, las estructuras BNZ, M3, M35m, M2, M7D, S2-
6, S4-6, 5NS2-6, 2NS3-6, 2NS3-7, 2NS5-2, 2NS5-3 y 5NS5-4, estan localizadas en la
region superficial de la proteina, lo que dificulta su interaccidn con el sitio catalitico del
fumarato. Las energias de union e interacciones intermoleculares entre el complejo
NADH-5299 y los ligandos seleccionados, las moléculas de referencia y el fumarato,

se muestran en la Tabla 7.
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Tabla 7. Interacciones del complejo NADH-5299 con ligandos seleccionados.

Ligandos | Energia de Interacciones Hidrofébicas Puentes de
Enlace Hidrégeno
(kcal/mol)
FUM -4.7 Asp258, Phe479, Thrl174, Met63 NAD, Lys172, Tyr480,
Arg89
BNz -6.2 Ala62, Arg89, lle57, Thr483, Met63, Thrl74, Tyrd80, Tyr64, Phe479, NAD | Lys172
M3 -6.4 Ala62, Leu85, lle57, Arg89, Asp258, Lys172, Thrl74, Phe479, Lys58,
Met63, Tyr64, Ser61, NAD
M35m -6.0 lle57, Ala62, Leu85, Phe479, Met63, Tyr64, Asp258, Thrl74, Arg89,
Lys172, NAD
M2 -6.7 Arg89, Lys172, Asp258, Thrl74, Phe479, Met63, Tyr64, Ala62, Lys58,
Ser61, lle57, Leu85
M7D -5.7 Ser56, Lys58, Met63, Leu85, Ala62, Ser61, Thr483, Phe479 Asn482
S1-1 -6.0 Tyr64, 1le57, Thr483, Leu85, Phe479, Met63, Thri74, NAD Arg89, Lys172
S1-6 -6.0 Tyr4d80, Thrl74, Phe479, Met63, Ala62, lle57, Leu85 Arg89, Lys172
S1-8 -7.2 1le57, Ala62, Met63, Tyr480, Thr174, Phe479, Leu85 Arg89, Lys172
S2-6 -6.7 Leu85, Ala62, Met63, Ser56, Phe479, Asn482, lle57, Thr483, Lys58 Arg89, Ser61
S2-8 -7.5 Leu85, lle57, Tyr64, Tyr480, Phe479, Thr174, Met63 Arg89, Lys172
S3-6 -6.1 Met63, Tyr64, lle57, Leu85, Arg89, Phe479, Thrl174, Tyr480, NAD Lys172
S3-8 -8.0 Ala62, Met63, Tyr480, Thr174, Phe479, Tyr64, Leu8>5, lle57, NAD Arg89, Lys172, Ser61
S4-6 -6.4 Thr483, Asn482, Met63, Phe479, Ser56, Arg89, Leu85, 1le57, Lys58, Ala62 | Ser61
S4-8 -6.8 Leu85, 1le57, Thrl74, Tyr480, Phe479, Met63 Arg89, Lys172
2NS5-2 -6.1 Ser61, Thr483, Ser56, Phe479, Met63, Tyr64, Ala62, Leu85, lle57 Arg89, Lys58
2NS1-6 -6.8 Thr174, Met63, Arg89, lle57, Leu85, Tyr64, Phe479 Tyr480, Lys172, NAD
2NS5-3 -5.8 Phe479, Thr483, Ser56, Met63, Leu85, Ala62, Ser61 Asn482
2NS3-6 -7.0 Phe479, Lys58, 1le57, Arg89, Ala62, Leu85, Met63, Thr483 Asn482, Ser56
2NS3-7 -7.3 Phe479, Ser56, Lys58, lle57, Met63, Ala62, Leu85, Arg89, Thr483 Asn482
5NS2-6 -6.9 Phe479, Lys58, Met63, lle57, Ala62, Leu85, Arg89, Thr483 Asn482, Ser56
5NS1-1 -6.5 Leu85, Tyr64, Phe479, Ser61, Ala62, Met63, Arg89, Lys172, Thr174, NAD
5NS5-4 -5.8 Ser56, Phe479, Thr483, lle57, Arg89, Leu85, Ala62 Lys58

En la Tabla 7, se pueden observar las interacciones intermoleculares del

fumarato por puentes de hidrégeno, las cuales se localizan en los residuos: NADH,

Lys172, Tyr480, Arg89; mientras que las interacciones hidrofébicas se localizan en los

residuos: Asp258, Phe479, Thrl74, Met63. Del mismo modo, se coloco en fondo verde

a los ligandos que conservaron el sitio catalitico del fumarato y que se acoplaron con

los residuos internalizados de la proteina.

Es importante mencionar que, aunque el BNZ y las moléculas cabeza de serie

se localizan en la region superficial de la proteina, coinciden con algunos de los

residuos que llevan a cabo las interacciones intermoleculares mas representativas
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entre el fumarato y el complejo NADH-5299, por lo que podrian influir en el modo de
union del fumarato de forma alostérica.

Por otro lado, los puentes de hidrégeno formados entre el fumarato y los
residuos Lys172 y Arg89, asi como, las interacciones hidrofébicas formadas entre el
fumarato y los residuos: Phe479, Thrl74, Met63, se localizaron en casi todos los
ligandos acoplados, por lo que dichos aminoacidos son considerados como residuos
esenciales para que se lleven a cabo las interacciones.

De acuerdo con los resultados de la seccion teorica se seleccionaron a las
estructuras S3-8 (-8,0 kcal/mol), S2-8 (-7,5 kcal/mol) y S1-8 (-7,2 kcal/mol) como las
moléculas propuestas para la sintesis quimica, debido a que pueden ser consideradas

como potenciales inhibidores de la enzima NADH-fumarato reductasa.

RESULTADOS Y DISCUSION: SECCION EXPERIMENTAL
Sintesis quimica

De las moléculas propuestas en la seccién teorica para realizar la sintesis
guimica, se selecciono a la molécula S2-8 para iniciar la seccién experimental, debido
a la disposicién de los reactivos requeridos.

Para la sintesis quimica de S2-8, se propuso la formacién de cuatro
intermediarios, donde, el 2-(2-metil-1H-imidazol) acetato de metilo es el primer

intermediario y el 4-cloro-1-ftalazinacarbonitrilo, es segundo intermediario. La
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formacion de estos dos intermediarios fue realizada a través de reacciones de

sustitucion nucleofilica, como se muestra a continuacion:

Sintesis de 2-(2-metil-1H-imidazol) acetato de metilo

En la referencia citada [Altana Pharma, 2006], se propone una reaccion de
metilbromoacetato con el 2-metilimidazol y carbonato de potasio, sin embargo, por
cuestiones de logistica en los reactivos, se iniciaron las reacciones con carbonato de
litio, sin obtener resultados satisfactorios. Del mismo modo, se propusieron otras
metodologias, donde se sustituy6 el carbonato de litio por TEA o se eliminé la base en
el inicio de la reaccidn y se neutralizo al finalizar; ademas, se cambiaron los disolventes
y las proporciones del 2-metilimidazol y el bromoacetato, sin embargo, tampoco se
obtuvieron resultados satisfactorios. Posteriormente, se inici6 el trabajo de sintesis con
el carbonato de potasio y se reprodujo la metodologia citada, con algunas variaciones
en los disolventes.

En la Tabla 8 se pueden observar las diferentes condiciones y metodologias

probadas para la sintesis del 2-(2-metil-1H-imidazol) acetato de metilo.
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Tabla 8. Metodologias utilizadas para obtener el 2-(2-metil-1H-imidazol) acetato de metilo

N N
</ »\ * B o< Base /: »\CH
N CHy ' I CHg L — N 3
| 5 Disolv / Temperatura
H (@]
O
N
CHs
Disolvente / Proporcién
Base Temperatura / 2-metilimidazol: Condiciones de Extraccién Resultado
Tiempo metilbromoacetato
1 | Li,cOs | DMF/ 25°C / 14 dias 15:1.0 Trat'ar‘mento acuoso:_AcOEt. Mantener fase | No se obtuvo
orgénica. Evaporar disolvente producto
Producto  viscoso
2 | Li,cos | DMF/60°C /7 dias 15 1.0 Trat'ar‘mento acuoso:_AcOEt. Mantener fase ambar. 3
orgénica. Evaporar disolvente Sin separacion de
materia prima
. R o Adicionar 3 mL de DMF. Tratamiento I?roducto viscoso
Sin Sin Disolvente / 70°C . . P ambar.
3 Base /12 h 20:1.0 acuoso:AcOEt. Producto en fase orgéanica. Sin separacién de
Evaporar disolvente Sl
materia prima
Filtrado en frio. Evaporar disolvente Producto sélido
. . . Lavar producto viscoso con mezcla de | Ambar.
4 | LiCOs | Metanol /55°C /72 h 15:1.0 disolventes. Evaporar disolventes. Sin separaciéon de
Lavar solido con AcOEt. Evaporar disolvente | materia prima
Filtrado en frio. Evaporar disolvente Producto sélido
Sin Disolvente / 0°C / . Lavar producto viscoso con mezcla de | ambar.
5 TEA 15:1.0 . : - L
24 h disolventes. Evaporar disolventes. Sin separacion de
Lavar so6lido con AcOEt. Evaporar disolvente | materia prima
Filtrado en frio. Evaporar disolvente Producto s6lido
6 | TEA | Metanol/70°C /24 h 15:1.0 Tratamllento acuoso:CHZCIz. Tratamiento blanco.  Pendiente
acuoso:AcOEt. Evaporar disolventes. )
o . de caracterizar
Purificacién con Cromatografia en columna
Sin Tratamiento acuoso:CH,Cl,. Tratamiento z;%%i‘go éi?gg?
7 CH.Cl,/0°C/24h 2:1.0 acuoso:AcOEt. Evaporar disolventes. - .
Base o . Pendiente de
Purificacién con Cromatografia en columna .
caracterizar
Filtrado en frio. Lavar con AcOEt y decantar. | Producto sélido
8 Sin Tolueno /25°C/ 48 10:15 Neutralizar sélido con NAOH / MetOH. | viscoso ambar.
Base h e Extraer con AcOEt. Evaporar disolventes. | Pendiente de
Purificacién con Cromatografia en columna | caracterizar
Filtrado en frio. Evaporar disolvente Producto liquido
9 | K,COs | Metanol / 70°C /72 h 15:1.0 Trataml.ento acuoso:CHz_Clz. Tratamiento a(_:eltoso amb_a}r.
acuoso:AcOEt. Evaporar disolventes. Sin separacion de
Purificaciéon con Cromatografia en columna | materia prima.
Tratamiento acuoso:AcOEt. Mantener fase | Producto sélido
10 | K,COs DMF/25°C/48 h 15:1.0 orgénica. Evaporar disolvente. Purificacion | ambar. Pendiente
con Cromatografia en columna de caracterizar
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Sintesis del 4-cloro-1-ftalazinacarbonitrilo
La sintesis del 4-cloro-1-ftalazinacarbonitrilo se plante6 a partir de la referencia
citada [Babu, 2016] y la metodologia de una patente [Cee, 2014], sustituyendo el
cianuro de zinc por cianuro de sodio, y con ausencia del catalizador que estaba
propuesto en la referencia inicial.
En la Tabla 9 se pueden observar las diferentes condiciones y metodologias

probadas para la sintesis del 4-cloro-1-ftalazinacarbonitrilo.

Tabla 9. Metodologias utilizadas para obtener el 4-cloro-1-ftalazinacarbonitrilo

i
Cl
B N N
NTS + Na'C=N I
N_ =~ DMF /120 °C / 12 horas N~
Cl Cl
Disolvente / Proporcién
1,4-dicloroftalazina: Condiciones de Extraccién Resultado

Temperatura/ Tiempo cianuro de sodio

Mantener en agitacion a temperatura
ambiente por 1 hora. Diluir en una solucién
1 DMF / 120 °C / 24 horas 1:15 saturada de NHA4CI y extraer con AcOEt. | Sin producto
Lavar con salmuera. Purificar  por
cromatografia en columna.
Mantener en agitacion a temperatura
ambiente por 1 hora. Diluir en una solucién
2 DMF /130 °C/ 12 horas 1:3 saturada de NHA4CI y extraer con AcOEt.
Lavar con salmuera. Purificar  por
cromatografia en columna.
Mantener en agitacion a temperatura
o ambiente por 1 hora. Diluir en una solucién
3 DMSOé]'SO Cr12 1:3 saturada de NHA4CI y extraer con AcOEt.
oras -
Lavar con salmuera. Purificar  por
cromatografia en columna.
Mantener en agitacion a temperatura
ambiente por 1 hora. Diluir en una solucion
4 DMF /120 °C / 24 horas 1:1.05 saturada de NHA4CI y extraer con AcOEt.
Lavar con salmuera. Purificar  por
cromatografia en columna.

Producto no
relacionado

Producto no
relacionado

Producto pendiente
de purificacion.

Cabe destacar que la conclusién de la sintesis de la molécula propuesta, forma
parte de las perspectivas de este trabajo, las cuales, se tiene contemplado realizar en

un proyecto posterior.
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RESUMEN DE RESULTADOS

En el presente estudio se realizo el disefio de nuevas moléculas derivadas del
imidazol y nitroimidazol, con baja toxicidad y con potencial efecto terapéutico como
inhibidoras enzimaticas de la proteina NADH-fumarato reductasa de Trypanosoma
cruzi.

Las plataformas virtuales permitieron una primera seleccion de moléculas, las
cuales, no presentaron toxicidad en la prediccion realizada por “Osiris Molecular”. Del
mismo modo, se seleccionaron a las moléculas con las mejores propiedades
farmacocinéticas obtenidas en la plataforma “Molinspiration”, para mejorar su
biodisponibilidad, de acuerdo con lo reportado en la literatura.

A partir de la caracterizacion y analisis de la estructura electrénica de las
moléculas analizadas, se comprob6 la importancia del grupo nitro y los efectos del
sustituyente en la basicidad, estabilidad, reactividad quimica y las caracteristicas
fisicoquimicas de los derivados del imidazol y nitroimidazol, lo cual es semejante a lo
descrito en estudios previos y en la literatura.

Los resultados de los descriptores quimico-cuanticos locales y globales,
permitieron la seleccién de las estructuras S2-8, S3-8, 2NS5-2, 2NS3-7, 2NS5-3 y
5NS1-1, las cuales mostraron las mejores propiedades fisicoquimicas y baja
probabilidad de ocasionar mutagenicidad y carcinogenicidad, de acuerdo con lo
reportado en la literatura. Ademas, se observo que la presencia del grupo ftalazina en
el sustituyente R9, confiere mayor estabilidad en los derivados de imidazol no nitrados,

como se observo en la dureza quimica, potencial de ionizacion e indice de electrofilia.
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Se modelo una estructura 3D de alta calidad de la enzima NADH-fumarato
reductasa para el parasito T. cruzi. El modelo 5299 se construyé por modelado por
homologia a partir de la estructura cristalografica experimental de Shewanella
frigidimarina (PDB ID:1KSU). Dicho modelo mostré la mayor robustez estereoquimica
y consistencia estructural, con un RMSD de 3.87A, cuando se superpone a la proteina
molde.

Este modelo fue utilizado para analizar la posible presencia de moléculas de
agua conservadas dentro del sitio de unién al ligando, complementado con datos
cristalograficos experimentales para su validacion. Los resultados mostraron la
ausencia de moléculas de agua en las interacciones moleculares de la NADH-fumarato
reductasa con los ligandos, lo cual coincide con lo reportado en la estructura
cristalografica. Este hallazgo nos permitio realizar el acoplamiento de los ligandos sin
incorporar moléculas de agua explicitas en los estudios posteriores.

Las moléculas seleccionadas y evaluadas a través de los estudios de la
estructura electronica, fueron utilizadas como ligandos en el acoplamiento molecular.
Los resultados mostraron que los ligandos S1-1, S1-6, S1-8, S2-8, S3-6, S3-8, S4-8,
5NS1-1 y 2NS1-6 interaccionan en el sitio catalitico del fumarato, formando puentes
de hidrégeno con los residuos Lys172 y Arg89, e interacciones hidrofébicas con los
residuos Phe479, Thr174, Met63. Estos residuos fueron identificados como los mas
importantes del estudio.

Finalmente, a partir de los resultados de la seccion tedrica, se seleccionaron a
las estructuras S3-8 (-8,0 kcal/mol), S2-8 (-7,5 kcal/mol) y S1-8 (-7,2 kcal/mol) como

potenciales inhibidoras de la NADH-fumarato reductasa. Cabe destacar que dichas
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moléculas no contienen al grupo funcional nitro, lo cual es de gran importancia para
disminuir la toxicidad reportada en los farmacos de referencia. Por lo tanto, se eligio a

la molécula S2-8 para iniciar con la sintesis quimica.

CONCLUSIONES

La caracterizacion de la estructura electronica permiti6 seleccionar a las
moléculas con las mejores propiedades fisicoquimicas, de reactividad quimica y menor
toxicidad. Se construy6 una estructura 3D de alta calidad de la enzima NADH-fumarato
reductasa para el parasito T. cruzi, mediante un protocolo de modelado por homologia.
El analisis de las interacciones intermoleculares entre las moléculas disefiadas y el
modelo generado, mostré que las moléculas S3-8, S2-8 y S1-8, podrian considerarse
como potenciales inhibidores de la enzima NADH-fumarato reductasa. Dichas
moléculas, son consideradas las menos toxicas del estudio, de acuerdo con los
calculos tedricos y con la ausencia del grupo funcional nitro en su estructura.

A partir de los resultados obtenidos, se seleccion6 a la molécula S2-8 para la
sintesis quimica y posteriores estudios experimentales, cumpliendo con los objetivos

planteados en el presente estudio.

PERSPECTIVAS

a) Se continuara y concluira con la sintesis quimica de la molécula S2-8.
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b)

d)

Se realizarad la caracterizacion fisicoquimica de la molécula S2-8, mediante
técnicas espectroscopicas de IR y RMN.

Se analizara la toxicidad in vitro de las moléculas de referencia y la molécula S2-
8, mediante la determinacion de la concentracion citotéxica 50 (CCso).

Se evaluara la genotoxicidad de las moléculas de referencia y la molécula S2-8,
mediante el analisis de la inestabilidad genética en eritrocitos de sangre periférica,
por medio de citometria de flujo.

Se realizara la evaluacion bioldégica en un sistema in vitro, empleando cepas de

referencia.
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1 | INTRODUCTION
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Abstract

Chagas disease is caused by Trypanosoma cruzi. Benznidazole and nifurtimox are
drugs used for its therapy; nevertheless, they have collateral effects. NADH-
fumarate (FUM) reductase is a potential pharmacological target since it is essen-
tial for survival of parasite and is not found in humans. The objectives are to
design and characterize the electronic structure of imidazole and nitroimidazole
derivatives at DFT-M06-2X level in aqueous solution; also, to model the NADH-
FUM reductase and analyze its intermolecular interactions by molecular docking.
Quantum-chemical descriptors allowed to select the molecules with the best
physicochemical properties and lowest toxicity. A high-quality three-dimensional
structure of NADH-FUM reductase was obtained by homology modeling. Water
molecules do not have influence in the interaction between FUM and NADH-
FUM reductase. The main hydrogen-binding interactions for FUM were identified
in NADH, Lys172, and Arg89; while hydrophobic interactions in Phe479, Thr174,
Met63. The molecules S3-8, S2-8, and S1-8 could be inhibitors of NADH-FUM

reductase.

KEYWORDS
Chagas disease, DFT calculations, homology modeling, molecular docking, NADH-fumarate
reductase

14,000 deaths annually in endemic regions.? At present, Chagas
disease has an incidence of 30,000 new cases per year in the

American Trypanosomiasis, also called Chagas disease, is a para-
sitic disease caused by the hemoflagellate parasite Trypanosoma
cruzi. Currently, the World Health Organization (WHO) classifies it
as one of the most important neglected tropical diseases world-
wide. It is estimated that approximately 6-7 million people are
infected and less than 1% receive treatment,’™ causing around

Americas,® with an economic impact in 2015 of almost USD
450 million in Latin America.® This disease is transmitted mainly by
the bite of triatomines, but can also be transmitted congenitally,
by transplants, blood transfusions, among other forms.>” The only
drugs approved by the WHO for its treatment are two nitroaro-
matic compounds: nifurtimox and benznidazole (BNZ), which are

This is an open access article under the terms of the Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs License, which permits use and distribution in any
medium, provided the original work is properly cited, the use is non-commercial and no modifications or adaptations are made.
© 2022 The Authors. Journal of Computational Chemistry published by Wiley Periodicals LLC.
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effective if they are administered at the onset of the infection;
however, it has been reported that their effectiveness decreases
and their toxicity increases in long-term treatments, which makes
them banned in many countries.»?#-19 Such toxicity relates to the
formation of free radicals generated by the reduction of the nitro
group, which puts the parasite under oxidative stress and causes
its death, but also causes damage to human cells. Nevertheless, in
the literature it has been reported that the antichagasic effect of
BNZ does not depend on the production of free radicals and can
act against the parasite in different ways, so its main mechanism of
action is still unknown.**" %4

Turrens et al,*? analyzed the trypanocidal activity of BNZ and
other nitroimidazoles, as well as of some anthelmintic benzimidazoles.
The results of the study showed that all the molecules studied
decreased the parasite proliferation of T. cruzi and Trypanosoma bru-
cei, and inhibited the reducing action of the enzyme NADH-fumarate
(FUM) reductase in both parasites; however, its activity decreased
when the imidazole ring was replaced by a thiazole ring. These find-
ings led the researchers to conclude that the imidazole ring was
responsible of the trypanocidal activity. Furthermore, this analysis
allowed the enzyme NADH-FUM reductase to be identified for the
first time as a potential and specific pharmacological target of BNZ
since it was not found in humans or mammalian hosts.

The NADH-FUM reductase is an enzyme present in the mito-
chondria of all morphological stages of trypanosomatid parasites (such
as T. cruzi, Leishmania sp., and T. brucei), because of this, it is consid-
ered one of the most important enzymes in their metabolism. Like-
wise, it catalyzes the reduction of FUM to succinate, which is
essential for them to cary out their electron transport chain, maintain
redox balance and obtain the necessary energy for their survival.1>-4

Previous studies of the electronic structure, at the ab initio level and
at the density functional theory (DFT) level, allowed us to establish a the-
oretical model and a pharmacophore group,'>* which were used to
design a family of new antichagasic molecules derived from nitroimida-
zoles. These molecules were experimentally analyzed to evaluate their
biological activity and cytotoxicity.”® The results showed that the struc-
tures proposed by the theoretical calculations (M3 and 1SO3) inhibited
parasitic growth in vitro, in the CL-Brener and CL-14 strains of T. cruzi
and did not present cytotoxicity in macrophages. '

Given that the American trypanosomiasis is an important public
health problem and in the absence of drugs to treat it, it is necessary
to find new therapeutic strategies based on specific pharmacological
targets, which leads to a rational design of drugs with better effective-
ness and lower toxicity. The objectives of this study were: (a) to
design and characterize the electronic structure, the physicochemical
properties and the chemical reactivity of imidazole and nitroimidazole
derivatives at the DFT-MO06-2X level in an aqueous solution; (b) to
model the three-dimensional structure of the enzyme NADH-FUM
reductase, using homology modeling; and (c) to visualize and analyze
their intermolecular interactions and binding energy via molecular
docking studies, with the purpose of identifying new molecules with
potential antichagasic therapeutic effect and a reduced chemical
toxicity.

2 | COMPUTATIONAL DETAILS

21 | Pharmacokinetic parameters and
toxicological prediction

The initial design of new molecules derived from imidazole and nitroi-
midazole was carried out, considering the theoretical model estab-
lished in previous studies,®>'® and molecules reported as active
against Chagas disease were added as reference and head of
series,'>**"2° a5 shown in Figure 1. The mutagenic, tumorigenic,
irritability, and reproductive effects of these structures were ana-
lyzed using the virtual database of Osiris Molecular.?* Similarly,
the prediction of its pharmacokinetic properties was carried out
employing the Molinspiration database?? and taking into account
Lipinski's Rule.?®

22 | Electronic structure calculations

According to pharmacokinetic parameters and toxicological predic-
tions results, a group of 31 imidazole and nitroimidazole derivatives
was selected (see Figures 2 and 3), with the objective to characterize
the physicochemical properties and the chemical reactivity.

Electronic structure calculations were carried out using the Gaussian
09 program suite?* All neutral structures were optimized employing
M06-2X functional?>2¢ with a 6-311+G(d,p) basis set,”” while protonated
(cationic) structures were optimized at restricted RM06-2X levels, all these
with a 6-311+G(dp) basis set. Energies were corrected to include zero-
point vibrational energy at the same levels of theory. Single-point calcula-
tions were performed on optimized structures at the M06-2X level of the-
ory with a 6-311+-+G(2df,2p) basis set. All calculations were carried out in
an aqueous solution, and the solvent effects were described through the
SMD model. First, the proton affinity (PA) energies were calculated by
isodesmic reactions, according to previous works,*>*42? with the purpose
to know the basic character of the N3 atom of the imidazole ring.

Then, to describe a more reliable chemical reactivity, we deter-
mined some selected global quantum chemical descriptors, such as
chemical hardness (y), ionization potential (), and electrophilicity index
(w). The electrophilicity index is defined as the ability of a molecule to
accept an electronic charge and was calculated through the electronic

BNZ M3 M35m M2 M7D
N 0o o N N 0 oL, N o N
O30 ey L3 Seld, “eld

o 0 N 3 o

o) o) o) ’

NH NH NH NH 8
é é é é l -
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FIGURE 1 Head structures of series*>1¢
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5-nitroimidazole derivatives, according to their pharmacokinetic
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R2 groups, respectively) and the R9 is the substituent group

chemical potential and the chemical hardness using the following

equations.?? 33
9E>
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Parr and Pearson®>** proposed the chemical hardness () within

the DFT as follows:
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Using finite-difference approximation,® Equations (1) and (2)
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FIGURE 3 Selected structures of the imidazole derivatives
according to their pharmacokinetic parameters and toxicological
predictions results

where En, En-1, and En,1, are the energies of N, (N—1), and (N+1)
electron systems; | and A are the adiabatic ionization potential and the
electron affinity, respectively. The electrophilicity index of a system,
in terms of its chemical potential and chemical hardness, is given by
the next expression®31:

2
m:’z—n. ®)

Furthermore, to identify a possible relationship between carcino-
genicity and aromaticity of imidazole and nitroimidazole derivatives,
we estimated the energetic difference between the molecular orbitals
HOMO and HOMO-1, taking the aromaticity index (A) as an indirect
measure of the carcinogenic compounds according to Barone's
rules.**” Taking into account the first of Barone's rules: a molecule
will be strongly carcinogenic if it contains a pyrene-like structure and
the parameter A is greater than 0.254 (f ~ 2.4 eV), or if the molecule
is nonpyrene and the parameter A is greater than 0.154. Thus, this
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descriptor could be an indicator that allows the analysis of the relative
aromaticity of the imidazole ring and its derivatives.

In the design of novel therapeutic molecules, it is critical to know
how a molecule's lateral groups influence each other in the electronic
structure, chemical reactivity, and physicochemical properties. There-
fore, the homodesmotic reactions®®~° were calculated using the sub-
stituent effect stabilization energy (SESE) descriptor, according to the
following equations and Figure 2,

OoN—X—R9+X—X—R9+0,N—-X (6)

and

SESE = E(X —R9) + E(02N—X) —E(O2N —X—R9)—E(X),  (7)

where X is a transmitting moiety (imidazole ring linked to R1 or R2
groups, respectively) and the R9 is the substituent group (see
Figure 2). A value of SESE < O descriptor indicates larger stabilization
energy caused by the substituent effect, and a value of SESE > 0 indi-
cates an increase of pi-electron delocalization.>®-4°

In addition, atomic charges fitted to the electrostatic poten-
tial**“2 were obtained to analyze the nucleophilic/electrophilic nature
sites and investigate the electron-withdrawing/electron-donating
influence of the substituents, mainly of the substituent -R9 on the
imidazole ring.

In addition, an interesting local density functional descriptor of
reactivity is the Fukui function used to analyze the chemical reactivity
and sites selectivity within a molecule.*>~#¢ The Fukui function values
were obtained from the Hirshfeld's population scheme and are
defined by the expressions described below.**

Ol VL,

There are three types of Fukui functions that are defined depend-
ing on the electron transfer.***°

The condensed Fukui functions were calculated using a finite dif-
ference approach just as proposed by Yang and Mortimer,* according
to the following expressions

fi = a(N+1) — i (N) for nucleophilic attack,
fe =ak(N) —ax(N— 1) for electrophilic attack,
f0 = [a(N+1) — g (N — 1)] /2 for radical attack,

where gy, is the electronic population of atom k in a molecule.

Furthermore, we analyzed the frontier molecular orbitals, HOMO
and LUMO (The highest occupied molecular orbital and lowest unoc-
cupied molecular orbital, respectively) to investigate the substituent
effect on the nucleophilic/electrophilic nature sites of the imidazole
and nitroimidazole derivatives.

23 | Template selection and sequence structural
alignment

Comparative modeling is based on identifying template structures
with the highest sequence similarity to carry out the construction of a
three-dimensional enzymatic model. Since, the crystallized structure
of the enzyme NADH-FUM reductase of T. cruzi is not available, the
amino acids sequence was retrieved from the NCBI database (ID:
XP_807320.1%7 and ID: PWV10286.1%¢) and a search BLAST-P*? was
carried out against the Protein Data Bank,* in order to identify
homologous structures. Four template structures were identified that
showed high sequence identity (PDB ID: 5GLG,** PDB ID: 1KSU,*
PDB ID: 1QJD,* and PDB ID: 1QO8>). The sequence of the enzyme
NADH-FUM reductase of T. cruzi was aligned to each selected tem-
plate using MultAlin,>> maintaining the default parameters. The align-
ments were inspected and manually adjusted to reduce gaps and
insertions, and ensure that the catalytic sites were conserved.

24 | Model building

The homology models of the enzyme were built using the MODEL-
LER 9.21 software®® based on its alignments with templates and
satisfying spatial restraints. The four templates with the highest
sequence identity were used to perform homology modeling and
incorporate flexibility in the receptor since the protein shows
three different active conformations and one inactive conforma-
tion (PDB ID: 1Q08). Ten thousand models were modeled for each
of the four templates. The best models were selected based on the
DOPE statistical score (Discrete Optimized Protein Energy) and
based on the root mean square deviation (RMSD) values against
their respective templates. The DOPE statistical score was calcu-
lated by MODELLER 9.21°¢ and the RMSD was calculated using
ProFit.””* Then, we evaluated their stereochemical quality using
PROCHECK®’ and selected the best models, according to the
Ramachandran plots.

2.5 | Model optimization

The selected models were refined using the ModRefiner software®®
to generate a better quality structure. ModRefiner is an algorithm that
performs a conformational search in the side chains and main chain of
each amino acids of the protein through energy minimization. In the
same way, we verified the stereochemical quality of each model
through Ramachandran plots, using PROCHECK.>?

2.6 | Receptor and ligands preparation

The optimized geometries of the ligands, the coenzymes NADH and
FAD, and the reference molecules used for the molecular docking studies
were taken from the theoretical calculations, at the M06-2X/6-311+G
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(d,p) level of theory in aqueous solution. The ligands preparation process
was performed for the molecular docking study by assigning charges,
protonation states, and flexibility using the OpenBabel software.®* For
the process of preparing the enzymatic models: 5299 (1KSU), 2735
(1QJD), 4560 (5GLG), and 9109 (1QOS8), were assigned protonation
states and missing hydrogens, using PROPKA3.62¢ |n addition, the rota-
mers and the positions of the amino acids GLU, HIS, and ASP were opti-
mized using the MolProbity server.*

2.7 | Docking studies

The molecular docking was performed employing Autodock Vina
1.1.2 software.®® The position of the crystallized FAD of the tem-
plate structures was taken as a reference to locate the NADH's
position and performed the first four couplings to form the
NADH-FRD complexes. The complexes were formed between the
NADH and the model 5299 (from the PDB ID: 1KSU template),
the NADH and the model 2735 (from the PDB ID: 1QJD tem-
plate), the NADH and the model 4560 (from the PDB ID: 5GLG
template); and the NADH and the model 9109 (from the PDB ID:
1QO8 template).

For each model, a conformational docking space search was set
up. The defined search space included the entire catalytic domain, which
ensured the analysis of all potential binding sites. For the model 5299
(1KSU), the search space was defined to cover a three-dimensional analysis
region of 36A x 21 A x 18 A points, centered at x14.083, y:~2.972,
2:5.917. A similar procedure was performed for all models. For the model
2735 (1QID) the region of 22.50 A x 21.00 A x 35.25A, centered at
x26417, y:32.861, z64.361 was defined. For the model 9109 (1Q08) the
region of 32 A x 22 A x 22 A, centered at x:39.417, y:68.472, 2:20.500
was defined. For the model 4560 (5GLG) the region of
24 A x 26 A x 28A centered at x:8.417, y:28472, z0.667 was defined.

To achieve the molecular docking between the NADH-FRD com-
plex and the ligands, the model 5299 (1KSU) were selected, since it is
the only model that preserved the FAD-FRD interaction site of its
original template. For these couplings, a grid box with dimensions of
20 A x 22 A x 22 A, centered at x:6.500, y:5.111, 2:10.556 was used.
In order to analyze the input and output files, the MGLTOOLS 1.5.6
was employed.®®4” The best ligands using coupling energy and dimen-
sional location were selected.

2.8 | Validation of docking protocol (redocking)

To verify and ensure that the position of NADH is adequate, the vali-
dation of the docking protocol was carried out, where the spatial loca-
tion of the crystallized FAD-1KSU complex was compared, with the
docking of FAD and the 1KSU template used for modeling. This com-
parison was performed based on the RMSD values obtained. In the
same way, docking of the coenzyme NADH with the template 1KSU
and the model 5299 was performed, and the RMSD values were com-
pared. In all cases, the Autodock Vina 1.1.2 software®® and a grid with
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dimensions of 36x21x18 points, with a spacing of 1 A, centered at x:
14.083,y: —2.972, z: 5.917 was used.

29 | Evaluation of the role of water molecules in
the binding pocket of NADH-fumarate reductase

Rational drug design studies have reported that water mediates some
ligand-protein interactions.®®~72 In this sense, it is postulated that a
ligand must first displace the water molecules from the area that
defines its binding pocket to interact with the protein. However, some
water molecules—also known as nondisplaceable or conserved—
interact strongly and remain attached to the protein, thus affecting
the positioning of ligands within the binding site and, consequently,
influencing the ligand-binding affinity.58-72

There is evidence that imidazole derivatives inhibit the enzyme
NADH-FUM reductase and that these ligands may bind at the FUM-
binding pocket.*? Therefore, before docking imidazole and nitroimida-
zole derivatives into the homology model of the enzyme NADH-FUM
reductase, we investigated the potential presence of conserved (non-
displaceable) water molecules within the binding site, which could
play a role in the mode of binding and affinity of ligands. To Identify
such water molecules, WaterDock”® and WaterDock2.07? were used.
These programs dock water molecules within the protein's binding
pocket to identify those that are nondisplaceable or conserved.

WaterDock predicts the location conserved water molecules
within the binding pocket without the explicit presence of the ligand.
This program is relevant because it makes the prediction indepen-
dently of the nature of the ligand. By contrast, WaterDock2.0 predicts
the location of conserved water molecules with the explicit presence
of the ligand and includes solvation data of the ligand functional
groups. We used both programs to obtain a more complete and accu-
rate estimation of the potential presence of conserved water mole-
cules within the ligand-binding site. In addition, these programs were
selected because they were validated using crystallographic data,
showing an extremely high-success rates: 88% accuracy for Water-
Dock and 91% for WaterDock2.0.”

3 | RESULTS AND DISCUSSION

3.1 | Pharmacokinetic parameters and
toxicological prediction

In the present discussion, the BNZ is the reference molecule, since it
is used as a first-line drug to treat Chagas disease. From BNZ, we
made structural modifications with the different functional groups
reported as active against T. cruzi, as previously mentioned. The struc-
tures analyzed in this study comprise the following series: first,
2-nitroimidazoles with R2 substituent in position five. Second,
5-nitroimidazoles with R1 substituent in position two. Third, nonni-
trated imidazole derivatives with R1 substituent in position two.
Fourth, nonnitrated imidazole derivatives with R2 substituent in
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position five, as shown in Figures 2 and 3. According to the results of
in silico prediction and considering Lipinski's Rules, we selected
32 molecules that were not toxic. It is important to notice that the
results of the in silico predictions showed that the BNZ and other ref-
erence structures indicated a potential reproductive risk. Similarly,
metronidazole (MTZ) showed negative values in the partition coeffi-
cient (Log P), which could result in poor absorption of the drug
(Tables S1 and S2, See Supporting Information).

3.2 | Calculations of the electronic structure

The optimized geometry of the selected molecules for imidazole and
nitroimidazole derivatives is shown in Figures 4 and 5. The geometri-

cal parameters agree with the available X-ray experimental data.’¢7#

On the other hand, the analysis of electron density-based molec-
ular descriptors in pharmacological molecules is important. In this
sense, it is essential to know the interaction sites and the chemical
reactivity of these molecules. Tables 1 and S3 show the calculated
values for the global reactivity quantum chemical descriptors: PA
energy, chemical hardness (;), ionization potential (I), electrophilicity
index (), the SESE, and aromatic index (A).

The PA values of the reference molecules and their nitrated and
nonnitrated analogs are shown in Tables 1 and S3; a larger value of
the protonation energy implies higher basicity. Hence, we analyzed
the basicity features of the nitrogen atom (N3) of the imidazole group
with respect to the R9-substituent groups and their relationship with
the position of the nitro group. The results indicated that the basicity
of the N3 atoms is larger for 2-nitroimidazole derivatives, 2NS5-2,
2NS5-3, 2NS1-6, 2NS3-6, BNZ, 2NS3-7, and M35m than the
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5-nitroimidazoles derivatives, 5NS5-4, M2, 5NS1-1, M7D, 5NS2-6,
and M3. This behavior could be due to the proximity of the nitro
group to the N3 atom and the influence exerted by their inductive
and resonance effects. In addition, the imidazole derivatives without
the nitro group have the lowest PA values, indicating that the pres-
ence of the nitro group is crucial for preserving the basicity of the N3
atom. These results are consistent with previously reported studies.*®

Chemical hardness () is a descriptor of global reactivity, in which
larger energy values are related to more stable molecules. In Tables 1
and S3, it is observed that the nitrated molecules have larger chemical
hardness values compared to their respective nonnitrated imidazole
analogs, which suggests that these molecules are less reactive. More-
over, it is observed that the nonnitrated molecules that possess a
phthalazine group in the R9 substituent (S1-8, S2-8, S3-8 and S4-8)

AP Am R X
=] 9 "‘ 2%
: ’1 ’?, .‘-“J 'a«‘.

S4-6 S4-7, S4-8 S5-4

2 @ 2 9 3 "
Aot X

have higher values of chemical hardness than its analogs with benz-
imidazole substituent (S1-6, S2-6, S3-6) or benzyl groups (S1-1, S2-1,
S3-1, S4-1) as shown in Tables 1, S3 and Figures 3 and 5. These
results indicate that the presence of the phthalazine group in the R9
substituent confers more stability to nonnitrated imidazole deriva-
tives. In addition, a similar behavior was observed for phthalazine and
benzimidazole substituents in the 5-nitroimidazole derivatives
(Figures 2 and 4).

The ionization potential (I) values are shown in Tables 1 and S3. It
is observed that the 2-nitroimidazole and 5-nitroimidazoles deriva-
tives, as well as molecules of series 1 (S1-1, S1-6, and S1-8), have
higher ionization potential values than nonnitrated imidazole deriva-
tives. These results suggest a lower oxidative effect on nonnitrated
imidazole derivatives with R1= H and nitroimidazoles with electron-
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TABLE 1  Proton affinity and quantum-chemical descriptors for reference and selected molecules, at the M06-2X/6-311++G
(2df,2p)//6-311+G(d,p) levels of theory

Molecule PA (kcal/mol) n(eV) 1(eV)  (eV) SESE (kcal/mol) A (eV)
Ref. Mol. BNZ* 15.37 1018 6.83 0.15 -047 0.24
M3** 821 10.09 6.88 017 10.23 0.18
M35m 14.67 10.18 6.88 0.16 -0.70 0.08
M2+ 1292 1001 6.82 0.16 042 0.16
M7D 892 1046 7.20 019 7.66 0.20
Imidazoles ST -0.15 7.36 6.47 0.53 = 0.31
S1-6 024 7.69 6.54 047 = 0.07
$1-8 0.05 8.39 6.45 0.30 = 021
S2-1 ~-236 718 6.22 048 = 0.68
S2-6 -240 7.39 6.24 044 = 0.15
S2-8 -229 8.16 6.22 028 = 0.08
S3-1 -191 715 6.19 048 = 0.71
$3-6 -0.58 7.39 6.21 043 = 0.21
S3-8 -1.30 812 6.19 028 = 0.10
S4-1 1.80 6.96 6.02 046 = 101
S4-8 1.80 795 6.02 026 = 0.30
Nitroimidazoles 2NS5-2 16.86 10.78 7.38 0.18 ~2.02 0.08
2NS1-6 16.60 9.89 6.55 0.13 240 0.11
2NS5-3 16.69 1040 7.02 0.16 -203 0.32
2NS3-6 16.11 9.85 6.54 013 0.88 0.11
2NS3-7 1494 1051 7.22 0.18 ~144 0.15
5NS2-6 847 9.75 6.53 0.14 1044 0.07
5NS1-1 1117 10.17 6.91 016 11.20 0.16
5NS5-4 14.18 10.23 6.97 017 -0.27 0.25

Abbreviations: eV, electron Volts; I, ionization potential; PA, proton affinity energy; SESE, substituent effect stabilization energy; A, aromatic index; »,
chemical hardness; w, electrophilicity index.

*Values obtained from Reference [16].

**Values obtained from Reference [15].

donor substituents in R9, indicating an increase in its structural
stability.

Furthermore, to know how the substituent groups influence these
molecules' stability and chemical reactivity, we investigated and evalu-
ated the effect of the R substituents and the nitro group on the nitroi-
midazole derivatives via the (SESE) descriptor, where more negative
values indicate greater energy stability. In Tables 1 and S3, we can see
that the 2-nitroimidazoles that contain mercaptopyridine, benzyl, and
phthalazine functional groups in the R9 substituent, respectively
(2NS5-2, 2NS5-3, and 2NS3-7—as well as BNZ, M35m)—have negative
values of the SESE descriptor. Therefore, they are the most energeti-
cally stable molecules, which agrees with the results obtained regarding
chemical hardness and ionization potential. However, the stability
decreases when the nitro group is in position 5, as it can be observed in
the M7D, M3, 5NS2-6, and 5NS1-1 molecules, which indicates that the
5-nitroimidazole molecules are less stable than the 2-nitroimidazoles.

Since toxicity is a critical parameter in drug design, the descriptors
electrophilicity index (w) and aromaticity index (A) were determined.

In the last decades, these descriptors have been related to mutagenic-
ity or carcinogenicity of organic molecules, respectively. In this con-
text, Roy et al,”>7¢ have related high values of electrophilicity index
to biological toxicity due to organic molecules with high values could
form covalent bonds with DNA, which might cause mutations.”” In
this respect, it was observed in Tables 1 and S3 that nonnitrated mol-
ecules S1-1, S1-6, S2-1, S2-6, S3-1, S3-6, and S4-1, have the largest
electrophilicity index values, therefore, they could be considered as
the molecules with the highest probability of causing mutagenicity; on
the other hand, nitrated structures and nonnitrated molecules S1-8,
$2-8, S3-8, and S4-8, possess the lowest values, and they could be
considered the least mutagenic structures in this study. In addition,
the electrophilicity index () values showed that the presence of the
nitro group decreases the electrophilicity index of nitroimidazole
derivatives, that is, BNZ, reference molecules and nitrated molecules
have lower electrophilicity index values than their respective nonni-
trated analogs, therefore, nitrated structures are less susceptible to
accepting electronic charge. This behavior may be related to the
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TABLE 2 Atomic charges values for imidazole and nitroimidazole derivatives at the M06-2X/6-311++G(2df,2p)//6-311+G(d,p) levels

Molecule N1 Cc2 N3 c4

BNZ* 0.314 0.201 0.595 0.221
Mm3** 0.257 0.444 -0.683 0.269
M35m -0.228 0.432 -0.604 0.059
M2** 0.075 0.706 ~0.649 0.207
M7D -0.021 0.545 -0.683 0.244
S$1-1 0.291 0.167 -0.685 0.220
S1-6 0.300 0.147 0.680 0.199
S1-8 0.172 0.211 -0.694 0.212
S2-1 -0.039 0.525 -0.738 0171
S2-6 0.229 0.408 -0.727 0.152
S2-8 0.121 0.446 -0.732 0.152
S3-1 -0.074 0.235 -0.689 0.060
S3-6 0.250 0.135 -0.678 0.073
53-8 0.082 0.189 -0.677 0.046
S4-1 0.027 0.682 -0.677 0.052
S4-8 —0.068 0.743 -0.695 0.075
$5-1 0.129 0.454 0.724 0191
2NS5-2 0.280 0.242 -0.575 0.201
2NS1-6 0.367 0.178 ~0.585 0.222
2NS5-3 0.026 0.339 -0.579 0.078
2NS3-6 0.226 0.177 0.567 0.080
2NS3-7 0.158 0.183 -0.560 0.062
5NS2-6 0.167 0.461 -0.681 0.236
5NS1-1 0.378 0.228 ~0.630 0.259
5NS5-4 -0.045 0.778 -0.683 0.209

Note: Atomic charges of atoms and groups are in a.u.
*Values obtained from Reference [16].
**Values obtained from Reference [15]

global reactivity of the molecules, which is consistent with the results
of chemical hardness and ionization potential.

The aromaticity index (A) is a global descriptor that indirectly pre-
dicts the carcinogenicity of a compound when it has aromatic
rings.4%7 According to the Barone indexes, a molecule is considered
carcinogenic if it presents values above 0.36 eV. Tables 1 and S3
show that the molecules S2-1, S3-1, and S4-1 have highest aromatic-
ity values, therefore, these molecules could be considered carcino-
genic. By contrast, it is observed that the molecules 5NS2-6, S1-6,
2NS5-2, S2-8, S3-8, M35m, 2NS1-6, and 2NS3-6 possess the lowest
values, which indicates that they can be considered as the molecules
with the least probability of causing carcinogenicity.

On the other hand, the Tables 2 and S4 show the atomic charge
values (fitted to ESP) of nonnitrated molecules and nitroimidazole
derivatives for the following atoms: N1, C2, N3, C4, C5, and the sub-
stituent (R9), as well as NO, groups, in order to estimate which atomic
or group charges could be related to the active sites. It is observed
that the negative charges were located in N3 atom and NO, group,
whereas the positive charges were located in C2, C4 atoms, and R9

Cc5 o7 08 R9 NO2
~0.347 -0.511 0.528 0.071 -0.212
-0357 -0.558 —-0.564 0.050 -0.169
0.143 -0.489 -0453 0.308 -0.309
-0.316 -0.569 -0.581 0.100 -0.191
-0.243 -0.547 -0.556 0.167 -0.183
-0471 = = 0.028 =
-0419 = & 0.030 =
-0.388 = = 0.098 =
-0.395 Z = 0.200 5
0449 = = 0.047 =
~-0.398 = = 0.105 =
0.060 = = 0.182 =
-0.106 = = -0.002 s
0.002 = = 0.101 =
-0.378 = = 0116 =
—-0.365 = = 0.172 =
-0.402 = = 0.058 =
-0.273 -0459 -0419 0.062 -0.244
~0.355 -0486 ~-0477 0.022 -0.194
0.059 -0467 -0426 0.132 -0.279
-0.002 -0.504 0483 0.059 -0.205
0.030 -0.525 -0.531 0.122 -0.230
-0271 -0487 -0.546 0.068 -0.186
-0.328 -0.540 -0.509 ~0.023 -0.148
-0.209 -0.524 -0453 0177 -0.236

substituent groups, except for S3-6 and 5NS1-1. Similarly, the results
suggest that N3 atoms have larger negative values of the atomic
charges than N1 atoms in all molecules, which agrees with the PAs
and the amphoteric properties of imidazole derivatives reported in
previous studies.®

In addition, it is observed that the atomic charges of the N1,
N3, C5 atoms, and the R9-substituent are modified due to the pres-
ence of the nitro group and of its substituents R1= -CH3; and R2=
-OCHjs, as shown for the BNZ, S1-1, M35m, S3-1, M3, S2-1, M2,
and S4-1 molecules (see Tables 2 and S4). It is interesting to note
that N3 atoms for no-nitrated analogs have larger negative values
of the atomic charges than nitroimidazole derivatives; these results
show that the electron-withdrawing effect of the NO. group is
stronger than the R9-substituent effect. In addition, it was observed
that for nitroimidazoles, the atomic charges of C2 and C5 atoms are
affected by the presence of the nitro group in position two, while
the atomic charges of C4 atoms are affected mainly by the presence
of the nitro group in position five of the imidazole ring, respectively
(see Figures 4 and 5).
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TABLE 3 Condensed Fukui function values for imidazole and nitroimidazole derivatives at the M06-2X/6-311++G(2df,2p)//6-311+G(d,p)

levels

BNZ*

M3**

M35m
M2+
M7D
S1-1

S1-6

$1-8

S2-1

$5-1

2NS5-2

2NS1-6

2NS5-3
2NS3-6

2NS3-7

5NS2-6

5NS1-1

5NS5-4

= fis f°
c2 N3 Cc4 C5 R9 Né o7 o8 R9 c4 c5 o7 o8
= = = S 0.145C21 0.164 0245 0212 - 0.027 0.034 0123 0.106
0.181 C29
= = = = 0.148 C16 0.159 0229 0192 - 0051 0.013 0115 0097
0.181 C24
0132 0065 0188 0145 - 0.163 0239 0196 - 0121 0.099 0158 0129
0078 0087 0115 0141 - 0.156 0223 0191 - 0.113 0.085 0159 0129
0109 0085 0135 0162 - 0160 0230 0198 - 0118 0.094 0164 0133
0161 0090 0202 0216 - = = = 0153C20 0.102 0.108 - =
0.152C24
- = = = 0.123 C22 = = = 0.129 C20 = = - -
0.136 C24 0.133C24
= = = = 0.142N32 - = = 0.109 C21 = = = =
0.167 N33 0.108 C25
0123 0087 0197 0208 - = o - 0.141C19 0.099 0.105 - o
0.145C23
0122 0088 0196 0210 - = = = 0129C19  0.099 0.105 = =
0.133C23
0123 0088 0197 0210 - Z = ] 0109C20  0.099  0.105 - =
0.108 C24
0158 0089 0199 0167 - = = = 0142C20 0.101 0.084 - <
0.145C21
0160 0089 0199 0168 - = - - 0123C19 0100 0.084 - =
0.131C23
0158 0089 0199 0167 - = = = 0109C20 0.100 0.084 - =
0.108 C24
0094 0091 0183 0197 - = = = 0147C19  0.092 0.099 - -
0.148 C23
0094 0091 0183 0198 - = = = 0109C20 0.092 0099 - =
0.108 C24
0116 0087 0194 0202 - - = - 0144C17 0100 0.102 - o
0.141 N23
= = = = 0.169 511 0.162 0.244 0206 - 0.029 0031 0129 0107
0.124C17
= = = = 0.118 C21 0155 0225 0193 - 0.027 0.036 0116 0.098
0.133 C23
0.125 = 0187 0141 - 0.160 0240 0201 - 0.069 0061 0159 0131
= - = = 0.122C20 0153 0222 0190 - 0.028 0.028 0115 0096
0.129 C22
0058 0034 0083 0.067 0.078C19 0.156 0226 0191 - = = 0127 0110
0.078 C23
= - = = 0.131C18 0.159  0.227 0184 - 0051 0.012 0115 0092
0.145 C22
= = = = 0.143 C16 0156 0221 0197 - 0049 0011 0114 0101
0.179 C23
0070 0083 0107 0134 0099010 0154 0225 0196 - 0.106 0.077 0161 0132

*Values obtained from Reference [16].
**Values obtained from Reference [15].
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FIGURE 6
theory

The condensed Fukui function allows the analysis of the interac-
tion sites in specific regions of a molecule and the analysis of which
atoms are potential reactive sites for electrophilic, nucleophilic, or rad-
ical attacks, respectively. Tables 3 and S5 collect the Fukui function
values for the following atoms: C2, N3, C4, C5, N6, O7, and O8 for
the reference molecules, nitroimidazole derivatives, and their respec-
tive nonnitrated analogs.

Frontier molecular orbitals (HOMO and LUMO) for imidazole and nitroimidazole derivatives at the M06-2X/6-311+G(d,p) level of

From these results, it can be noted that for nonnitrated imid-
azole derivatives, the negative function (f ) is found mainly on the
C2, N3 C4, and C5 atoms; likewise, the Fukui functions, for nitroimi-
dazole derivatives, as well as for the S1-6 and S1-8 molecules are
mainly located on the R9-substituent. Therefore, these results indicate
that these sites can undergo possible electrophilic attacks. The posi-
tive function (f") for nitroimidazole derivatives is principally located
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TABLE 4  Structural quality criteria
ID % ldentity R-value R-free % Coverage
5GLG 373 0.18 021 40
1KSU 354 017 024 39
1QID 352 - 0.27 39
1Q08 348 023 0.28 41

*Method X-ray diffraction (Values obtained from Reference [51]).
**Method X-ray diffraction (Values obtained from Reference [52]).
***Method X-ray diffraction (Values obtained from Reference [53]).
****Method X-ray diffraction (Values obtained from Reference [54]).

on the N6, O7, and O8 atoms, and for nonnitrated imidazole deriva-
tives, is located on the R%-substituent; these results indicate that
these sites could suffer a nucleophilic attack. The radical function
values (fo for nonnitrated molecules are located on the C4 and C5
atoms, and, for nitroimidazole derivatives on the O7 and O8 atoms,
suggesting possible radical attacks. It is interesting to mention that, in
some cases, the regions susceptible to nucleophilic, electrophilic, and
radical attacks change their position when the nitro group is not pre-
sent in the structure, that is, the inductive effect of the nitro group in
position two or five modifies the reactivity sites in the nitroimidazole
molecules. These results agree with the reported in previous
studies.*®

The frontier molecular orbitals allow to identify the most impor-
tant interaction sites susceptible to electrophilic and nucleophilic
attacks of a molecule of pharmacological interest. Figure 6 shows the
molecular orbitals (HOMO and LUMO) of the reference molecules,
nitroimidazole derivatives and their nonnitrated analogs, respectively.
Hence, the HOMO orbitals for BNZ and M3 are located on the R9
substituent, while for M7D, M2, and M35m, they are mainly located
on the imidazole ring, which indicates that these regions are suscepti-
ble to electrophilic attacks. On the other hand, the LUMO orbitals are
located on the imidazole ring and on the nitro group for BNZ, M3,
M35m, M7D, and M2, which indicates that these regions could
undergo nucleophilic attacks, respectively. On the contrary, in nonni-
trated molecules, the HOMO orbitals are located on the imidazole
ring, while the LUMO orbitals are located on the R9 substituent. Inter-
estingly, in all molecules, the HOMO and LUMO molecular orbitals
are located in the same areas as the Fukui functions and the atomic
charges previously analyzed, confirming the most important interac-
tion sites for these structures.

3.3 | Template selection and structural alignment

In absence of the crystal structure of the enzyme NADH-FUM reduc-
tase of T. cruzi,**** we carried out homology modeling to obtain its
three-dimensional structure and to use this model in subsequent
molecular docking studies. Through a structural quality analysis, the
templates that met the criteria required for such modeling were

selected (percentage of coverage >30%, percentage of identity > 30%,

Resolution Score E-value Coenzyme Ligand
1.80* 272 5.00E-80 FAD Succinate
200** 239 1.00E-67 FAD Fumarate
1.80*** 238 5.00E-67 FAD Malate
245550 240 5.00E-68 FAD -

E-value < 10-4, resolution < 3.5, score > 200, R-value < 0.2, and R-
free > R-value).

Table 4 shows the four template structures with the highest
sequence identity that were identified: PDB ID: 5GLG,** chain A with
37.33% identity, crystallized ligand: succinate, coenzyme: FAD; PDB
ID: 1KSU,?2 chain A with 35.39% identity, crystallized ligand: FUM,
coenzyme: FAD; PDB ID: 1QJD,* chain A with 35.19% identity, crys-
tallized ligand: malate, coenzyme: FAD; PDB ID: 1Q08,>* chain A with
34.79% identity, no crystallized ligand, coenzyme: FAD.

Although available templates in the Protein Data Bank

database®?™>*

showed a coverage percentage of <41%, they
include the segment spanning from residues 315 to 950, which
correspond to the catalytic site of FUM and the site of interac-
tion for the formation of the Coenzyme-FRD complex, as
reported in literature.'®5178-80 Figure 7 shows the multiple
alignment where the residues that integrate the catalytic site of
the protein with FAD are highlighted in green, whereas the resi-
dues that form the catalytic site of the protein with FUM are
highlighted in yellow.

34 | Model building

The 10,000 models generated based on each of the four proposed
templates are shown Figure 8. From these results, the models with
the best values of RMSD and DOPE score were selected. Based on
1QJD template, the model 2735 was selected, with values of
RMSD = 3.87 A and DOPE = —56,774.23. For the 1KSU template,
the model 5299 was selected, with values of RMSD = 3.87 A and
DOPE = —57,022.21. For the 5GLG template, the model 4560 was
selected, with values of RMSD = 2.01 A and DOPE = —49,050.61.
For template 1QO8, the model 9109 was selected, with values of
RMSD = 8.34 A and DOPE = —52,790.86.

We visually evaluated and compared the selected models with
their respective templates using the PyMOL software,®? as shown in
Figure 9. The results illustrated that the modeled structures are
highly similar to their respective templates, especially in the regions
of the catalytic site, therefore, Ramachandran plots were con-
structed to evaluate the stereochemical quality of models, as shown
in Figure 10.
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FIGURE 7 Multiple sequence alignment for template and problem sequence.>® The residues that integrate the catalytic site of the FAD are in
green box, and the residues that integrate the catalytic site of the fumarate are in yellow box
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FIGURE 8 Models generated for: (A) 1QJD (purple), (B) 1KSU (blue), (C) 5GLG (red), (D) 1QO8 (green). The values of the root mean square
deviation (RMSD) were calculated with ProFit,>”€ and the DOPE statistical score (discrete optimized protein energy) was calculated by

MODELLER 9.21%¢

The Ramachandran plots showed that the amino acids of each
selected model were located in allowed sites. In the case of the model
2735 (1QJD), a total percentage of 98.7% was obtained; for the
model 5299 (1KSU), a total percentage of 98.7% was obtained; for
the model 4560 (5GLG), a total percentage of 98.3% was obtained;
and for the model 9109 (1QO8), a total percentage of 98.5% was
obtained. According to our results shown in the homology modeling
study, was confirmed that the modeled structures have the quality
required® to continue with the molecular docking study.

35 |
complex

Docking studies of coenzyme-protein

We performed molecular docking between the NADH and the model
5299 (1KSU), the NADH and the model 2735 (1QJD), the NADH and
the model 4560 (5GLG), as well as the NADH and the model 9109

(1QO08), to form the respective NADH-FRD complexes. We also com-
pared the spatial location of the coenzyme, taking as reference the
position of the crystallized FAD in the template structures, as shown
in Figure 11.

The results shown in Figure 11 indicated that, the NADH-5299
(1KSUV), is the only one out of the four analyzed complexes that con-
served the interaction space of the FAD with its respective template,
with a binding energy value of —7.1 kcal/mol. Therefore, we selected
the model 5299 to continue with the molecular docking studies and
validate the docking protocol (redocking).

3.6 | Validation of docking protocol (redocking)

The validation of the docking protocol was carried out by means
of comparing the spatial location of the crystallized FAD-1KSU
complex, with the FAD coupled to the 1KSU template and with
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FIGURE 9 Selected models
(magenta) and compared with their
respective templates (blue): (A) 1QJD
vs the model 2735, (B) 1KSU vs the
model 5299, (C) 5GLG vs the model
4560, (D) 1QO8 vs the model 9109.
The models were generated by
MODELLER 9.21%¢

(A)1QJD vs 2735

WILEY_L_*
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(B) 1KSU vs 5299

the FAD coupled to model 5299. Similarly, the spatial locations of
NADH coenzyme coupled to the 1KSU template, with NADH
coupled to model 5299, were compared. All the comparisons
were carried out through the RMSD values, as shown in
Figure 12.

Figure 12 shows that the binding positions presented by the FAD
coupled to 1KSU template, versus the crystallized FAD-1KSU com-
plex, have a minimal difference in their spatial location, with
RMSD = 0.136 A. In addition, it shows that the location of the FAD
coupled to model 5299, agrees with the position of the crystallized
FAD at 1KSU, with a difference of RMSD = 1.144 A. Likewise, the
coupling positions between the complex NADH-5299 and NADH-
1KSU are very similar, with a difference of RMSD = 1.719 A. It is
important to note that the spatial locations of all the complexes gen-
erated in the validation of the coupling agree with the position of the
crystallized FAD at the 1KSU template; therefore, these results
allowed us to confirm that the NADH possesses a very similar interac-
tion site to that of the crystallized FAD.

To analyze hydrogen bonds and hydrophobic interactions, we
compared the FAD-1KSU complex with the NADH-5299 complex.
The interactions were visualized by the LigPlot®® and PyMOL
software,®? as shown in Figure 13.

Figure 13 shows the intermolecular interactions that correspond
to the hydrogen bonds for FAD-1KSU complex are located in the

1KSU residues: Gly278 (with N5 atom from 6-aminopurine and N
atom from the amine substituent of the é-aminopurine of the FAD),
Asp344 (with N atom from the é-aminopurine of the FAD), Glu534
(with O atom from the phosphate of the flavin nucleotide of the
FAD), Gly136 (with O atom from the phosphate of the flavin nucle-
otide of the FAD), Ala137 (with O atom from the phosphate of the
flavin nucleotide of the FAD), Glul56 (with O atom from the
hydroxyl ribose of the adenine nucleotide of the FAD), Ala549 (with
O atom from the flavin group of the FAD), lle550 (with O atom
from the flavin group of the FAD), Gly171 (with O and N atoms
from the flavin group of the FAD), Gly170 (with O atom from the
flavin group of the FAD), Ala169 (with O and N atoms from the fla-
vin group of the FAD), Ala165 (with O atom from the phosphate of
the adenine nucleotide of the FAD), Asn164 (with O atom from the
phosphate of the adenine nucleotide of the FAD), and GIn338 (with
O atom from the hydroxyl ribose of the FAD). Similarly, it was
observed that its hydrophobic interactions are located in the follow-
ing residues: Val132, Arg277, Gly133, Thr313, Gly314, Gly163,
Gly533, Ala312, 11e553, Gly135, Tyr505, Asn548, Arg544, Gly547,
Val253, Ala168, Leul67, His504, Asn337, Met375, Thr336, Glu156,
Lys157, Glu158, Thr276.

Moreover, the intermolecular interactions that correspond to
the hydrogen bonds of the NADH-5299 complex are located in the
residues: Asn405 (with N atom from the nicotinamide of the
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FIGURE 10 Ramachandran plots for the selected models: (A) model 2735 (1QJD), (B) model 5299 (1KSU), (C) model 4560 (5GLG), (D) model

9109 (1Q08)

NADH), His552 (with O atom from the ribose of the nicotinamide
nucleotide of the NADH), Cys609 (with O atom from the hydroxyl
ribose of the adenine nucleotide of the NADH), Cys139 (with N
atom from the é-aminopurine of the NADH), Ala337 (with N8
atom from the é6-aminopurine of the NADH), Ala142 (with O atom
from the phosphate of the nicotinamide nucleotide of the NADH),
Leul141 (with O atom from the phosphate of the nicotinamide
nucleotide of the NADH), Thr364 (with O atom from the hydroxyl
ribose of the nicotinamide nucleotide of the NADH), while their
hydrophobic interactions are located in the residues: Argé600,
Alal73, Pro412, Ser605, Pro261, Leu606, Ala142, Thr260,
Gly140, Thr338, Trp368, Gly138, Gly339, Gly168, Gly167,
Ser170, Glu590, Asn365, Ser170, Glu590, Asn365.

3.7 | Validation of the water docking protocol

The water docking protocol was validated by assessing whether
programs could reproduce conserved water molecules' presence or
absence in an experimental 3D protein crystal structure. High-

resolution complex crystal structure 1KSU,*? which is homologous
to enzyme NADH-FUM reductase, served as input for the valida-
tion analysis. This protein is bound to its coenzyme, FAD, and to
its native ligand, FUM. Importantly, crystallographic data®? show
no evidence of the presence of conserved water molecules in the
vicinity of the ligand (FUM)-binding pocket of 1KSU, as shown in
Figure 14.

When water was docked into FAD-1KSU complex, in the absence
of ligand (FUM), six water molecules were identified as potentially
conserved in the environs of the ligand-binding pocket (Figure 15A,
left panel). However, only two of those water molecules were found
to interact with the complex through hydrogen bonds with FAD.
Hydrogen bonds show long lengths, ranging from 2.88 A and up to
306 A, suggesting that the interactions may be considerably
weak,2#85 and thus, significantly reducing their influence in the stabili-
zation of the FAD-1KSU complex.

Interestingly, in the explicit presence of the ligand (FUM), the
docking of water molecules into FAD-1KSU-FUM complex revealed
no conserved water molecules within the ligand-binding pocket
(Figure 15B, left panel). This may confirm that the interactions of
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FIGURE 11  Molecular docking
for: (A) The crystallized FAD-1QJD
(green) overlaid with NADH coupled to
model 2735 (blue), (B) the crystallized
FAD-1KSU (green) overaid with
NADH coupled to model 5299 (red),
(C) the crystallized FAD-5GLG (green)
overlaid with NADH coupled to model
4560 (yellow), and (D) the crystallized
FAD-1QO8 (green) overlaid with
NADH coupled to model 9109
(magenta)

(A) FAD (1QJD) vs NADH (2735)
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(B) FAD (1KSU) vs NADH (5299)

(C)FAD (5GLG) vs NADH (4560)

td

J N 4

& | NADH-1KSU complex
S

RMSD=1.719A |

FAD-5299 complex

RMSD=1.144 A

FIGURE 12  Spatial location of the crystallized FAD (green)
overlaid with FAD coupled to model 5299 (blue), the FAD coupled to
1KSU template (magenta), the NADH coupled to 1KSU template
(yellow), and the NADH coupled to model 5299 (red)

conserved water molecules, identified previously, are indeed weak
and that such molecules are completely displaced by the presence
of the ligand, FUM, which is strongly stabilized through a series of
hydrogen bonds and hydrophobic interactions with the protein
(Figure 15B, right panel). These results agree with the lack of con-
served water molecules in the crystallographic structure of 1KSU,*?

(D)FAD (1Q08) vs NADH (9109)

therefore, these finding indicate that our protocol may be suitable
to predict conserved (nondisplaceable) waters in similar ligand-
protein complexes.

3.8 | Docking of water molecules into the
homology model of NADH-fumarate reductase

We used the validated protocol to investigate the potential presence of
conserved water molecules within the ligand-binding pocket of the
enzyme NADH-FUM reductase. To conduct this study, in the absence of
a 3D crystal structure of the enzyme to T. cruzi, we employed a homology
model (model 5299, see section Model Building), which was built based
on the structure of 1KSU.>2 This protein model is bound to NADH (coen-
zyme) and to FUM (ligand).

Without the explicit presence of FUM, the docking of water
molecules into the homology model found six conserved water
molecules (Figure 16, left panel). However, these water molecules
appear to be somewhat displaced toward the vicinity of the
NADH-binding pocket, where four of such molecules interact
with the coenzyme by forming hydrogen bonds, Figure 16(A)
(right panel). This suggests that the influence of these water mole-
cules may be insignificant within the FUM-binding site.

In the explicit presence of FUM (ligand), water docking into the
NADH-5299-FUM complex identified eight potential nondisplace-
able water molecules (Figure 16B, left panel). But only four of such
molecules form hydrogen bonds with FUM (Figure 16B, right panel).
However, the interaction distances between FUM and water
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FIGURE 13 (A) Interactions of the FAD-1KSU complex; (B) interactions of the NADH-5299 complex. The green dotted lines illustrate the
hydrogen bonds interactions, and red dotted lines display the hydrophobic interactions

molecules are significantly long, with bond lengths of 2.86, 2.91, Thus, our in silico docking assessment suggest the absence of
3.00, and 3.00 A, which, according to the literature, result in weak conserved water molecules in the vicinity of the FUM-binding site
interactions.®% of the enzyme NADH-FUM reductase. These findings are
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FIGURE 14  Crystal structure of
1KSU reveals no evidence of the
presence of conserved water
molecules within the ligand (fumarate,
FUM)-binding pocket

FIGURE 15 Docking of water
molecules to (A) FAD-1KSU complex
and to (B) FAD-1KSU-fumarate (FUM)
complex (red spheres represent water
molecules)

consistent with experimental crystallographic data. High-
resolution crystal structure of 1KSU>? reveals no conserved water
molecules, and crucially, it is an evolutionary homolog to the
enzyme NADH-FUM reductase. Hence, this reductase, similar to
1KSU, should also lack conserved water molecules, which our
findings precisely suggest. Therefore, subsequent docking studies
involving this enzyme may be conducted without incorporating

explicit water molecules.

FAD-1KSU-Fumarate crystallized

HEMISTRY
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Docking studies of coenzyme-protein-ligand

Once the NADH-FRD (NADH-5299) complex was obtained and
validated, the molecular docking of the complex with FUM, refer-
ence molecules and selected ligands were carried out. In addition,
to corroborate that the interactions are found in the internal part
of the protein and not on the surface, a visual analysis was carried
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out of the spatial location of the designed ligands, as shown in
Figure 17.

The structures shown in Figure 17 correspond to the molecules
S1-1, S1-6, S1-8, S2-8, S3-6, S3-8, S4-8, 5NS1-1, and 2NS1-6 which
were found in the internalized region of the protein and conserved
the catalytic site of FUM with the NADH-5299 complex. By contrast,
the structures BNZ, M3, M35m, M2, M7D, S2-6, S4-6, 5NS2-6,
2NS3-6, 2NS3-7, 2NS5-2, 2NS5-3, and 5NS5-4 were located on the

FIGURE 16 Docking of water
molecules to (A) NADH-5299 complex
and (B) NADH-5299-fumarate (FUM)

s o complex (red spheres represent water
molecules)

ared 19"

NADH

2,97 ;

Asnd0§

Arg89

FIGURE 17 Molecular docking of
the NADH-5299 complex with
fumarate, selected ligands and
reference molecules that conserve the
catalytic site of the fumarate

superficial region of the protein, which hinders their interaction with
the catalytic site of FUM.

In order to analyze the binding energies and intermolecular inter-
actions among the NADH-5299 complex and the selected ligands, in
Table 5, we formatted against an italic the ligands that conserved the
FUM catalytic site; so, it can be observed that the main intermolecular
interactions of FUM for the hydrogen bonds are located on NADH,
Lys172, Tyr480, Arg89; while for the hydrophobic interactions, the
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TABLE 5 Ligand interactions with the NADH-5299 complex
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Ligands Binding energy (kcal/mol) Hydrophobic interactions Hydrogen bonds
FUM 4.7 Asp258, Phe479, Thr174, Met63 NAD, Lys172, Tyr480, Arg89
BNZ 62 Ala62, Arg89, lle57, Thr483, Meté63, Thr174, Tyr480, Tyré4, Lys172

Phe479, NAD
M3 ~64 Alaé2, Leu85, lle57, Arg89, Asp258, Lys172, Thr174, Phe4d79,

Lys58, Met63, Tyré4, Ser61, NAD
M35m -60 lle57, Ala62, Leu85, Phe479, Met63, Tyr64, Asp258, Thri74,

Arg89, Lys172, NAD
M2 67 Arg89, Lys172, Asp258, Thr174, Phe479, Meté3, Tyré4, Ala62,

Lys58, Seré1, lle57, Leu85
M7D -57 Ser56, Lys58, Met63, Leu85, Alaé2, Ser61, Thr483, Phe479 Asn482
S51-1 6.0 Tyré4, lle57, Thr483, Leu85, Phe479, Met63, Thr174, NAD Arg89, Lys172
S1-6 60 Tyr480, Thr174, Phe479, Meté63, Ala62, lle57, Leu85 Arg89, Lys172
51-8 ~-7.2 lle57, Ala62, Met63, Tyr480, Thr174, Phe479, Leu85 Arg89, Lys172
S2-6 6.7 Leu85, Alaé2, Met63, Ser56, Phe479, Asn482, lle57, Thr483, Arg89, Seré1

Lys58
52-8 -75 Leu85, lle57, Tyré4, Tyr480, Phe479, Thr174, Met63 Arg89, Lys172
$3-6 -6.1 Met63, Tyré4, lle57, Leu85, Arg89, Phe479, Thr174, Tyr480, NAD Lys172
53-8 ~-80 Ala62, Met63, Tyr480, Thr174, Phe479, Tyré4, Leu85, lle57, NAD Arg89, Lys172, Seré1
$4-6 64 Thr483, Asn482, Met63, Phe479, Ser56, Arg89, Leu85, lle57, Ser61

Lys58, Ala62
54-8 ~6.8 Leu85, lle57, Thr174, Tyr480, Phe479, Met63 Arg89, Lys172
2NS5-2 -6.1 Seré1, Thr483, Ser56, Phe479, Met63, Tyr64, Ala62, Leu85, lle57 Arg89, Lys58
2NS1-6 6.8 Thr174, Met63, Arg89, lle57, Leu85, Tyré4, Phe479 Tyr480, Lys172, NAD
2NS5-3 -58 Phe479, Thr483, Ser56, Met63, Leu85, Ala62, Seré61 Asn482
2NS3-6 -70 Phe479, Lys58, lle57, Arg89, Ala62, Leu85, Met63, Thr483 Asn482, Ser56
2NS3-7 -73 Phed79, Ser56, Lys58, lle57, Met63, Ala62, Leu85, Arg89, Thr483 Asn482
5NS2-6 -69 Phe479, Lys58, Met63, lle57, Ala62, Leu85, Arg89, Thr483 Asn482, Ser56
5NS1-1 -65 Leu85, Tyr64, Phe479, Seré1, Ala62, Meté63, Arg89, Lys172,

Thr174, NAD
5NS5-4 -58 Ser56, Phe479, Thrd83, lle57, Arg89, Leu85, Alab2 Lys58

residues are located on Asp258, Phe479, Thr174, Met63. It is impor-
tant to mention that the residues: Lys172 and Arg89 for the hydrogen
bonds and the residues: Phe479, Thr174, Meté3 for the hydrophobic
interactions were localized in almost all coupled ligands.

The molecular docking studies indicated that the structures S3-8
(—8.0 kcal/mol), $2-8 (—7.5 kcal/mol), and S1-8 (—7.2 kcal/mol) have
the lowest values of binding energy.

4 | CONCLUSIONS

A computational study was undertaken, at the DFT-M06-2X level in
aqueous solution, to characterize and analyze the electronic structure
and evaluate the importance of the nitro group and the substituent
effects on the chemical reactivity and the physicochemical features of
new imidazole and nitroimidazole derivatives. The virtual platforms
indicated that the selected molecules were not toxic and had good
pharmacokinetic properties.

The results of the quantum chemical descriptors allowed us to
identify the structures: S2-8, $3-8, 2NS5-2, 2NS3-7, 2NS5-3, and
5NS1-1, which showed the best physicochemical properties and the
lowest toxicity. In addition, the results showed that, the presence of
the phthalazine group in the R9 substituent confers more stability to
nonnitrated imidazole derivatives.

Using homology modeling and applying a thorough refinement
protocol, we constructed a high-quality 3D structure of the enzyme
NADH-FUM reductase. The homology model was built based on the
experimental crystallographic structure from Shewanella frigidimarina
(PDB ID:1KSU. It showed the highest stereochemical robustness and
structural consistency as demonstrated by the low RMSD, 3.87 A,
when superimposed to the template protein.

This model was then used to investigate the potential presence of
conserved water molecules within the ligand-binding pocket of the
enzyme. Our in silico docking approach, complemented with experi-
mental crystallographic data, revealed the absence of water molecules
in the molecular interactions of NADH-FUM reductase with ligands.
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This finding allowed us to perform subsequent ligand-docking studies
without incorporating explicit water molecules in the simulations.

The selected molecules and evaluated via DFT studies were
tested as ligands in molecular docking. The results showed that the
ligands S1-1, S1-6, S1-8, 52-8, S3-6, $3-8, S4-8, 5NS1-1, and 2NS1-6
interacted at the catalytic site of the FUM with similar intermolecular
interactions.

Finally, the computational studies showed that the molecules
S3-8 (—8.0 kcal/mol), S2-8 (—7.5 kcal/mol), and S1-8 (—7.2 kcal/mol),
could be considered as potential inhibitors of the enzyme NADH-
FUM reductase; however, future studies of molecular dynamics simu-
lations and experimental studies of enzymatic inhibition are
contemplated.
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Neglected tropical diseases caused by parasitic pathogens have caused an increase in research interest
in drug discovery. Chagas disease is caused by protozoan Trypanosoma cruzi. Benznidazole and
nifurtimox are effective drugs in the acute phase; nevertheless, for long-time treatment, they are toxic
and have side effects, because these molecules produce free radicals and suffer oxidation-reduction
processes. Studies of the structure and mode of action of these drugs have been performed and, until
today, no effective treatment for this disease has been established yet. DFT-M06-2X studies in solution
allowed us to explore the substituent effects on stability energy, physicochemical properties and
chemical reactivity of nitroimidazoles with potential antiparasitic effects, using quantum-chemical
descriptors: proton affinities, substituent effect stabilization energy, ionization potential, electrophilicity,
hardness, atomic charges, dipole moment and Fukui functions. The basicity of the N3 atom and dipole
moment decrease while the ionization potential, electrophilicity, and hardness increase with the
electron-withdrawing substituents. Atomic charges, Fukui functions, and electrostatic potential showed
that the main reactivity was on the nitro group and N3 atom. The methyl group linked to C2, and the
position and inductive effect caused by the nitro group provoked major changes in the physicochemical
features, chemical reactivity, and geometrical and energetic stabilities. Quantum-chemical descriptors
allowed us to analyze and design novel nitroimidazole derivatives.
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is a zoonosis caused by the Trypanosoma cruzi agent and it is
transmitted by the blood-feeding reduviid bugs. Chagas disease

Introduction

In the last few decades, neglected tropical diseases caused by
parasitic pathogens have caused an increase in research interest
in drug discovery. Chagas disease, leishmaniasis, and sleeping
sickness affect 20 million people worldwide and lead to more
than 50 000 deaths annually."™ American trypanosomiasis, also
known as Chagas disease, which is endemic in Latin America,
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is cataloged as a neglected tropical disease by the World Health
Organization; in Latin America, it is the most widespread
parasitic disease, despite efforts to contain the vector-borne
disease or to report on precautions in blood transfusion.™®
Also, migration of infected people has spread the disease to non-
endemic regions such as the United States, Europe, Australia and
Japan, presenting a new worldwide challenge."™

Numerous pharmacological treatments for Chagas disease
have been based on benznidazole (BNZ) and nifurtimox (NFX),
which are used only in acute stages of the infections. However,
these molecules are toxic and require long-term treatments that
can give rise to severe side effects. In this sense, for many years,
a wide variety of drugs have been investigated with the aim of
developing a safe and efficient chemotherapy, through experi-
mental evaluation of several chemical compounds and plant
extracts, such as, sulphates, aminoquinols, azoles, hydrazines,
and nitroheterocycles, among others,®'*"** and of these, only a
few compounds have shown antiparasitic effects and have been

New J. Chem., 2019, 43, 11125-11134 | 11125
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