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Figura 48 RMSD de la proteina con respecto al frame en tiempo 0 a lo largo del tiempo de simulacion
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Figura 49 RMSD del ligando con respecto a la proteina a lo largo de la simulacién 700ns.................... 104

Figura 50 Fluctuacioén cuadratica media por residuo (RMSF) de la proteina con GRL-0617 durante la
simulacion. La linea azul representa las trayectorias. El eje x indica el numero de residuo, mientras que el
eje y muestra el RMSF (A), reflejando la flexibilidad local de cada regién de la proteina a lo largo de la
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Figura 51 Comparacién de la fluctuacién cuadratica media por residuo (RMSF) entre el sistema APOy el
complejo PLpro— GRL-0617 durante la simulacion de dinamica molecular. El panel izquierdo muestra el
perfil completo de RMSF a lo largo de la proteina, mientras que el panel derecho presenta una
ampliacion de la region correspondiente al loop BL2. La linea negra representa el sistema APO (promedio
de las réplicas) y la linea azul el sistema GRL-0617. El eje x indica el nUmero de residuo y el eje y el RMSF
(A), permitiendo comparar la flexibilidad local de la proteina en ausencia y presencia del ligando....... 105
Figura 52 Evolucion temporal de distancias estructurales clave durante las simulaciones de dinamica
molecular para los sistemas APO y PLpro-GRL-0617. El panel izquierdo muestra la distancia catalitica
entre Cys111y His272. Los paneles centraly derecho corresponden a las distancias Arg166-Tyr268 y
Pro299-Tyr268, respectivamente, utilizadas como descriptores del movimiento del loop BL2. La linea
negra representa el sistema APO (promedio de las réplicas) y la linea azul el complejo GRL-0617. El eje x
indica el tiempo de simulacién (ns) y el eje y la distancia entre residuos (A). ........cooevvrviveeeeeiieeeeenneen. 106
Figura 53 Distribucién angular de los angulos diedros X, y X, del residuo Tyr268 durante las simulaciones
de dinamica molecular de los sistemas APO y PLpro—-GRL-0617. Los diagramas polares muestran la
frecuencia de las conformaciones angulares observadas a lo largo de la trayectoria. Los paneles
superiores corresponden al sistema APO (promedio de las réplicas) y los inferiores al complejo GRL-
0617. Cada barra representa un intervalo angular de 5°, mientras que los circulos concéntricos indican la
frecuencCia relativa de OCUITENCIA. ..iiiiiiiiiiie i e e ettt e et et eneaeasasaateraressnsnsnsnsnsnsansannns 106
Figura 54 Evolucion temporal del RMSD de la proteina durante las simulaciones de dinamica molecular
para los sistemas APO, PLpro—-GRL-0617 y los distintos derivados bencénicos evaluados. Cada panel
corresponde a un ligando diferente (cinamilo, 4-OH-3-OMe, 4-NMe,, 4-CF;, 4-NH,, 4-NO,, 4-iPry 2-OH).
La linea negra representa el sistema APO (promedio de las réplicas), la linea azul el complejo PLpro-
GRL-0617,y la linea de color corresponde al sistema con el ligando evaluado. El eje x indica el tiempo de
simulacién (ns)y el eje y el RMSD de la proteina (A) respecto a la estructurainicial........cccevevivenenenen.. 107
Figura 55 Evolucion temporal del RMSD de la proteina durante las simulaciones de dinamica molecular
para los sistemas APO, PLpro—-GRL-0617 y los derivados 1-naftilicos evaluados. .......c..cccvvvviinnenennnn.. 107
Figura 56 Evolucion temporal del RMSD de la proteina durante las simulaciones de dindmica molecular
para los sistemas APO, PLpro—-GRL-0617 y los derivados 2-naftilicos evaluados. ..........ccevvvvenennenennnn.. 108
Figura 57 Evolucion temporal del RMSD de la proteina durante las simulaciones de dinamica molecular
para los sistemas APO, PLpro—-GRL-0617 y los derivados de antraceno evaluados. ........ccccecveveveenenen.. 108
Figura 58 Evolucion temporal del RMSD de la proteina durante las simulaciones de dindmica molecular
para los sistemas APO, PLpro—-GRL-0617 y los derivados de pireno evaluados. ......c.ccccevveveviiininenenenen.. 109
Figura 59 Evolucion temporal del RMSD del ligando durante las simulaciones de dinamica molecular
para los distintos derivados bencénicos evaluados en el sitio de unién de PLpro. Cada panel
corresponde a un ligando diferente (cinamilo, 4-OH-3-OMe, 4-NMe,, 4-CF;, 4-NH,, 4-NO,, 4-iPry 2-OH).
La linea azul representa el ligando GRL-0617 utilizado como referencia, mientras que la linea de color
corresponde al ligand0o EVAlUATO. .. ...iu i e e e et ettt e e e et e a s e s aeaeaeaeaaenenenenenenennes 110
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Figura 60 RMSD del ligando durante las simulaciones de dinamica molecular para los derivados 1
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Figura 64 RMSF por residuo de la proteina durante las simulaciones de Dinamica molecular de los
complejos PLpro—derivados bencénicos. Cada panel muestra el perfil de flexibilidad de la proteina para
un ligando diferente. La regidon sombreada indica el loop BL2 (residuos 255-275), asociado con el control
delacceso al bolSillo A UNION. ... et e et et e s e et e e e e eae s saeanenanensannnens 113
Figura 65 RMSF por residuo de la proteina para los derivados 1-naftilicos evaluados. La region
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Figura 66 RMSF por residuo de la proteina para los derivados 2-naftilicos evaluados. La region
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Figura 67 RMSF por residuo de la proteina para los derivados de antraceno evaluados. La regién
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Figura 69 Zoom del perfilde RMSF en el loop BL2 (residuos 255-275) durante las simulaciones de
dindmica molecular de los complejos PLpro—derivados bencénicos. Se incluyen los sistemas APO, GRL-
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Figura 73 Zoom del RMSF en la regidon BL2 (255-275) para los derivados de pireno evaluados. ............ 117

Figura 74 Evolucion temporal de la distancia Cys111-His272 (CA-CA) durante las simulaciones de
Dinamica molecular. Cada panel muestra la trayectoria de la distancia catalitica para uno de los
compuestos evaluados. La linea negra corresponde al promedio de las tres réplicas de la proteina APO,
mientras que la linea azul representa el complejo con el inhibidor de referencia GRL-0617. Las lineas de
colores corresponden a los distintos derivados de acetofenona evaluados con sus respectivo derivados
de aldehido (Cinamilo, 4-OH-3-OMe, 4-NMe,, 4-CF;, 4-NH,, 4-NO,, 4-iPry 2-OH). En todos los sistemas,
la distancia entre los residuos cataliticos se mantiene relativamente constante a lo largo de la trayectoria
de 700 ns, indicando la conservacion de la geometria del sitio catalitico de PLpro durante la simulacion.
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Figura 81 Evolucion temporal de la distancia Tyr268-Arg166(CA—-CA) para los derivados con sustituyente
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Figura 84 Evolucién temporal de la distancia Tyr268-Pro299(CA-CA) para los derivados con sustituyente
benceno. La definicion de las lineas y condiciones de simulacion es la misma que en la Figura 68. .... 123
Figura 85 Evolucion temporal de la distancia Tyr268-Pro299(CA-CA) para los derivados con sustituyente
1-naftilo. La definicién de las lineas y condiciones de simulacién es la misma que en la Figura 68. ..... 123
Figura 86 Evolucién temporal de la distancia Tyr268-Pro299 (CA-CA) para los derivados con sustituyente
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Figura 87 Evolucién temporal de la distancia Tyr268-Pro299(CA-CA) para los derivados con sustituyente
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Figura 88 Evolucién temporal de la distancia Tyr268-Pro299(CA-CA) para los derivados con sustituyente
pireno. La definicién de las lineas y condiciones de simulacién es la misma que en la Figura 68. ........ 125
Figura 89 Distribucién polar del angulo diedro x, del residuo Tyr268 durante las simulaciones de
Dinamica molecular para los complejos con derivados de la familia benceno. Los paneles superiores
muestran la distribucidn para la proteina APO (promedio de tres réplicas) y para el complejo con el
inhibidor de referencia GRL-0617, mientras que los paneles restantes corresponden a los distintos
derivados evaluados (Cinamilo, 4-OH-3-OMe, 4-NMe,, 4-CF;, 4-NH,, 4-NO,, 4-iPry 2-OH). La
distribucidon angular se representa en coordenadas polares, donde el radio corresponde a la frecuencia
de observacion del angulo durante la trayectoria de Dinamica molecularde 700 ns......cccveevvenennnen.e. 127
Figura 90 Distribucién polar del angulo diedro x, del residuo Tyr268 durante las simulaciones de
Dinamica molecular para los complejos con derivados de la familia benceno. La organizacién de los
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Dinamica molecular para los complejos con derivados de la familia 1-naftilo La organizacién de los
panelesy la definicién de las curvas corresponden a las descritas en la Figura83. .......cccovviiinienenn.n.. 128
Figura 92 Distribucién polar del angulo diedro x, del residuo Tyr268 durante las simulaciones de
Dinamica molecular para los complejos con derivados de la familia 1-naftilo. La organizacién de los
panelesy la definicién de las curvas corresponden a las descritas en la Figura83. .......ccoovvviinienennen.. 128
Figura 93 Distribucién polar del angulo diedro x, del residuo Tyr268 durante las simulaciones de
Dinamica molecular para los complejos con derivados de la familia 2-naftilo La organizacion de los
panelesy la definicidén de las curvas corresponden a las descritas en la Figura83. .......ccovvvviiivinennnn.. 129
Figura 94 Distribucién polar del angulo diedro x, del residuo Tyr268 durante las simulaciones de
Dinamica molecular para los complejos con derivados de la familia 2-naftilo. La organizacién de los
panelesy la definicién de las curvas corresponden a las descritas en la Figura83. .......ccovvvviiivinennnn.. 129
Figura 95 Distribucién polar del angulo diedro x, del residuo Tyr268 durante las simulaciones de
Dinamica molecular para los complejos con derivados de la familia antraceno. La organizacién de los
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Figura 96 Distribucién polar del angulo diedro x, del residuo Tyr268 durante las simulaciones de
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Figura 97 Distribucion polar del angulo diedro x, del residuo Tyr268 durante las simulaciones de
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Figura 98 Distribucién polar del angulo diedro x, del residuo Tyr268 durante las simulaciones de
Dinamica molecular para los complejos con derivados de la familia pireno. La organizacion de los
panelesy la definicidn de las curvas corresponden a las descritas en la Figura83. .......ccovivviiniennn.. 131
Figura 99 Estructuras representativas de cada familia junto con sus dos compuestos mejor posicionados
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Figura 100 RMSD de la proteina a lo largo de las simulaciones de Dinamica molecular para los complejos
con los ligandos evaluados de las cinco familias estructurales. La linea negra representa el sistema APO
promedio, la linea azul el complejo con elinhibidor de referencia GRL-0617 y la linea verde el complejo
conelligando analizado €N Cada PANEL. c...iuiuieieiiiiiiieri i rrreee e et ettt s rarasaseanetetaenenensnsnsnsanes 134
Figura 101 RMSD del ligando durante las simulaciones de Dinamica molecular para los complejos
correspondientes a la familia pirazol. La linea azul representa el inhibidor de referencia GRL-0617 y la
linea verde el ligando evaluado en cada panel. Los graficos muestran la evolucion temporal de la
desviacion estructural del ligando respecto a su conformacidn inicial durante la trayectoria de
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Figura 102 RMSF de la proteina durante las simulaciones de dinamica molecular para los complejos
correspondientes a la familia pirazol. La linea negra corresponde al sistema APO promedio, la linea azul
alcomplejo con el inhibidor de referencia GRL-0617 y la linea verde al complejo proteina-ligando
correspondiente a cada derivado evaluado. Sombreado en gris correspondiente a loop BL2 (255-275).

Figura 103 RMSF de los residuos correspondientes al loop BL2 (255-275) durante las simulaciones de
Dinamica molecular para los complejos de la familia pirazol. La linea negra representa el sistema APO
promedio, la linea azul el complejo con elinhibidor de referencia GRL-0617 y la linea verde el complejo
conelligando evaluado €N Cada PANELl......cuiuieiiiiiiiiiiiii e e ettt ea e e saeas e aereaenenenenensnsanes 140
Figura 104 C111-H272, Tyr268-Arg166 y Tyr268-Pro299 durante las simulaciones de dindamica molecular
para los complejos proteina-ligando de cada familia. Negro: sistema APO promedio; azul: complejo con
GRL-0617; verde: complejo con el ligando evaluado. .......cceuiiiniiiiiiiiei e e e e e e e e e 146
Figura 105 Distribucién de los angulos diedros x, y X, del residuo Tyr268 durante las simulaciones de
Dinamica molecular. Los histogramas polares representan la frecuencia de los valores angulares
observados a lo largo de la trayectoria. La escala radial corresponde al numero de frames de la

£ ] 0 0181 =] 1 o PSP 150
Figura 106 RMSD de la proteina durante las simulaciones de Dindmica molecular. Trayectorias de RMSD
para la proteina en estado apo, el complejo con el ligando de referencia GRL-0617 y los complejos con
los derivados benzimidazol. El panel final muestra la superposicion de todas las trayectorias para
facilitar la CoOmMpParaCion ENTIE SISTEIMAS. t.iuiiiiiiiiiii i ettt ettt e e teaeteterasasaeaeenenearaeaasasanns 151
Figura 107 RMSD de los ligandos durante la Dinamica molecular. Evolucion temporal del RMSD de los
ligandos respecto a su posicidén inicial para GRL-0617 y los derivados benzimidazol. El panel final
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Figura 108 Perfil de RMSF de la proteina. Fluctuaciones cuadraticas medias por residuo para la proteina
apoy los complejos proteina-ligando. La regién sombreada corresponde al loop BL2........................ 153
Figura 109 Superposicion de RMSF y ampliaciéon del loop BL2. Comparacién directa de las fluctuaciones
por residuo entre los distintos sistemas y ampliacion de la regiéon BL2 (residuos 255-275). ................ 154
Figura 110 Distancia catalitica Cys111-His272. Evolucidon temporal de la distancia entre los residuos
cataliticos Cys111y His272 durante las SimuUlaCiONES. .....cceuiiiiniiiinieiiei e e e e e e 155
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Figura 115 RMSD de la proteina durante las simulaciones de Dindmica molecular. Trayectorias de RMSD
para la proteina en estado apo, el complejo con el ligando de referencia GRL-0617 y los complejos con
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las moléculas para cada familia. El panel final muestra la superposicidon de todas las trayectorias para
facilitar la COmMPAaraCioN ENTIE SISTEIMAS. t.iuiiiiiiiiiiiiiiiiiii ettt teteteee ettt eteaeaeeetasarasassnenenenesesesnsanns 159
Figura 116 RMSD del ligando durante las simulaciones de Dinamica molecular. Trayectorias de RMSD
con el ligando de referencia GRL-0617 y los complejos con las moléculas para cada familia. El panel final

muestra la superposicion de todas las trayectorias para facilitar la comparacién entre sistemas........ 160
Figura 117 Perfil de RMSF de la proteina. Fluctuaciones cuadraticas medias por residuo para la proteina
apoy los complejos proteina-ligando. La region sombreada corresponde al loop BL2........................ 161
Figura 118 Superposicion de RMSFy ampliacion del loop BL2. Comparacién directa de las fluctuaciones
por residuo entre los distintos sistemas y ampliacion de la regién BL2 (residuos 255-275). ................ 162
Figura 119 Distancia catalitica Cys111-His272. Evolucidon temporal de la distancia entre los residuos
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Figura 123 Distribucién angular del diedro x2 del residuo TYr268. .....c.ceuviiiiiiiiiiiniiiiieeieieeeeeeeeieeneneens 167
Figura 124 Propiedades de absorcién intestinal e interaccidon con P-glicoproteina predichas.............. 168

Figura 125 Distribucién de la permeabilidad Caco-2 predicha para el conjunto de compuestos. El
diagrama de violin representa la densidad de la distribucion, mientras que los puntos individuales
corresponden a cada molécula evaluada. La linea negra indica la mediana. Los compuestos con valores
superiores a —-5.15 log cm/s se muestran en verde (alta permeabilidad), mientras que aquellos con
valores iguales o inferiores a este umbral se muestran en rojo (baja permeabilidad). La linea roja
discontinua indica el umbral empirico de permeabilidad intestinal asociado a una adecuada absorcion.

Figura 126 Perfil de absorcién intestinal promedio por familia quimica. Mapa de calor que resume las
propiedades de absorcidon predichas para las distintas familias de compuestos analizadas. Las
propiedades incluidas corresponden a: probabilidad de absorcion intestinal humana (HIA),
permeabilidad Caco-2 normalizada, probabilidad de inhibicién de P-glicoproteina, y probabilidad de
actuar como sustrato de P-glicoproteina. Para facilitar la interpretacion visual, el valor de HIA fue
transformado como 1 - HIA, de modo que valores mas altos en el mapa de calor representen un perfil de
absorcion mas favorable. Los valores mostrados corresponden al promedio de las moléculas
pertenecientes a cada familia quimica, permitiendo comparar tendencias globales entre los distintos
SCATTOLUS ESTITUCTUIALES. . vt e e e e ettt et e e easasasaaasaessssnenenenenensnnes 170
Figura 127 Distribucién de las propiedades farmacocinéticas relacionadas con la distribucién para el
conjunto de COMPUESTOS ANAlIZAAOS. .cuiuininiiii ettt e et e e s s e e e eenenanaas 171
Figura 128 Mapa de calor que resume las propiedades de distribucién predichas para las distintas
familias estructurales analizadas. Las variables incluidas corresponden a la probabilidad de penetracién
a la barrera hematoencefalica (BBB), la unién a proteinas plasmaticas transformada como 1-PPB/100
(PPB favorable), la fraccion libre en plasma (Fu) y el volumen de distribucién en estado estacionario
(VDss), estos ultimos normalizados para facilitar la comparacién visual. Los valores mostrados
corresponden al promedio de cada descriptor dentro de cada familia quimica. La escala de color
representa la magnitud relativa de cada propiedad. .......coieiiiiiiiiiiirr e e 172
Figura 129 Distribucién de las probabilidades predichas de inhibicién de isoformas del sistema
Citocromo P450 (CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 y CYP3A4) para el conjunto de moléculas
analizadas. Los diagramas tipo violin representan la densidad de distribucion de las probabilidades en el
rango de 0 a 1, mientras que la linea central indica la mediana de cada distribucién. Los puntos
individuales corresponden a valores muestreados para visualizar la dispersiéon de los datos. ............. 173
Figura 130 Distribucién de las probabilidades predichas de comportamiento como sustrato para las
principales isoformas del sistema Citocromo P450 (CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6y CYP3A4). Los
diagramas tipo violin muestran la densidad de los valores predichos en el rango de 0 a 1, mientras que la
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linea central representa la mediana de cada distribucién. Los puntos superpuestos ilustran la
variabilidad de l0S datos INAIVIAUALES. ....c.uiuiniiiiiiii ettt et e e e e e enenennes 173
Figura 131 Perfil metabdlico promedio por familia estructural, representado como un mapa de calor de
las probabilidades predichas de inhibicién (inh) y comportamiento como sustrato (sub) para las
principales isoformas del sistema Citocromo P450. Los valores corresponden al promedio de las
probabilidades dentro de cada familia, en una escala de 0 a 1. La intensidad de color refleja la magnitud
de la probabilidad promedio, permitiendo comparar las tendencias metabdlicas entre familias
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Figura 132 Distribucién global de los parametros de excrecién. Diagramas tipo violin que muestran la
distribucion de los valores predichos de clearance plasmatico (CL) y vida media (t,/,) para el conjunto
total de compuestos. Los puntos representan valores individuales. Las lineas discontinuas indican los
umbrales empiricos del modelo ADMETlab para la clasificacion de clearance plasmatico (5y 15
ML/MIN/KE) Yy Vida Media (1, 4 Y 8 Nttt et e e e e e e s e e eae e saeananaanan 175
Figura 133 Distribucién de los parametros de excrecion por familia quimica. Diagramas tipo violin que
representan la distribucidn del clearance plasmatico (CL) y la vida media (t,/,) agrupados segun la
familia estructural de los compuestos. Los puntos corresponden a valores individuales. Las lineas
discontinuas indican los umbrales empiricos del modelo ADMETlab para la clasificacién de clearance
plasmatico (5y 15 mL/min/kg) y vidamedia (1, 4 Y 8 N). ceeuiuniiiiiiiiie et e e e 175
Figura 134 Perfil promedio de excrecién por familia quimica. Mapa de calor que muestra los valores
promedio de clearance plasmatico (CL) y vida media (t,/,) para cada familia quimica. La escala de color
representa la magnitud relativa de los valores dentro de cada propiedad, mientras que los valores
numeéricos corresponden a los promedios calculados para cada grupo estructural. .......cccceeeevennnen.. 176
Figura 135 Clasificacion toxicoldgica por endpoint. Distribucion porcentual de compuestos clasificados
como positivos y negativos para los distintos endpoints toxicolégicos predichos por ADMETlab 3.0. La
clasificacion se realizé considerando baja probabilidad (< 0.30), probabilidad intermedia (0.30-0.70) y
alta probabilidad (> 0.70). Los endpoints incluidos corresponden a probabilidades de
positividad/toxicidad reportadas por €l MOAELO. ......ininiiniiiiii et e e aaas 177
Figura 136 Perfil toxicolégico promedio por familia quimica. Mapa de calor que representa los valores
promedio de probabilidad para los distintos endpoints toxicolégicos agrupados segun la familia
estructural de los compuestos. La escala de color muestra la magnitud relativa dentro de cada endpoint,
mientras que los valores numeéricos corresponden a los promedios observados en cada familia. ....... 178
Figura 137 Distribucién de la carga toxicoldgica global del conjunto de compuestos, definida como el
numero de efectos toxicoldgicos con probabilidad predicha superior a 0,5 por molécula. El diagrama de
violin representa la densidad de la distribucion, mientras que los puntos individuales corresponden a
cada compuestoy la linea horizontal indica la mediana. La concentracion de valores entre 13y 16
efectos positivos sugiere una elevada acumulacién de alertas toxicoldgicas en el conjunto analizado.178
Figura 138 Distribucién ordenada de los valores de logS predichos para la biblioteca evaluada. Los
compuestos se presentan ordenados de acuerdo con su valor de logS, desde el mayor al menor. La linea
horizontal punteada indica elumbral de referencia de logS = —4. ...coniniiiiiiiiii i, 179
Figura 139 Distribucién de logS por familia quimica. Se muestran las distribuciones de los valores de logS
predichos para cada familia quimica mediante graficos de violin, ordenados segun la mediana de logS.
La linea horizontal punteada indica elumbral de referenciade logS = —4. .....ccieiiiiiiiiiiiiiic e, 180
Figura 140 Distribucién de logS segun el aldehido empleado. Se presentan las distribuciones de logS
agrupadas de acuerdo con el aldehido precursor, mediante graficos de violin ordenados segun la
mediana de cada grupo. La linea horizontal punteada indica el umbral de referencia de logS = -4. ..... 180
Figura 141 Distribucién de logS segun la cetona empleada. Se muestran las distribuciones de logS
agrupadas segun la cetona precursora, mediante graficos de violin ordenados de acuerdo con la
mediana de cada grupo. La linea horizontal punteada indica el umbral de referencia de logS = -4. ..... 181
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Figura 142 Propiedades de absorcidén intestinal e interacciéon con P-glicoproteina predichas para la serie
de benzimidazoles. (A) Clasificacion de las moléculas segun la probabilidad de absorcidon intestinal
humana (HIA). Valores entre 0-0.30 corresponden a absorcion favorable, entre 0.30-0.70 a absorcion
intermedia y mayores a 0.70 a absorciéon desfavorable. (B) Distribucién de compuestos predichos como
inhibidores y sustratos de P-glicoproteina (P-gp), empleando un umbral de probabilidad de 0.5 para la
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Figura 143 Distribucién de la permeabilidad Caco-2 predicha para la serie de benzimidazoles. El
diagrama de violin representa la densidad de la distribucion y los puntos individuales corresponden a
cada compuesto evaluado. La linea negra indica la mediana. Los compuestos con valores superiores a
-5.15 log cm/s se consideran de alta permeabilidad, mientras que la linea roja discontinua indica el
umbral empirico asociado a una adecuada absorcion intestinal........ccovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiie e, 183
Figura 144 Mapa de calor que resume las propiedades de absorcién predichas para el conjunto
analizado. Las propiedades incluidas corresponden a 1 — HIA, permeabilidad Caco-2 normalizada,
probabilidad de inhibicion de P-glicoproteina y probabilidad de actuar como sustrato de P-glicoproteina.
Los valores corresponden al promedio d€ 1 SEFIE. ...uu i iiiiii it r e eee e e e eneenas 183
Figura 145 Propiedades de distribucién predichas para la serie de benzimidazoles.(A) Clasificaciéon de
penetracion a la barrera hematoencefalica (BBB) basada en un umbral de probabilidad de 0.5,
mostrando el nimero de moléculas clasificadas como BBB+ y BBB-.(B) Distribucién de la unién a
proteinas plasmaticas (PPB, %). La linea negra representa la mediana y la linea discontinua roja indica el
umbral de referencia del 90%.(C) Distribucién de la fraccién libre en plasma (Fu, %). La linea negra
representa la mediana, mientras que las lineas discontinuas indican valores de referenciaen 5%y
20%.(D) Distribucién del volumen de distribucién en estado estacionario (VDss, L/kg) en escala
logaritmica. La linea negra indica la medianay las lineas discontinuas verdes delimitan el rango de
referencia (0.04-20 L/kg).Los puntos representan los valores individuales de cada compuesto. ......... 184
Figura 146 Perfil promedio de distribucion de la serie de benzimidazoles. El mapa de calor muestra los
valores promedio normalizados de los parametros de distribucién: penetracion BBB, proporcion de PPB
favorable, fraccion libre en plasma (Fu) y volumen de distribucion normalizado (VDss).La intensidad del
color corresponde al valor relativo de cada parametro dentro de la serie. Los valores numéricos
indicados en cada celda representan los promedios calculados para cada descriptor. .....c.ccceevenennen.. 185
Figura 147 Distribucién de probabilidades de inhibicion de isoformas del citocromo P450 para la serie de
benzimidazoles. Se muestran las distribuciones de las probabilidades predichas de inhibicion para las
isoformas CYP1A2, CYP2B6, CYP2C19, CYP2C8, CYP2C9, CYP2D6 y CYP3AA4. Los violines representan la
densidad de distribucién de los datos, los puntos corresponden a los valores individuales de cada
compuestoy la linea horizontal negra indica la mediana. ......ccooiiiiiiiiiiiiii e e 185
Figura 148 Distribucién de probabilidades de comportamiento como sustrato de isoformas del
citocromo P450 para la serie de benzimidazoles. Se presentan las distribuciones de las probabilidades
predichas de ser sustrato para las isoformas CYP1A2, CYP2B6, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6y CYP3A4.
Los violines muestran la distribucién de los datos, los puntos representan los valores individuales y la
linea horizontal negra indica la MEdiAnNa. ......ccuiiiiiiiiiii et e e e e e e e e s e e enaanan 186
Figura 149 Perfil metabdlico promedio de la serie de benzimidazoles. El mapa de calor muestra las
probabilidades promedio de inhibicion (inh) y comportamiento como sustrato (sub) para distintas
isoformas del citocromo P450. La intensidad del color corresponde al valor de probabilidad promedio,
segun la escala indicada. Los valores numéricos dentro de cada celda representan los promedios
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Figura 150 Distribucién global de los parametros de excrecién predichos para la serie de benzimidazoles.
Los graficos de violin representan la densidad de los valores de clearance plasmatico (mL/min/kg) y vida
media (h), incluyendo la mediana (linea negra) y los valores individuales (puntos). Las lineas horizontales
discontinuas indican umbrales de referencia para la clasificacion de cada parametro. .......cccccu.u...... 186
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Figura 151 Perfil promedio de excrecién de la serie de benzimidazoles. Los valores numeéricos
corresponden al promedio de cada propiedad, mientras que la intensidad del color representa una
escala relativa intra-propiedad (0-1), permitiendo comparar tendencias entre parametros con diferentes
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Figura 152 Clasificacion toxicoldgica por endpoint para la serie de benzimidazoles. Distribucién
porcentual de compuestos en categorias de baja, intermedia y alta probabilidad de toxicidad, segun los
valores predichos por ADMETlab 3.0. La clasificacion se basa en umbrales de probabilidad definidos
como = 0,30 (baja), 0,30-0,70 (intermedia) y > 0,70 (Alta). «e.eureiiniriiriiiiei et eeee e e enens 187
Figura 153 Perfil toxicolégico promedio de la serie de benzimidazoles. Mapa de calor que representa los
valores promedio de probabilidad para los distintos endpoints toxicoldgicos. La escala de color refleja la
magnitud de la probabilidad, mientras que los valores numéricos corresponden a los promedios
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Figura 154 Distribucién de la carga toxicoldgica global de la serie de benzimidazoles, definida como el
numero de endpoints con probabilidad superior a 0,5 por molécula. El diagrama de violin representa la
densidad de la distribucion, mientras que los puntos individuales corresponden a cada compuestoy la
linea horizontal indica la MEdiana. .......ceeieiiiiiii e e e e e e e s e e eae e saaanenaanan 188
Figura 155 Distribucién ordenada de los valores de logS predichos para los benzimidazoles evaluados.
Los compuestos se muestran ordenados de acuerdo con su valor de logS, desde el mayor al menor. La
linea vertical punteada indica el valor de referencia logS = —-4. Los valores obtenidos se distribuyeron
entre —-4.694y -4.181, y en todos los casos se ubicaron por debajo de dicho umbral. .........c.cccuneeeee. 189
Figura 156 Distribucién ordenada de logS para los benzimidazoles evaluados. Los compuestos fueron
ordenados de acuerdo con su valor de logS. La linea punteada indica el valor de referencia logS = —4.
Todos los compuestos presentaron valores inferiores a este umbral. ......oeveviiiiiiiiiiiiiiiiiiniirreeeneenes 189
Figura 157 Propiedades de absorcién intestinal e interaccidon con P-glicoproteina predichas para el
conjunto de moléculas seleccionadas mediante virtual screening. (A) Clasificacién de las moléculas
segun la probabilidad de absorcién intestinal humana (HIA). Valores entre 0-0.30 corresponden a
absorcioén favorable, entre 0.30-0.70 a absorcidn intermedia y mayores a 0.70 a absorcion desfavorable.
(B) Distribucién de compuestos predichos como inhibidores y sustratos de P-glicoproteina (P-gp),
empleando un umbral de probabilidad de 0.5 para la clasificacion binaria. Los puntos coloreados
corresponden a las moléculas individuales identificadas en laleyenda. .........cccoveieiiiiiiiiiiiiiinenennn.n. 191
Figura 158 Distribucién de la permeabilidad Caco-2 predicha para el conjunto de moléculas
seleccionadas mediante virtual screening(VS). El diagrama de violin representa la densidad de la
distribuciony los puntos individuales corresponden a cada molécula evaluada. La linea negra indica la
mediana. Los compuestos con valores superiores a -5.15 log cm/s se consideran de alta permeabilidad
intestinal, mientras que la linea roja discontinua sefiala el umbral empirico de referencia.................. 191
Figura 159 Propiedades de distribucién predichas para el conjunto de moléculas seleccionadas
mediante virtual screening(VS). (A) Clasificacion de penetracion a la barrera hematoencefalica (BBB)
basada en un umbral de probabilidad de 0.5, mostrando el numero de moléculas clasificadas como
BBB+y BBB-. Los puntos coloreados indican las moléculas individuales correspondientes a cada
categoria. (B) Distribucién de la unidn a proteinas plasmaticas (PPB, %). La linea negra representa la
medianay la linea discontinua roja indica el umbral de referencia de 90%. (C) Distribucién de la fraccién
libre en plasma (Fu, %). La linea negra representa la mediana, mientras que las lineas discontinuas
indican los valores de referencia de 5% y 20%. (D) Distribuciéon del volumen de distribucién en estado
estacionario (VDss, L/kg) en escala logaritmica. La linea negra indica la medianay las lineas
discontinuas verdes delimitan el rango de referencia (0.04-20 L/kg). Los puntos representan los valores
individuales de cada molécula identificadaen laleyenda. ......cc.ccueeniniiiiiiiiiiiii e 192
Figura 160 Distribucién predicha de la probabilidad frente a isoformas de CYP450. En el panel de
inhibicion, CYP2C8 present6 la mayor tendencia inhibitoria, con una mediana cercana a 1.00, seguida de
CYP2C9 con una mediana de 0.77. En cambio, CYP2B6 y CYP2D6 mostraron medianas menores,
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mientras que CYP1A2, CYP2C19y CYP3A4 exhibieron distribuciones mas dispersas. En el panel de
sustrato, las mayores probabilidades se observaron para CYP2C9, CYP2D6y CYP1A2, con medianas de
0.99, 0.99y 0.95, respectivamente, mientras que CYP2B6 y CYP3A4 presentaron una tendencia
globalmente baja. En conjunto, el conjunto VS mostré un comportamiento metabodlico heterogéneo, con
una interaccion particularmente marcada con isoformas especificas del sistema CYP450. ............... 193
Figura 161 Distribucién de probabilidades de ser sustrato de isoformas de CYP450 para el conjunto de
moléculas seleccionadas mediante virtual screening. El diagrama de violin representa la densidad de la
distribucion para cada isoforma y los puntos coloreados corresponden a las moléculas individuales
identificadas en la leyenda. La linea negra indica la mediana. Se evaluaron las isoformas CYP1A2,
CYP2B6, CYP2C19, CYP2C8, CYP2C9, CYP2D6 Y CYP3AA. ...ttt et e e 193
Figura 162 Propiedades de excrecién predichas para las moléculas seleccionadas mediante virtual
screening (VS). El clearance plasmatico oscild entre 1.40 y 3.58 mL/min/kg, con una mediana de 2.97
mL/min/kg ,ubicandose todas las moléculas por debajo del valor de referencia de 5 mL/min/kg. De
manera consistente, la vida media presentd valores entre 0.44y 2.07 h, con una mediana de 0.57 h
concentrandose la mayoria de los compuestos por debajo de 1 hy sin alcanzar elumbral de 4 h. En
conjunto, el perfil de excrecién predicho sugiere una serie con comportamiento relativamente
homogéneo, dominado por bajo clearance plasmatico y vida media breve. .......ccccovevviiiiiiiiiiniinennennen. 194
Figura 163 Distribucién de la probabilidad de toxicidad por efecto evaluado para el conjunto de
moléculas seleccionadas mediante virtual screening. Las barras apiladas muestran el porcentaje de
compuestos clasificados en baja probabilidad (= 0.30), probabilidad intermedia (0.30-0.70) y alta
probabilidad (> 0.70) para cada endpoint tOXICOLOZICO. ...uivuiuiuiiiiiiiiiiiiiiee et e e e e ens 195
Figura 164 Perfil toxicolégico promedio del conjunto de moléculas seleccionadas mediante virtual
screening. El mapa de calor representa la probabilidad media predicha para cada endpoint toxicolégico.
La intensidad del color aumenta con la magnitud de la probabilidad promedio y los valores numéricos se
[[gYelleF=TaWe =] d g N [ et-To F- W eT=] Vo F- [P 195
Figura 165 Distribucién global de la carga toxicolégica del conjunto de moléculas seleccionadas
mediante virtual screening. El diagrama de violin representa la densidad de la distribucion del niumero de
endpoints con probabilidad superior a 0.5 para cada molécula. Los puntos coloreados corresponden a
los compuestos individuales identificados en la leyenday la linea negra indica la mediana................ 196
Figura 166 Distribucién ordenada de logS para el conjunto de moléculas seleccionadas mediante virtual
screening. Los puntos coloreados representan los valores individuales de cada compuesto, identificados
en la leyenda. La linea discontinua gris indica el umbral empirico de referencia en logS = -4.0, utilizado
para distinguir compuestos con solubilidad relativamente mas favorable de aquellos con menor
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Figura 167 Analisis retrosintético de las chalconas. La desconexion del sistema a,B3-insaturado conduce
a una cetona aromatica (R,—-CO-) y un aldehido aroméatico (R,~CHO), los cuales pueden ser combinados
mediante condensacion de Claisen-Schmidt para generar la estructura final........cc.cocoveiiiiiiiinenennn.. 197
Figura 168 Analisis retrosintético de los derivados aminopirimidinicos. La estructura heterociclica puede
ser relacionada con una chalcona como precursor carbonilico a,B-insaturado y guanidina como
fragmento nitrogenado. Esta transformacién corresponde a un proceso de ciclaciéon/condensacién que
conduce a laformacion del anillo PirimidiNICO. ... e e e e e e e e aas 198
Figura 169 Analisis retrosintético de los derivados de dihidrobenzodiazepina. La estructura heterociclica
puede ser relacionada con una chalcona como precursor a,B-insaturado y o-fenilendiamina como
fragmento nitrogenado bifuncional, los cuales permiten la construccion del anillo benzodiazepinico. 198
Figura 170 Anélisis retrosintético de los derivados de dihidropirazol. La desconexion del anillo
heterociclico conduce a una chalcona como precursor a,B-insaturado y a hidrazina como fragmento
NItrogenado DIfUNCIONAL ....u. ittt et e et et e e e et e saaneaetnaasaneneaansaennensnnnn 198
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Figura 171 Analisis retrosintético de los derivados de benzodiazepina. La desconexidn del sistema
heterociclico conduce a una chalcona como precursor a,B-insaturado y a o-fenilendiamina como
fragmento Nitrogenado DIfUNCIONAL. .. ..cui i et e et et e e e e et e s e eeaanaans 199
Figura 172 Anélisis retrosintético de los derivados de pirazol. La desconexion del anillo aromatico
conduce a una chalconay a hidrazina como precursores inmediatos, evidenciando la formacién de un
sistema heterociclico aromatizado a partir de estos bloques de construcCiON......cceeeeeeeiiiiiiiiienenenennn. 199
Figura 173 Analisis retrosintético de los derivados amino-pirimidina-benzimidazol. La desconexion del
sistema heterociclico conduce a una chalcona como precursor a,B-insaturado y a una guanidina
funcionalizada con benzimidazol como fragmento nitrogenado, estableciendo una relacién directa entre
los productos finales y sus bloques de CONSTIUCCION. ..uuiiiiiiiiiieiiie i reieeeeeeeeeeiei e eeaeeeeeaeeesasasnananas 200
Figura 174 Anélisis retrosintético de los derivados pirimido-benzimidazol. La desconexidn del sistema
heterociclico fusionado conduce a una chalcona como precursor a,B-insaturadoy a un 2-
aminobenzimidazol como fragmento nitrogenado bifuncional, estableciendo una relacién directa entre
los productos finales y sus bloques de CONSTIUCCION. ...vuiiiiiniiiiiiiiiei et ea e ens 200
Figura 175 Estrategia de funcionalizacién del nucleo benzimidazol mediante acilacidon con cloruros de
acido aromaticos. El proceso permite la incorporacion de fragmentos naftilicos, generando derivados N-
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Figura 176 Analisis retrosintético de los derivados benzimidazol-heteroaromaticos. La estrategia se basa
en la desconexién del enlace C-N clave, conduciendo a o-fenilendiaminay aldehidos heteroaromaticos

como precursores, seguido de ciclacion para formar el nlcleo benzimidazol. .........cccceeeeiiiiiiininnnn... 201
Figura 177 Estructura de chalconas obtenidas. ......cciiiiiiiiiii et e eeeanas 202
Figura 178 Estructura del derivado pirimido-benzimidazol.......cccoiveiiiiiiiiiiririr e rerreee e enenen 203

Figura 179 Espectro de infrarrojo de la molécula Pirimido benzimidazol con sustraccion de solvente
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Figura 180 Espectro de "H RMN (400 MHz, DMSO-dy) del derivado pirimido-benzimidazol. Se observan
senales en la regién aromatica (0 = 6.5-8.5 ppm), consistentes con los protones del sistema
heteroaromatico y anillos bencénicos presentes en la eStruCtura. ......covvvveiiiiiiiiiniiiiiniiee e 204
Figura 181 Ampliacién de la regién aromética del espectro de 'H RMN (400 MHz, DMSO-d,) del derivado
pirimido-benzimidazol. Se distinguen los patrones de multiplicidad e integraciones correspondientes a
los protones aromaticos, evidenciando la complejidad del entorno qUIMICO. ....ceievieeniiiiiiiiiiineennen.. 205
Figura 182 Espectro de >°C RMN (100 MHz, DMSO-d,) del derivado pirimido-benzimidazol. Se observan
senales en laregiéon de 6 ® 110-160 ppm correspondientes a carbonos aromaticos y heteroaromaticos.
La sefial del disolvente (DMSO-d,) se identifica alrededorde d ® 39 ppm. ...ccuuveriiiniiniiiiiniiiiiiiiennes 205
Figura 183 Ampliacién del espectro de "°C RMN (100 MHz, DMSO-d,) del derivado pirimido-
benzimidazol, mostrando el multiplete caracteristico en la region de 6 = 125-128 ppm, correspondiente
al carbono aroméatico acoplado al grupo CF,. El patron de cuarteto observado se atribuye al
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Figura 184 Espectro bidimensional "H-"H COSY (400 MHz, DMSO-dy) del derivado pirimido-
benzimidazol, mostrando correlaciones entre protones acoplados a través de enlaces. .................... 206

Figura 185 Espectro bidimensional '"H-"*C HMBC del derivado pirimido-benzimidazol, mostrando
correlaciones de largo alcance que permiten establecer la conectividad entre protones y carbonos no
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Figura 186 Espectro bidimensional "H-"H NOESY (400 MHz, DMSO-d) del derivado pirimido-

benzimidazol, evidenciando correlaciones espaciales entre protones proXimos. ...c.cevvveveeeieeenenenennnns 207
Figura 187 Moléculas finales para cada familia analizada y las obtenidas por el Virtual screening. ...... 228
Figura 188 Posibilidades de ciclacidn para el Pirimido-benzimidazol.........cccceuieiiiiiiiiiiiiiieceeeeeeee, 244
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Figura 192 Espectro 2D HMBC con sefales etiquetadas. ..ccccviviiiiiiiiiiiiiiincccc e e e 248
Figura 193 Espectro 2D COSY con sefales etiquetadas. ....oeueiiieiiiiiiiieii e et e e se e enaanas 249
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Figura 195 Resumen esquematico de las correlaciones mas relevantes observadas en los experimentos
bidimensionales HMBC, COSY y NOESY del compuesto pirimido-benzimidazélico trifluorometilado. Las
correlaciones HMBC permitieron asignar carbonos cuaternarios y establecer conectividades de largo
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2 Introduccion

2.1 Contexto general del SARS-CoV-2
Alo largo de los ultimos anos, el SARS-CoV-2 ha demostrado ser uno de los mayores desafios para la salud

global, obligando a la comunidad cientifica a redoblar esfuerzos en la busqueda de terapias antivirales
complementarias a la vacunacién. En este contexto, la presente investigacion en el disefo in silico de
nuevos inhibidores dirigidos a la proteasa papain-like (PLpro) del SARS-CoV-2, como estrategia para el
desarrollo de antivirales. A continuacion, se presenta una exposiciéon detallada de la relevancia del virus,
la necesidad imperante de nuevas terapias, la importancia bioldgica y estructural de PLpro, el uso de
metodologias computacionales en el disefo racional de farmacos y los avances recientes junto con las
brechas existentes que sustentan la novedad y pertinencia de esta linea de investigacion.

ELSARS-CoV-2, agente etiolégico del COVID-19, surgié a finales del 2019y, desde entonces, ha provocado
millones de infecciones y un elevado niumero de muertes a nivel mundial, alcanzando un total de
7.110.188 fallecimientos confirmados 'y 779.102.516 casos hasta Enero de 2026", ocasionando una crisis
sanitaria . Este virus presenta una estructura caracteristica y una organizacion genémica compleja (
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Figura 1), las cuales sustentan su capacidad replicativa y patogénica.Su alta capacidad de transmisiény
la diversidad de manifestaciones clinicas, que van desde cuadros leves hasta formas extremadamente
graves, han generado consecuencias socioeconémicas y sanitarias de gran magnitud, afectando incluso
a paises con sistemas de salud robustos?. Ademas, la rapida propagacion del virus y la aparicién de
variantes de preocupacion han puesto en evidencia que, si bien lavacunaciéon constituye una herramienta
esencial, no es suficiente para contener completamente la propagacién ni mitigar todas las
complicaciones asociadas a la infeccidn®. Esta situacion refuerza la necesidad de desarrollar terapias
antivirales adicionales que complementen la accion preventiva de las vacunas y ofrezcan alternativas
terapéuticas para pacientes con respuestas inmunitarias insuficientes o ante la emergencia de variantes
gue reduzcan su eficacia?3.

A pesar de los éxitos logrados en el desarrollo de vacunas, las limitaciones inherentes a estas ,como la
duracion de la proteccion, la necesidad de dosis de refuerzo y la posibilidad de evasion inmunitaria por
parte de variantes emergentes, hacen imperativo explorar nuevas estrategias terapéuticas. El desarrollo
de antivirales se presenta como una herramienta complementaria crucial para reducir la carga viral,
disminuir la severidad del cuadro clinico y evitar la evoluciéon hacia estados criticos, sobre todo en
poblaciones vulnerables y en escenarios donde la vacunacién no alcanza la efectividad esperada®“. En
este sentido, la busqueda de nuevos farmacos que actuen sobre blancos terapéuticos esenciales para el
ciclo de replicacién viral es prioritaria para ampliar el arsenal terapéutico contra la COVID-19, lo que
también constituye una estrategia para el manejo de futuras pandemias causadas por otros coronavirus®.
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Entre los diferentes blancos terapéuticos que han sido estudiados, la papaina-like protease (PLpro) del
SARS-CoV-2 emerge como uno de los objetivos mas atractivos y estratégicos. PLpro cumple funciones
fundamentales en la replicacion viral (Figura1) : tras la sintesis de los polipéptidos virales pp1ay pp1ab,
esta enzima es responsable de la escision de estos precursores para liberar las proteinas no estructurales
(non-structural proteins (nsps)) esenciales para la formacién del complejo replicativo**. Ademas, PLpro
desempena un papel dual al intervenir en la modulacién de la respuesta inmune del huésped; ejerce
actividad desubiquitinasa y deslSGylasa, lo que le permite interferir en la sefializacién antiviral mediada
por interferones y facilitar asi la evasion de la respuesta inmune innata 23. Dado que estos procesos son
cruciales tanto para la replicacioén viral como para la supresion de la respuesta inmunitaria, la inhibicién
de PLpro no solo interfiere en el ensamblaje y maduracién de la maquinaria replicativa del virus, sino que
también puede restaurar parcialmente las defensas naturales del organismo frente a la infeccion ®€.
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Figura 1 Estructura y organizacion genémica del SARS-CoV-2.(A) Esquema estructural del virién. (B) Organizacién del genoma y proteinas
virales codificadas, con funciones conocidas y funciones aun no determinadas’.

Estructuralmente, PLpro presenta una arquitectura modular que facilita su funcionalidad multifacética.
La enzima posee una organizaciéon de dominios que incluye un “dominio pulgar-palma-dedo” y un
loopflexible conocido como BL2, el cual es fundamental para la interaccidon con sustratos y para la
regulacién de la actividad enzimatica?®. Su sitio activo se compone de una triada catalitica formado por
los residuos Cys111, His272y Asp286, que es altamente conservado entre los coronavirusy, a diferencia
de otras proteasas, presenta poca similitud con proteasas humanas, lo que minimiza los posibles efectos
secundarios y aumenta su idoneidad como blanco terapéutico®®. Adicionalmente, la presencia de un
dominio zinc-dependiente contribuye a la estabilidad estructural de PLpro, lo cual es critico para
mantener su funcién catalitica®. Esta conservacién estructural entre SARS-CoV-1 y SARS-CoV-2 ha
permitido reutilizar y adaptar estrategias de inhibicion desarrolladas en estudios previos, lo que acelera la
fase de descubrimiento y optimizaciéon de nuevos compuestos®.

El disefo racional de farmacos asistido por computador ha revolucionado el proceso de descubrimiento
de medicamentos al permitir la evaluacidon tedérica de la interaccidon farmaco-blanco antes de la sintesisy
las pruebas experimentales. Herramientas como el analisis de Relacidon Cuantitativa Estructura-Actividad
(QSAR) han permitido establecer correlaciones matematicas entre la estructura de una molécula y su
actividad bioldgica, facilitando la predicciéon y optimizacion de compuestos con propiedades deseables
49 Asimismo, las técnicas de acoplamiento molecular (docking) posibilitan la simulacién de la unién de
pequefnos compuestos a la superficie de la proteina objetivo, identificando modos de unién favorables y
las interacciones clave de aminoéacidos dentro del sitio activo de PLpro*'°. Complementariamente, las
simulaciones de dinamica molecular permiten explorar la estabilidad y la evolucion temporal de los
complejosinhibidor-PLpro, proporcionando informacion sobre la energia libre de union y la flexibilidad del
sistema, datos cruciales en la fase de optimizacién de los inhibidores*®.
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Eluso integrado de estas metodologias in silico resulta especialmente valioso en el contexto actual, en el
que la rapidez y la precision son esenciales para combatir emergencias sanitarias como la pandemia de
COVID-19. La capacidad de realizar virtual screening a gran escala sobre bases de datos de compuestos
naturales y sintéticos acelera la identificacidon de candidatos antivirales, reduciendo significativamente el
tiempo y los costos asociados a la experimentacion en laboratorio®*. Ademas, estos enfoques permiten
explorar modificaciones estructurales y optimizaciones quimicas sin la necesidad de sintetizar
fisicamente cada derivado, lo que facilita la generacidn de una biblioteca de compuestos con alta
probabilidad de éxito terapéutico®.

En cuanto a los avances recientes en el desarrollo de inhibidores dirigidos a PLpro, diversos estudios han
reportado laidentificacion de moléculas prometedoras a partir de estrategias de virtual screeningy disefio
basado en estructuras cristalinas. Por ejemplo, el compuesto GRL-0617 se ha destacado como un
inhibidor no covalente capaz de bloquear eficazmente la actividad de PLpro, obstruyendo los sitios S3y
S4 del bolsillo de unidn del sustrato y provocando un cierre del loopBL2, lo que impide la interaccidon con
el motivo LXGG de los sustratos virales®'™. No obstante, a pesar de la eficacia demostrada in vitro, muchos
de estos compuestos presentan limitaciones relacionadas con la biodisponibilidad, la selectividad y la
estabilidad metabdlica, lo que evidencia la necesidad de continuar la optimizacidon a nivel molecular
mediante esquemas de disefio racional.
Laliteratura actualresalta, ademas, la potencialidad de estrategias que combinan inhibicion de PLpro con
la inhibicidn de la proteasa principal (Mpro), lo que podria conducir al desarrollo de antivirales de amplio
espectro capaces de bloquear multiples etapas del ciclo de replicacién del SARS-CoV-2%4. Estas
aproximaciones duales no solamente tienen el potencial de mejorar la eficacia antiviral, sino que también
disminuyen la probabilidad de desarrollo de resistencia viral, un problema importante en el tratamiento
de infecciones virales emergentes*®.
A pesar de los avances significativos en la identificacién de inhibidores para PLpro, persisten diversas
brechas que justifican una investigacion mas profunda en este campo. Una de las principales limitaciones
es la discrepancia que a menudo se observa entre la actividad in vitro de un compuesto y su eficacia in
vivo, lo que subraya la necesidad de optimizar no solo la afinidad y la selectividad del inhibidor, sino
también sus propiedades farmacocinéticas y de toxicidad®*®. Ademas, la variabilidad en la conformacién
del loopBL2 y otros elementos flexibles de PLpro representa un desafio adicional, ya que las dindmicas
estructurales pueden influir significativamente en la eficacia de la unién del inhibidor*®.
La investigacion en el disefio in silico de inhibidores de PLpro resulta, por tanto, sumamente novedosay
necesaria, ya que integra conocimientos estructurales y funcionales avanzados del SARS-CoV-2 con
técnicas computacionales de ultima generacion, permitiendo abordar las deficiencias de los compuestos
existentes y proponiendo nuevas soluciones terapéuticas. La combinacion de analisis QSAR, docking y
simulaciones de dinamica molecular ofrece una plataforma robusta para identificar interacciones criticas
y optimizar compuestos a nivel atémico, lo cual es fundamental para superar los obstaculos actuales en
la optimizacion de fAarmacos antivirales*°. Ademas, el enfoque in silico facilita la modificacién racional de
compuestos, permitiendo iteraciones rapidas en el proceso de disefo y reduciendo la dependencia de
ensayos costosos y prolongados en laboratorio®®°.
Elimpacto potencial de esta investigacion es doble. En primer lugar, permite acelerar la identificacion de
nuevos candidatos antivirales que puedan ser evaluados in vitro € in vivo, lo que contribuira a la cartera de
terapias disponibles para combatir no solo la COVID-19, sino potencialmente también infecciones
causadas por otros coronavirus emergentes. En segundo lugar, el desarrollo de inhibidores de PLpro
ofrece la posibilidad de mitigar la supresion inmune ejercida por el virus, lo que podria mejorar la
respuesta inmunitaria del huésped y reducir la severidad de la enfermedad?3.
La convergencia de conocimientos provenientes de estudios estructurales, estudios de mecanismo
enzimaticoy aplicaciones computacionales permite fundamentar sélidamente esta linea de investigacion
como uno de los pilares para el desarrollo de antivirales de amplio espectro. La alta conservacion del sitio
activo de PLpro entre diferentes coronavirus y la poca similitud con los equivalentes humanos justifican
aun mas su eleccion como blanco terapéutico. Asimismo, la integracion de datos experimentales con
modelados computacionales ofrece una ventana sin precedentes para comprender la dinamica de la
unién del inhibidor y potenciar el disefio de compuestos con mayor probabilidad de éxito clinico*°.
En sintesis, el SARS-CoV-2 representa una amenaza continua para la salud global, y aunque las vacunas
han demostrado ser eficaces en la prevencion de la infeccidn, la existencia de variantes, la demanda de
dosis repetidas y la necesidad de salvaguardar a poblaciones vulnerables evidencian la urgencia de
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antivirales efectivos. La proteasa PLpro se erige en un blanco terapéutico sumamente atractivo, dada su
funcidn indispensable en la replicacion viral y en la evasion de la respuesta inmune, lo que le confiere
doble relevancia clinica?®. El enfoque de disefio in silico, sustentado en metodologias computacionales
avanzadas como QSAR, virtual screening, docking y dindmica molecular, permite no solo acelerar el
descubrimiento de nuevos inhibidores, sino también optimizar sus propiedades biofisicas y
farmacoldgicas, garantizando la eficiencia y seguridad de los candidatos antivirales*®.

Finalmente, la presente investigacion es novedosay de gran relevancia, ya que aborda en forma integral el
reto planteado por el SARS-CoV-2 desde una perspectiva multidisciplinaria que combina quimica
medicinal, biologia estructural y ciencia computacional. La capacidad de disenar nuevos inhibidores de
PLpro mediante técnicas in silico no solo representa un avance metodolégico considerable, sino que
ademas abre la puerta a la implementacién de terapias antivirales capaces de actuar de manera
complementaria a las vacunas, contribuyendo a controlar la replicacion viral y a mejorar la respuesta
inmune del huésped. Este enfoque resulta especialmente pertinente en el contexto de futuras
emergencias sanitarias, en las que la rapidez y eficacia de los desarrollos terapéuticos seran
determinantes para contener brotes epidémicos y pandemias®®.

Tomando en cuenta lo anteriormente expuesto, el disefio in silico de los inhibidores de la proteasa PLpro
del SARS-CoV-2 es una estrategia innovadora para el desarrollo de nuevos antivirales de amplio espectro.
La integracion de conocimientos sobre la biologia del virus, la importancia funcional y estructural de la
PLpro y la combinaciéon de herramientas computacionales avanzadas, refuerza y resalta la importanciay
necesidad de esta linea de investigacion. Esta estrategia no solo promete mejorar la eficacia de los
tratamientos existentes ante la COVID-19, sino que también sienta las bases para prepararse ante futuras
amenazas viricas, siendo asi una aportaciéon fundamental para la salud global?*°.

En vista de lo expuesto, la presente tesis doctoral se justifica por la imperiosa necesidad de desarrollar
nuevos antivirales eficaces y seguros, aprovechando el potencial del disefio in silico para optimizar la
interaccién entre inhibidor y blanco terapéutico. La metodologia propuesta integrard analisis QSAR,
simulaciones de docking y dinamica molecular para identificar, evaluar y perfeccionar nuevos
compuestos capaces de inhibir la actividad de PLpro, contribuyendo asi al fortalecimiento del arsenal
terapéutico contra la COVID-19y futuras emergencias derivadas de otros coronavirus. Esta aproximacion
multidisciplinaria y tecnolégicamente avanzada no solo aporta valor desde el punto de vista cientifico,
sino que también tiene importantes implicaciones practicas, al facilitar la transicién de los hallazgos in
silico a ensayos preclinicos y clinicos que garanticen una respuesta rapida y efectiva ante brotes virales
de gran magnitud?®*.

2.2 PLpro como diana terapéutica

2.2.1 Rol funcional de PLpro en el ciclo replicativo

La papain-like protease (PLpro) del SARS-CoV-2 es una enzima cisteina indispensable para el
procesamiento de las poliproteinas virales pplay pp1ab, donde realiza cortes especificos en motivos de
reconocimiento LXGG, liberando las proteinas no estructurales (nsp1, nsp2 y nsp3) que conforman el
complejo replicativo y de transcripciéon del virus? Esta escisién proteolitica es fundamental para la
maduracién de la maquinaria replicativa viral, ya que sin la liberacion ordenada de estos nsps, el virus no
podria ensamblar el replicase y transcribir su genoma de ARN™. La actividad de PLpro se integra en una
red de eventos en la que la protedlisis inicial activa a la ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp),
facilitando asi la replicacion del genoma viral'?. Ademas, estudios experimentales han demostrado que la
inhibicion de PLpro conduce a una drastica reduccion de la capacidad replicativa del SARS-CoV-2,
subrayando la importancia funcional de esta proteasa en el ciclo vital viral ?(Figura 2).
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Figura 2 Ciclo replicativo del SARS-CoV-2. La unién de la proteina S al receptor ACE2 permite la entrada viral mediada por proteasas celulares.
Tras la liberacion del ARN viral, se sintetizan las poliproteinas pp1a/pp1ab, que son escindidas por Mpro y PLpro para generar las nsps que
forman el complejo replicasa-transcriptasa. Este complejo dirige la replicacion del genoma y la transcripcion de ARN subgendmicos. Las
proteinas estructurales se ensamblan con el ARN genémico en el ERGIC y los nuevos viriones son liberados por exocitosis’.

2.2.2 Funcion inmunomoduladora de PLpro

Mas alla de su funcidon en la protedlisis del polipéptido viral, PLpro actua como desubiquitinasa y
desISGylasa, eliminando modificaciones de ubiquitina e ISG15 en proteinas del huésped que son
esenciales para la activacién de la respuesta inmune innata™ (Figura 3). Al remover estas sefales
regulatorias, PLpro interfiere con las rutas de sefializacion del interferén tipo | y otros mediadores
antivirales, lo que permite al virus evadir la deteccidén inmunitaria y suprimir la respuesta antiviral
temprana®. Esta funcién inmunomoduladora resulta especialmente relevante en la patogénesis del SARS-
CoV-2, ya que la inhibicién de la respuesta interferén favorece una replicacién viral mas eficiente y una
mayor diseminacién sistémica’. En concordancia con ello, estudios in vitro han demostrado que la
inhibicién de la actividad desubiquitinasa de PLpro puede restaurar parcialmente la respuesta antiviral en

30



células infectadas, lo que respalda su potencial terapéutico para revertir la evasion inmune mediada por
elvirus™,.
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Figura 3 Rol dual de la proteasa PLpro de SARS-CoV-2 en la replicacion viral y la evasion de la respuesta inmune innata. PLpro procesa la
poliproteina viral para generar proteinas no estructurales maduras necesarias para la formacién de un complejo replicasa funcional. Ademas,
esta proteasa interfiere con las defensas antivirales del hospedero al eliminar ISG15 de proteinas celulares, incluida IRF3, provocando la
desregulacion de la sefalizacién inmune innata’?.

2.2.3 Caracteristicas estructurales clave de PLpro

Desde el punto de vista estructural, PLpro exhibe una arquitectura modular compuesta por tres dominios
funcionales denominados “pulgar”, “palma” y “dedo”, conformando una estructura en forma de
mano®(Figura 4). En el centro de la actividad catalitica se situa un sitio activo conformado por una triada
catalitica: Cys111, His272 y Asp286, cuyas interacciones coordinadas permiten la hidrdlisis del enlace
peptidico en el polipéptido viral®. Un componente esencial para la integridad estructural es el dominio
zinc, localizado en laregion del “dedo”, donde la coordinacidon de union zinc mediante residuos de cisteina
estabiliza la conformacién necesaria para la actividad enzimatica®. Igualmente importante resulta el
loopBL2, una estructura flexible situada en las proximidades del sitio activo, que modula el
reconocimiento y la entrada del sustrato o del inhibidor, adaptandose a diferentes conformaciones en
presencia o ausencia de ligandos®.
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Figura 4 a) Estructura global de PLpro (entrada PDB 7JIR) coloreada por dominios, con caracteristicas estructurales relevantes indicadas. b)
Interacciones entre PLpro y el inhibidor no covalente GRL-0617, destacando los residuos clave y los subsitios de unién del sustrato’®.

2.2.4 Comparacion entre PLproy Mpro

Aunque tanto PLpro como Mpro (proteasa principal o 3CLpro) son esenciales para el procesamiento del
polipéptido viral, existen diferencias marcadas en su especificidad y roles funcionales?. Mpro realiza
multiples cortes a lo largo de las poliproteinas pp1a/pp1ab, liberando proteinas no estructurales desde
nsp4 hasta nsp16, mientras que PLpro se especializa en el procesamiento de la region N-terminal,
liberando nsp1-3'2. A diferencia de Mpro, que cumple una funcién exclusivamente proteolitica, PLpro
contribuye adicionalmente a la evasion inmunitaria mediante su actividad desubiquitinasay deslSGylasa,
lo que le confiere una relevancia terapéutica adicional'. Asimismo, aunque PLpro comparte similitud
funcional con deubiquitinasas humanas, presenta caracteristicas estructurales distintivas que pueden
ser explotadas para el disefio de inhibidores selectivos, minimizando potenciales efectos sobre proteinas
del huésped™.

2.2.5 Justificacion cientifica de PLpro como diana farmacolégica

La eleccion de PLpro como diana terapéutica se basa en multiples factores. Su estructura y funcién
conservadas entre coronavirus sustentan el potencial de desarrollar inhibidores de amplio espectro™.
Ademas, aunque PLpro comparte similitud funcional con deubiquitinasas humanas, presenta diferencias
estructurales aprovechables para el disefio de inhibidores selectivos, minimizando posibles efectos fuera
de objetivo en el huésped™. En este contexto, se ha descrito que la inhibicién de PLpro puede impactar
tanto la replicacion viral como la modulacion de respuestas antivirales innatas, lo que refuerza su interés
terapéutico’. Finalmente, la disponibilidad de estructuras cristalinas de alta resoluciéon habilita
estrategias de disefio racional basadas en estructura para la optimizacién de nuevos compuestos®.

2.2.6 Inhibidores conocidos y su mecanismo de accion

Entre los inhibidores desarrollados para bloquear PLpro destaca GRL-0617, un inhibidor no covalente que
se une en proximidad al loop BL2, bloqueando el acceso del sustrato natural sin interactuar
covalentemente con el sitio catalitico®. Su unién induce una conformacién cerrada del loop BL2 que
impide la interacciéon con los sustratos virales y proteinas ubiquitina-like®. Este mecanismo es relevante
porque elloop BL2 actiia como una compuerta conformacional que regula el acceso del sustrato al centro
catalitico; por ello, su estabilizacién en una conformacion cerrada limita el procesamiento de ubiquitina,
ISG15y sustratos virales, reduciendo la actividad catalitica de la enzima®' Como se observa en la Figura
5, GRL-0617 se une en proximidad al loop BL2, estabilizando su conformacién cerrada y bloqueando el
acceso del sustrato al sitio catalitico. Ademas de GRL-0617, se han desarrollado otros compuestos
experimentales, incluidos inhibidores covalentes dirigidos al residuo catalitico Cys111, que muestran
actividad inhibitoria prometedora; sin embargo, aun requieren optimizacién para mejorar su potencia,
selectividad y propiedades farmacoldgicas 7. Asimismo, algunos inhibidores afectan la actividad
desubiquitinasa de PLpro, lo que podria contribuir a restaurar la respuesta inmune antiviral del huésped™.
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Figura 5 Base molecular de la inhibicién de PLpro por GRL-0617.
(A) Estructura de PLpro unida al inhibidor no covalente GRL-0617, mostrando el sitio de unién y los residuos clave involucrados. La
superposicion con la forma apo indica que la unidn del ligando no induce cambios conformacionales globales.(B) Comparacion del sitio de
unidn con ubiquitina e ISG15, evidenciando que el ligando ocupa el canal de acceso del extremo C-terminal de las proteinas ubiquitina-like y
bloquea el acceso al residuo catalitico Cys111.(C) Superposicién estructural entre PLpro de SARS-CoV-2 y SARS-CoV que muestra la
conservacién de los residuos del sitio de unién, lo que explica la reactividad cruzada de los inhibidores®.
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2.2.7 PLpro: similitud estructural con deubiquitinasa humana y potencial
anticancerigeno

La proteasa PLpro presenta similitudes estructurales y funcionales con las deubiquitinasas (DUBSs)
humanas(Figura 6), ya que comparte un dominio catalitico de tipo cisteina y la capacidad de remover
ubiquitina e ISG15 de proteinas diana . Esta relacién refleja la estrategia evolutiva del virus para
manipular rutas celulares del huésped, pero también plantea un desafio relevante en términos de
selectividad farmacolégica durante el disefo de inhibidores.

Las DUBs humanas desempenfan funciones esenciales en la regulacidon de procesos celulares criticos,
incluyendo el control del ciclo celular, la apoptosis, larespuesta al daino del ADN y la sefalizacion inmune.
Debido a su papel central en la homeostasis celular, la desregulacion de estas enzimas ha sido asociada
con diversas patologias, particularmente el cancer, y su inhibicion esta siendo explorada como estrategia
terapéutica antitumoral.
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En este contexto, la similitud funcional entre PLpro y DUBs humanas implica que los inhibidores dirigidos
contra PLpro podrian presentar interacciones fuera de objetivo con enzimas del huésped si no se optimiza
adecuadamente su selectividad. Por ello, el disefio racional de inhibidores debe considerar
cuidadosamente las diferencias estructurales entre PLpro y las DUBs humanas para maximizar la
actividad antiviral y minimizar efectos citotéxicos o interferencias con procesos celulares esenciales.
Asi, aunque la relacién estructural con DUBs humanas resalta el potencial farmacoldgico de esta familia
enzimatica, también subraya la necesidad de optimizacidn estructural y farmacodinamica para preservar
el efecto antiviral y reducir posibles efectos adversos en células humanas™"’.
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Figura 6 Comparacion estructural entre PLpro de SARS-CoV-2 y la deubiquitinasa humana USP12. (A) Modelo estructural de PLpro que
muestra su organizacion secundaria y la arquitectura tipo “thumb-palm-fingers(pulgar,palma,dedos)”, con los dominios sehalados. Se
destacan los residuos del sitio catalitico Cys111, His272 y Asp286, asicomo elion zinc estructural.(B) Estructura de la deubiquitinasa humana
USP12 (PDB: 5K1B) que exhibe un plegamiento y organizacion de dominios similares. Se indican los residuos cataliticos Cys48, His317 y
Asp333yelion zinc'®.

2.3 Quimica medicinal asistida por computacion en la era post-COVID

La etapa post-pandémica ha obligado a replantear las estrategias de descubrimiento y disefo de
farmacos. Aunque la crisis sanitaria aguda ha disminuido, la circulacién persistente del SARS-CoV-2y la
emergencia continua de nuevas variantes requieren mantener sistemas de vigilancia epidemiolégica y
gendmica, asi como una evaluacién constante del riesgo sanitario y de las estrategias de respuesta’®.

En este marco, la quimica medicinal asistida por computacion integra metodologias in silico ,como QSAR,
docking molecular, simulaciones de dinamica molecular (MD) e inteligencia artificial (IA),para priorizar
candidatos y acelerar la generacidon de hipdtesis mecanisticas, sin pretender sustituir la validacién
experimental®.Estas estrategias permiten racionalizar el espacio quimico, reducir iteraciones empiricas
tempranas y apoyar decisiones de seleccidon de compuestos antes de invertir en sintesis, ensayos in vitro
y etapas posteriores del desarrollo?°-22,

Estas estrategias se integran dentro de un flujo de trabajo iterativo que permite priorizar compuestos y
orientar la validacién experimental (Figura 7).

Bases de QSAR / Docking Dinamica Seleccion Ensayos
Datos Quimicas  Machine Learning Molecular Molecular de Hits Biologicos

HO@JL
N eH
]
=]
(i

Sintesis

W N

Bases de Modelos Acoplamiento Dinamica Moléculas Sintesis Evaluacion
Datos Quimicas Predictivos Molecular Molecular Prometedoras Experimental

Figura 7 Esquema del flujo de trabajo del descubrimiento de farmacos asistido por computadora. El proceso integra bases de datos quimicas,
modelado QSAR y aprendizaje automatico, docking molecular, simulaciones de dinamica molecular, seleccion de hits y validacion
experimental para priorizar candidatos y optimizar recursos en etapas tempranas del disefo de farmacos.(Esquema hecho con inteligencia
artificial)
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2.3.1 Técnicas computacionales clave en el diseno racional de farmacos

Las metodologias computacionales se han consolidado como herramientas centrales para proponer y
evaluar candidatos antivirales en etapas tempranas. En primer lugar, los modelos QSAR (relacidn
cuantitativa estructura-actividad), incluidos enfoques basados en aprendizaje automatico, permiten
construirrelaciones entre descriptores moleculares y medidas de actividad (por ejemplo, datos asociados
a inhibicién en blancos virales) y, con ello, priorizar moléculas para evaluacion posterior?-25,

Por su parte, eldocking molecular se emplea para explorar poses de uniény estimarinteracciones ligando-
diana en modelos estructurales, lo que resulta Util para tareas de virtual screening y reposicionamiento
(repurposing) una vez que existen estructuras tridimensionales disponibles de proteinas virales
relevantes?®?6, En este mismo flujo de trabajo, las simulaciones de dindmica molecular permiten evaluar
la estabilidad conformacional de complejos proteina-ligando a lo largo del tiempo en condiciones
modeladas, complementando la foto estatica del docking y aportando evidencia computacional adicional
sobre persistencia de interacciones?”+%,

La principal fortaleza practica de estos métodos aparece cuando se integran en un enfoque multitécnico,
donde las limitaciones de cada aproximacién se compensan con informacion complementaria: (i) QSAR
aporta velocidad para filtrar grandes conjuntos; (ii) docking aporta hipotesis de modo de union; (iii) MD
aporta evaluacién dinamica de estabilidad. Este tipo de integraciéon ha sido descrita como una estrategia
util en descubrimiento asistido por computaciény en revisiones de reposicionamientoy CADD aplicadas
a COVID-192"22.25,

2.3.2 Aplicaciones practicas, optimizacion de recursos y casos de éxito

En el contexto de COVID-19, multiples estudios y revisiones describen el uso de repurposing
computacional para identificar candidatos a partir de farmacos existentes o bibliotecas quimicas,
destacando su utilidad para acelerar la generacion de listas priorizadas de compuestos a ensayar??2¢,Por
ejemplo, se hanreportado flujos de cribado virtualy evaluacién por MD en estudios orientados ainterfaces
relevantes del virus, como la interaccién Spike/ACE2, con el objetivo de explorar reposicionamiento?”-%,
En paralelo, los enfoques QSAR también se han aplicado para priorizar moléculas candidatas a inhibicidn
en proteasas de coronavirus y, en general, para apoyar decisiones de seleccion temprana mediante
modelos predictivos entrenados con datos existentes 2425, Adicionalmente, revisiones sobre inteligencia
artificial o machine learning en COVID-19 discuten el papel de estos métodos para analizar datos, apoyar
repurposing y acelerar etapas de descubrimiento, en conjunto con herramientas clasicas de quimica
computacional®*-®",

Es importante enfatizar que el objetivo tipico de estos enfoques no es reemplazar el experimento, sino
mejorar la priorizacién: generar hipdtesis, reducir el espacio de busqueda y orientar los ensayos hacia
candidatos con mejor perfil computacional preliminar, para luego refinarlos con evidencia experimentaly
retroalimentar el ciclo de modelado®*%.

2.3.3 Perspectivas futuras y desafios éticos-colaborativos

La evolucién continua del SARS-CoV-2y la aparicidon esperable de nuevas variantes refuerzan la necesidad
de mantener vigilancia y estrategias adaptativas'. En este escenario, los enfoques computacionales
pueden contribuir a ciclos iterativos de redisefio y priorizaciéon, siempre que se disponga de datos y
estructuras actualizadas y que las predicciones se integren con validacién experimental®°27,

A futuro, se proyecta un paradigma hibrido que combine métodos basados en datos (inteligencia artificial
0 machine learning ) con herramientas fisicoquimicas (docking/MD), tanto para explorar espacios
guimicos amplios como para refinar hipdtesis mecanisticas?®?°.Sin embargo, este progreso exige atender
desafios de reproducibilidad, transparencia metodoldgica, estandarizaciéon y colaboracidn
multidisciplinaria para maximizar la transferibilidad y utilidad practica de los resultados
computacionales?®?',

Finalmente, el uso de plataformas abiertas para explorar asociaciones diana-enfermedad puede facilitar
la integracion de evidencia bioldgica y clinica, actuando como punto de partida para priorizacion de
blancos o racionalizacién de hipétesis.

2.4 Rol de las técnicas in silico en la quimica medicinal asistida por computacion

El desarrollo de nuevos farmacos ha sido histéricamente un proceso largo, costoso y de alta
incertidumbre??. Sin embargo, con el avance de la quimica medicinal asistida por computacién, también
conocida como computational drug design, ha sido posible acelerar significativamente esta etapa critica
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del descubrimiento farmacéutico®:. Estas técnicas in silico permiten explorar y optimizar candidatos
bioactivos antes de su evaluacién experimental, lo que reduce el nimero de compuestos a sintetizar y
analizar en laboratorio®*.

Las metodologias computacionales aplicadas en el disefio racional de farmacos pueden clasificarse, a
grandes rasgos, en dos grandes enfoques: basadas en el ligando y basadas en el receptor.

2.4.1 Enfoques basados en el ligando

Las estrategias basadas en el ligando se centran en el analisis de compuestos con actividad bioldgica
conocida, incluso en ausencia de informacién estructural del blanco terapéutico. Entre las herramientas
mas destacadas se encuentran los modelos Cuantitativos de Relacion Estructura-Actividad (QSAR), y en
particular los modelos 2D-QSAR y 3D-QSAR.

Estas metodologias buscan establecer una correlacion matematica entre los descriptores moleculares,
propiedades fisicoquimicas, topolégicas, electronicas, entre otras, y la actividad biolégica experimental
observada®. Una vez desarrollados y validados, estos modelos permiten predecir la actividad de nuevas
moléculasy priorizar aquellas con mayor probabilidad de éxito terapéutico.

QSAR ha sido aplicado exitosamente en multiples areas terapéuticas, incluyendo el disefio de antivirales,
antitumorales, antibacterianos y antiinflamatorios®. La fortaleza de estos modelos radica en su
capacidad de generalizacidn, siempre que se construyan con bases de datos representativas y siguiendo
criterios estadisticos rigurosos.

2.4.1.1 2D-QSAR

El enfoque 2D-QSAR (Relacién Cuantitativa Estructura-Actividad bidimensional) se basa en establecer
relaciones matematicas mediante métodos estadisticos o de aprendizaje automatico entre la estructura
guimica de una molécula y su actividad bioldgica. Esta actividad puede expresarse, por ejemplo, como
inhibicién, activacién o afinidad frente a un blanco bioldgico.

En este tipo de modelos, la estructura molecular se representa mediante descriptores moleculares
bidimensionales, tales como propiedades fisicoquimicas, topoldgicas, electrénicas y estéricas, entre
otras. Estos descriptores cuantifican caracteristicas estructurales relevantes de la molécula y se utilizan
como variables independientes en modelos de regresion o clasificacion.

El resultado es una ecuacién matematica en la cual los descriptores estructurales explican la variacion
observada en la actividad bioldgica experimental. Una vez desarrollado y validado el modelo, esta
ecuacion permite predecir tedéricamente la actividad bioldégica de nuevas moléculas a partir de su
estructura quimica.

De manera general, la ecuacion QSAR puede expresarse como: Actividad biolégica:

Actividad = By + B1Dy + BoDy + B3D3 + -+ BuD,,

En la ecuacion QSAR, la actividad bioldgica corresponde a la variable dependiente y puede expresarse
mediante parametros experimentales como plC,,, log(IC,) o la constante de inhibicion (Ki). EL término B,
representa el intercepto del modelo, mientras que B, B,, ... corresponden a los coeficientes de regresion
asociados a cada variable independiente. Los términos D,, D,, ... representan los descriptores
moleculares, es decir, variables cuantitativas que describen propiedades estructurales, fisicoquimicas o
electronicas de la molécula.

Descriptores moleculares

Para describir cuantitativamente una estructura molecular es necesario emplear parametros que
permitan representar sus caracteristicas quimicas de manera numeérica. Estos parametros, conocidos
como descriptores moleculares, constituyen las variables independientes utilizadas en los modelos
QSAR.

Los descriptores pueden derivarse de propiedades fisicoquimicas determinadas experimentalmente o
calcularse mediante métodos computacionales a partir de la estructura molecular. Entre ellos se incluyen
caracteristicas topoldgicas, electronicas, estéricas y fisicoquimicas que reflejan aspectos relevantes de
la molécula.
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Los descriptores moleculares establecen una conexidén directa entre la estructura quimica y sus
propiedades fisicoquimicas, permitiendo modelar y predecir la actividad biolégica de los compuestos en
estudios QSAR.

Descriptores fisicoquimicos globales

Los descriptores fisicoquimicos globales se fundamentan en parametros que reflejan las propiedades
fisicas y quimicas intrinsecas de las sustancias. Variaciones en estas propiedades pueden modificar el
comportamiento de las moléculas bioactivas en sistemas bioldgicos, afectando procesos como su
absorcion, distribucién, transporte, metabolismo y eliminacién.

Entre los factores fisicoquimicos que influyen de manera significativa en la actividad biolégica de
farmacos y otras sustancias quimicas destacan la hidrofobicidad, las propiedades electrénicas y los
efectos estéricos de las moléculas. Estos parametros permiten describir caracteristicas globales de la
estructura molecular y constituyen elementos clave para comprender y predecir su comportamiento
bioldgico.

Hidrofobia

El coeficiente de particién octanol/agua (P) constituye una medida fundamental de la distribucién de una
molécula entre un medio lipofilico y uno acuoso, y se emplea de manera rutinaria como descriptor de
hidrofobicidad. Matematicamente, se expresa como:

p = [C]octanol

[C]agua
donde [Cloctana Y [Clagua COrresponden a las concentraciones de la molécula en cada fase. De manera
practica, se suele utilizar la forma logaritmica, logP, que permite correlacionar linealmente este
parametro con la actividad biolégica y con otras propiedades moleculares relevantes®.
Diversos estudios han demostrado que la hidrofobicidad es un determinante critico en procesos de
absorcién, permeabilidad y biodisponibilidad, asi como en la interaccién ligando-receptor®. En este
contexto, valores elevados de logP reflejan una mayor afinidad lipidica, mientras que valores bajos indican
preferencia por el medio acuoso.
El calculo computacional de logP puede realizarse mediante distintos enfoques. Uno de los mas
empleados es el método fragmentario, en el que el valor global se obtiene como la suma de
contribuciones de fragmentos estructurales y factores de correccion:

logP = Zaifi +ijf,-

donde fi representa la constante de cada fragmento, ponderada por su ocurrencia ai, y fj corresponde a
factores de correccién asociados a efectos como polaridad, flexibilidad conformacional o impedimento
estérico®®. Estos algoritmos, implementados en diversos paquetes de software de quimioinformatica,
permiten la estimacion eficiente de este descriptor en grandes bases de datos quimicas.

En modelos QSAR, ademas del término lineal logP, se incorpora frecuentemente su forma cuadratica
(logP)>. EL término lineal refleja la tendencia general: si al aumentar la lipofilia la actividad tiende a
incrementarse o disminuir. Sin embargo, este comportamiento no suele ser estrictamente lineal en
sistemas biolégicos. En la practica, se observa que existe un intervalo 6ptimo de logP en el cual la
actividad es maxima, mientras que valores demasiado bajos (moléculas muy hidrofilicas) o demasiado
altos (moléculas excesivamente lipofilicas) resultan desfavorables.

Eltérmino cuadratico (logP)?introduce la curvatura parabdlica que caracteriza esta relacién. No obstante,
por si solo produciria una parabola simétrica sin direccién clara. Por ello, la combinacién de logPy (logP)?
permite construir un modelo mas realista, en el que la pendiente inicial provista por el término lineal se
complementa con la curvatura del término cuadratico. De esta forma, el modelo refleja la existencia de
un punto 6ptimo de hidrofobicidad, donde se alcanza la maxima actividad bioldgica (Figura 8).

37
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Figura 8 Representacion esquematica de la relacion entre la hidrofobicidad (logP) y la actividad biolégica. El término lineal logP describe la
tendencia general de la actividad con la lipofilia, mientras que el término cuadratico (logP)? introduce la curvatura necesaria para reflejar un
comportamiento no lineal. La combinacién de ambos términos genera un modelo mas realista que predice la existencia de un intervalo
o6ptimo de lipofilia asociado a maxima actividad biolégica. Las regiones sombreadas ilustran zonas de hidrofobicidad desfavorable por exceso
de hidrofilia o lipofilia.

Electrostaticos

La distribucion eléctrica de una molécula es un aspecto fundamental en el disefio de farmacos, ya que
interacciones como dipolo—-dipolo o idn-dipolo dependen directamente de esta propiedad. Cada atomo
o grupo funcional presente puede modificar la densidad de carga en la superficie molecular, ya sea
aumentandola o disminuyéndola.

Para analizar de manera cuantitativa el aporte electrostatico de un sustituyente, es habitual recurrir al
estudio de la constante de disociacion del acido benzoico, empleada como patrén para estimar
empiricamente el caracter aceptor o dador de electrones de un sustituyente determinado*:

o — AIHH]
aqa = —m8mm

[HA]
donde H+ corresponde al protény A-a la base conjugada de HA. Normalmente, esta constante se expresa
en su forma logaritmica:

pKa = —log(Ka).

El valor de pKa puede variar cuando se introducen sustituyentes en el anillo aromatico. Por ejemplo, el
acido benzoico posee un pKa de 4,20. Si se aflade un atomo de bromo en posicion orto, el pKa disminuye
a 2,85; en posicion meta se modifica a 3,81; y en posicién para a 3,97.

La relacion entre el cambio en la constante de acidez y el efecto electronico del sustituyente puede
describirse mediante la ecuacién de Hammett:

log(k/k0) = po

donde p es una constante propia del acido considerado (p =1 para el acido benzoico)y ¢ es una constante
caracteristica de cada sustituyente. Aqui, kO corresponde a la constante de acidez del acido benzoico no
sustituido y k a la del derivado sustituido. En este marco, los sustituyentes que donan densidad
electrénica al anillo aromatico presentan valores de o negativos, mientras que los que retiran densidad
electrdonica exhiben valores de o positivos.

Polarizabilidad

En 1937 London instaura un nuevo concepto que es la capacidad de inducir dipolos entre molécula*' esa
capacidad Esta capacidad depende tanto de la naturaleza del a&tomo como de la molécula en su conjunto,
y se denomina polarizabilidad. La polarizabilidad describe en qué medida la nube electronica de una
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molécula se deforma frente a la accion de un campo eléctrico externo, generando un dipolo inducido.
Cuanto mayor es la polarizabilidad, mas facil resulta distorsionar la distribucién electrénicay, por lo tanto,
inducir un dipolo.

Una forma de cuantificar la polarizabilidad de las moléculas es con la refractividad molar*:

4nNa
MR = 3
donde N es el niumero de Avogadro y a la polarizabilidad electrénica. Desde un enfoque electrostatico, si
se considera una molécula esférica de radio( r ), puede deducirse que a=r3, lo que implica que la
refractividad molar se relaciona directamente con el volumen efectivo de la molécula. De este modo, la
contribucion atdémica a la refractividad molar se interpreta como el volumen de un atomo dentro de la
molécula, el cual difiere del volumen de un atomo aislado debido a la influencia de la polaridad de los
enlacesy al solapamiento de las nubes electrdonicas de los &tomos enlazados.

Estéricos

Los componentes estéricos consisten en como el espacio de una molécula o atomo afecta propiedades
quimicas o bioldgica. En el punto de vista biolégico, estos efectos desempenan un papel crucial, ya que
determinan en gran medida la capacidad de un ligando para adaptarse correctamente al sitio activo de
una proteina. Un sustituyente voluminoso o mal orientado puede provocar repulsiones espaciales con
residuos cercanos del receptor, alterar la conformacion adoptada por el ligando o incluso impedir su
union, reduciendo asi la afinidad y la actividad bioldgica.

Ademas, los efectos estéricos no solo se manifiestan como simples barreras fisicas. También pueden
influir indirectamente en otras propiedades moleculares, como la orientacién de grupos funcionales
clave, la accesibilidad a enlaces de hidrégeno otra interaccion intramolecular o intermolecular. En
algunos casos, una cierta contribucién estérica es incluso deseable, ya que puede mejorar la selectividad
al evitar interacciones no especificas o estabilizar la conformacidn bioactiva del ligan

El volumen que ocupa un sustituyente es un factor fundamental para lograr un acoplamiento adecuado
entre el ligando y el sitio activo del receptor. Sustituyentes excesivamente voluminosos pueden generar
impedimentos estéricos, dificultando el acceso o el posicionamiento correcto del ligando dentro de la
cavidad de union, lo que repercute negativamente en la interaccidon y afinidad global del complejo.

Para cuantificar el efecto estérico de un sustituyente se utiliza, por analogia con la ecuacién de Hammett,
la relacion propuesta por Taft*, que permite estimar la contribucién estérica a partir de las constantes de

hidrdlisis de ésteres. En este enfoque, se compara la velocidad de hidrélisis del propanoato de metilo no
sustituido con la de un éster que contenga el sustituyente de interés, mediante la siguiente expresion:

k
E; =log <kc: >
3/ 4

donde kx es la constante de hidrdlisis del éster con el sustituyente Xy KCHs

la del éster no sustituido. El subindice “A” indica que lareaccidon ocurre en condiciones de hidrélisis acida.
Cuanto mas negativo sea el valorde Es
Es, mayor sera el efecto estérico, es decir, mayor sera la interferencia espacial generada por el
sustituyente:

VX =T1,—Ty
En esta relacién, r,corresponde al radio de Van der Waals del sustituyente®, mientras que ry representa
el radio del atomo de hidrogeno utilizado como referencia. En el caso de sustituyentes poliatomicos, 7,.se
define como la distancia entre el eje principal de uniény el punto mas proximo de la superficie de Van der
Waals del grupo. Con esta definicién, el hidrégeno presenta un valor v = 0, y cualquier sustituyente con un
volumen mayor exhibira valores positivos (v > 0).
La escala v propuesta por Charton es de caracter semiempirico, ya que resulta de la combinaciéon de datos
experimentales con consideraciones geométricas. Gracias a ello, este parametro permite describir con
mayor precision la influencia espacial de grupos funcionales complejos, considerando no solo su tamafo
absoluto, sino también su proyeccion tridimensional dentro del entorno molecular.
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Descriptores de conteo estructural

Los descriptores de conteo estructural son parametros que cuantifican, en forma de numeros enteros o
fraccionarios, la presencia de determinados elementos estructurales dentro de una molécula. Estos
elementos pueden corresponder a atomos individuales, tipos de enlaces, fragmentos estructurales
definidos, grupos funcionales o incluso propiedades moleculares discretas susceptibles de ser
contabilizadas, como el numero de donadores o aceptores de puentes de hidrégeno.

La principal caracteristica de este tipo de descriptores es que proporcionan una medida directa y objetiva
de la composicién estructural de la molécula, sin requerir calculos fisico-quimicos complejos. Por ello,
constituyen uno de los enfoques mas simples y ampliamente utilizados en el analisis QSAR*2.

Matematicamente, un descriptor de conteo estructural Di puede expresarse como:

n

Di :ZCU

j=1

donde:Di es el descriptor asociado a una caracteristica estructural especifica i, Cij representa la cantidad
de dicha caracteristica presente en la molécula j, n es el numero total de ocurrencias contadas. Por
ejemplo, siicorresponde alos donadores de puentes de hidrégeno, Di seraigual al nUmero total de grupos
capaces de donar un protén a través de un enlace de hidrégeno. De igual forma, si i representa enlaces
dobles C=C, el descriptor indicara cuantas veces aparece este tipo de enlace en la molécula.

Descriptores topoldgicos y geométricos

Los descriptores topolégicos y geométricos constituyen una categoria esencial dentro de los estudios
QSAR, ya que describen de manera cuantitativa la conectividad, forma y disposicién espacial de las
moléculas. Estos parametros permiten transformar la informacién estructural en valores numeéricos que
reflejan la organizacién interna, la ramificacion y la complejidad tridimensional del sistema molecular, sin
necesidad de recurrir a métodos cuanticos.

Los descriptores topolégicos se derivan de la representacion de la molécula como un grafo*?, en el cual
los atomos se consideran nodos y los enlaces, aristas. A partir de esta abstraccion, se obtienen indices
que describen la conectividad, simetria y flexibilidad estructural, como los indices de Randi¢, los nimeros
de Kier y Hall*?, o los indices de distancias moleculares. Estos valores han demostrado correlacionarse
eficazmente con propiedades fisicoquimicas y bioldgicas, proporcionando informacién estructural
independiente de la conformacién molecular.

En cambio, los descriptores geométricos incorporan informacién tridimensional y reflejan propiedades
relacionadas con la forma molecular, la superficie accesible al solvente (ASA) y la distribucién espacial de
regiones polares y apolares*’. Dentro de esta familia destacan los descriptores basados en la superficie
polar accesible (PSA) y, particularmente, los DPSA (Difference in Polar Surface Area), que cuantifican la
diferencia de drea polar accesible entre distintas regiones o fragmentos de la molécula.

Los descriptores DPSA permiten evaluar la heterogeneidad en la distribucién de la polaridad molecular, lo
gue resulta fundamental para interpretar fendmenos como la afinidad de unién ligando-receptor®, la
permeabilidad a membranas biolégicas y la biodisponibilidad. En conjunto, los descriptores topoldgicos
y geométricos ofrecen una vision integral de la estructura global y el comportamiento espacial de las
moléculas, aspectos determinantes en el reconocimiento molecular y la actividad bioldgica.

Descriptores basados en autocorrelacion

Otra clase importante de descriptores moleculares esta representada por los indices de autocorrelacion,
los cuales se basan en el andlisis de la distribucion y correlacion de propiedades atdmicas dentro de la
molécula. Estos descriptores fueron introducidos por primera vez por Moreau y Broto (1980)*, quienes
propusieron un método para establecer relaciones entre atomos en funcion de su distancia topoldégica,
permitiendo cuantificar como una determinada propiedad se distribuye a lo largo del grafo molecular.
Posteriormente, Consonniy Todeschini*? ampliarony sistematizaron este enfoque, ofreciendo una revisién
exhaustiva de los diferentes tipos de descriptores de autocorrelacion empleados en estudios QSAR.
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En términos generales, los descriptores de autocorrelacion consideran los atomos de una molécula como
un conjunto discreto de puntos en el espacio, sobre los cuales se evalua una propiedad atémica
especifica (por ejemplo, electronegatividad, polarizabilidad, masa atdmica o potencial de ionizacién). A
partir de estos valores, se calcula el grado de correlacién de la propiedad entre pares de atomos
separados por una distancia topoldgica k, denominada retardo (lag).

Matematicamente, la autocorrelacidon puede expresarse de forma general como:

A = Z Zﬁf] para todos los pares (i,]) tales que d;; = k
i

donde fi y fj representan los valores de la propiedad atémica considerada en los atomos iy j,
respectivamente, y dij es la distancia topolégica (numero de enlaces) entre ellos. Asi, el descriptor A k
expresa como se correlacionan los valores de una propiedad a intervalos definidos por k .Estos
descriptores integran simultaneamente informacion estructural y electrénica, combinando la topologia
molecular con la distribucién de propiedades atdmicas. Su principal utilidad radica en que permiten
capturar como las caracteristicas locales ,como la electronegatividad o la polarizabilidad, influyen sobre
regiones mas alejadas dentro de la molécula, reflejando la coherencia estructural global del sistema.
También existen variantes autocorrelacionales derivadas de los indices de Moran y de Geary, adaptadas
al contexto molecular“. En estas, los pares de 4&tomos se consideran segin una distancia topoldégica fija
d. La autocorrelacién de Moran*’ se basa en el producto de las desviaciones respecto de la media de la
propiedad atémica, mientras que la autocorrelaciéon de Geary*® utiliza las diferencias cuadraticas entre
pares de atomos; por ello, la primera refleja la covariacion relativa a la media globaly la segunda suele ser
mas sensible a discrepancias locales entre vecinos topolégicos.

Descriptores electrotopolégicos (ETA) y electronicos derivados de electronegatividad
Los descriptores electrénicos y electrotopolégicos constituyen una categoria avanzada de parametros
moleculares que buscan representar cuantitativamente como la distribucion de electrones dentro de una
molécula influye en su reactividad quimicay actividad biolégica*?. Estos descriptores permiten incorporar
alandlisis QSAR informacién que va mas alla de la forma o el tamafo de la molécula, reflejando la manera
en que los efectos electrénicos ,como la densidad de carga, la deslocalizacién, la polarizacién o la
capacidad de atraer electrones, determinan el comportamiento molecular.

En términos generales, estos descriptores expresan como los electrones se distribuyen e interactian a lo
largo de la estructura, considerando tanto los efectos locales (propios de un atomo o grupo funcional)
como los globales (que involucran a toda la molécula). De este modo, permiten relacionar caracteristicas
puramente estructurales con propiedades como la afinidad de unién, la polaridad, la capacidad de formar
enlaces de hidrégeno o la estabilidad electrénica del sistema.

Los descriptores electrotopolégicos (ETA)* integran simultdneamente informacién topolégica ,es decir,
como los atomos estan conectados dentro del grafo molecular, y electronica, relacionada con la
capacidad de los atomos para influir en el entorno quimico mediante sus cargas o pares de electrones. Su
desarrollo se basa en el concepto de estado electrotopolégico (E-state)®°, que asigna a cada atomo un
valor que depende tanto de su naturaleza quimica (electronegatividad, tipo de hibridacion, sustituyentes)
como de su posicidon dentro de la red de enlaces.

Estos descriptores permiten visualizar cdmo una perturbacion electrénica en un punto de la molécula
(por ejemplo, un grupo donador o atractor de electrones) puede afectar regiones mas alejadas,
capturando asi fendmenos de resonancia, efectos inductivos o mesémeros. Un ejemplo relevante
utilizado en este trabajo es el ETA_Beta_ns_d*°, que cuantifica la contribucién de electrones no
compartidos con capacidad de participar en resonancia dentro de sistemas aromaticos. Este parametro
permite estimar como los efectos de deslocalizacion electrénica pueden modificar la interaccion con el
sitio activo del receptor bioldgico.

Complementariamente, los descriptores electronicos derivados de electronegatividad proporcionan una
medida global de la tendencia electrénica de la molécula, al basarse en el promedio o la suma de las
electronegatividades atémicas de sus componentes. Dichos descriptores reflejan la capacidad general
del sistema para atraer o ceder electrones, lo cual influye directamente en la polaridad, la afinidad
ligando-receptor y la estabilidad del complejo molecular. Un ejemplo es el SaasC%°,que representa la
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suma de las electronegatividades de Sanderson correspondientes a los atomos de carbono de la
molécula, proporcionando una visién resumida de la distribucion electrénica total.

2.4.1.2 Softwares mas utilizados

Entre los softwares mas utilizados se encuentran Dragon, PaDEL-Descriptor, DataWarrior y librerias de
coédigo abierto implementadas en Python, como RDKit. Todos ellos permiten calcular cientos o miles de
descriptores a partir de la estructura molecular (en formatos como SMILES o SDF), facilitando la
construccion de bases de datos para analisis QSAR y machine learning.

Dentro de estas herramientas, destaca PaDEL-Descriptor®’ por ser una alternativa de libre acceso
ampliamente utilizada en la comunidad cientifica. Este programa, desarrollado en Java, permite calcular
mas de 1.800 descriptores moleculares correspondientes a 1D, 2D y huellas moleculares (fingerprints).
Sudisefio modular lo hace compatible con distintos sistemas operativos y permite una ejecucion eficiente
en grandes conjuntos de datos.

PaDEL combina rutinas implementadas en el paquete CDK (Chemistry Development Kit) con algoritmos
propios, ofreciendo una amplia cobertura de descriptores fisicoquimicos, topoldgicos, autocorrelativos,
geomeétricos y electrotopoldgicos. Ademas, su interfaz grafica y su modo de linea de comandos facilitan
la automatizacién del procesamiento masivo de moléculas.

Por otro lado, herramientas como Dragon y DataWarrior presentan interfaces mas completas para la
visualizacion, filtrado y analisis estadistico de los descriptores generados, mientras que RDKit constituye
una alternativa flexible y programable que permite integrar el calculo de descriptores dentro de flujos de
trabajo en Python.

2.4.1.3Generacion estadistica

La construcciéon de modelos QSAR requiere el establecimiento de una relacién matematica robusta entre
los descriptores moleculares seleccionadosy la actividad bioldgica experimental. Este procesoimplica la
seleccién adecuada de variables, la construccidon del modelo estadistico y la evaluacién rigurosa de su
capacidad predictiva.

Eleccion de variables

El calculo de descriptores moleculares genera un conjunto amplio de variables que puede contener
redundancias, ruido estadistico o informacién irrelevante. La inclusién de dichas variables puede
comprometer la estabilidad y capacidad predictiva del modelo, por lo que resulta imprescindible realizar
un pretratamiento adecuado de los datos.

En primer lugar, se eliminan descriptores constantes o con varianza cercana a cero, asi como aquellos
con valores faltantes. Posteriormente, se evalla la colinealidad entre variables mediante matrices de
correlacion, eliminando descriptores altamente correlacionados (por ejemplo, |r| > 0.85-0.95), con el fin
de reducir redundancias y evitar problemas de multicolinealidad®.

Una vez depurado el conjunto inicial, se procede a la seleccion del subconjunto 6ptimo de descriptores.
Este proceso busca identificar variables relevantes, no redundantes y con significado fisicoquimico
coherente. Entre los métodos comunmente empleados se encuentran procedimientos analisis de
correlacion, regularizacion estadistica y algoritmos evolutivos, como los algoritmos genéticos, que
permiten explorar eficientemente combinaciones de variables y optimizar la calidad predictiva del
modelo.

Construccion modelo estadistica

Seleccionadas las variables relevantes, se establece la relacidon cuantitativa entre los descriptores
moleculares y la actividad biolégica mediante modelos estadisticos o técnicas de aprendizaje
automatico. En estudios QSAR, la regresion lineal multiple (MLR) es ampliamente utilizada debido a su
interpretabilidad y capacidad para cuantificar la contribucidn individual de cada descriptor.

De manera general, el modelo QSAR puede expresarse como:

Actividad = ¢ + p1D, + B2D, + [3D3 + -+ + B, D,
D,, corresponden a los descriptores moleculares y 8, son los coeficientes de regresién que describen la
contribucion de cada variable al modelo.
El signo y la magnitud de los coeficientes permiten interpretar la influencia de cada descriptor sobre la
actividad bioldgica. Para evitar el sobreajuste, es fundamental mantener una relacién adecuada entre el
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numero de moléculas del conjunto de entrenamiento y el nimero de descriptores incluidos,
recomendandose al menos cinco observaciones por variable®.

Ademas de la regresion lineal mdltiple, pueden emplearse métodos multivariados o técnicas de
aprendizaje automatico cuando la relacidn entre estructura y actividades no lineal; sin embargo, la
seleccion del método debe equilibrar capacidad predictiva e interpretabilidad.

Métodos de validacion

La validacion constituye un requisito esencial para garantizar la robustez, confiabilidad y capacidad
predictiva de un modelo QSAR. El objetivo principal de esta etapa es demostrar que el modelo no solo
reproduce adecuadamente los datos del conjunto de entrenamiento, sino que también es capaz de
predecir con precision la actividad biolégica de compuestos nuevos. La validacién es especialmente
relevante en contextos regulatorios y cientificos, donde se requiere evidencia de que las predicciones del
modelo son confiables y reproducibles®.

Los principios de validacion aceptados internacionalmente establecen que un modelo QSAR debe
presentar: un algoritmo definido y reproducible, medidas apropiadas de ajuste, robustez y predictividad.

Validacion interna

La validacidén interna evalla la estabilidad del modelo utilizando Unicamente los datos del conjunto de
entrenamiento (training set). El procedimiento mas comun es la validacién cruzada, donde cada
compuesto se excluye temporalmente del conjuntoy su actividad es predicha por el modelo generado con
los restantes datos. Entre los modelos mas utilizados para validacién cruzada es el Leave one out (LOO)%2.

El coeficiente de validacion cruzada (Q°) se emplea para estimar la capacidad predictiva interna del
modelo:

_ Z(Yobs(train) - Ypred(train))2
Z(Yobs(train) - Ytrain)z

Q=1

Donde: Yyps(train): Actividad observada, Yy eq(train) -Actividad predichay Y,rqin:El promedio de la actividad
observada del training set.

El coeficiente Q? puede variar entre 1 y valores negativos; sin embargo, se considera que un modelo
presenta capacidad predictiva interna aceptable cuando:

No obstante, este valor constituye una condicién necesaria pero no suficiente para validar un modelo
QSAR.

Ademas, se calcula el error estandar de predicciéon (SDEP):
Q*=0.5
No obstante, este valor constituye una condicion necesaria pero no suficiente para validar un modelo

QSAR.
Ademas, se calcula el error estandar de prediccion (RMSE):

Z (Yobs(train) - Ypred(train) ) 2
n

RMSE;rqin:

donde n corresponde al numero de compuestos del conjunto de entrenamiento. Valores bajos de RMSE
indican mayor precision predictiva.

Validacidon externa

La validacion externa constituye el método mas riguroso para evaluar la capacidad predictiva real del
modelo, ya que utiliza compuestos independientes que no participaron en su construccion. Para
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garantizar una evaluacion representativa, el conjunto externo debe preservar la diversidad estructural del
conjunto total y abarcar adecuadamente el espacio quimico del sistema estudiado.
El poder predictivo externo se evalua mediante el coeficiente de determinacidén predictivo:

_ Z(Yobs(test) - Ypred(test))2
Z(Yobs(test) - Ytrain)2

R%est =1

Donde: Y, ps(test): Actividad observada, Y, eq(trates)-Actividad predichay Yirain:El promedio de la actividad
observada del training set.

Un modelo QSAR se considera predictivo cuando:
Rfes¢>0.6

lo que indica que el modelo explica al menos el 60 % de la variabilidad bioldgica del conjunto externo.

2 (Yobs(test) - Ypred(test))2
n

RMSEteSt ==

donde n corresponde al nimero de compuestos del conjunto de evaluacidn (test set). Valores bajos de
RMSE indican mayor precisién predictiva.

Debido a esta limitacién, Roy y colaboradores®® propusieron el pardametro 7,2, el cual permite evaluar
simultdaneamente la precisiéon predictiva y la proximidad de las predicciones a la linea de identidad,
proporcionando una medida mas estricta del poder predictivo del modelo. Este pardmetro penaliza
desviaciones sistematicas entre los valores observados y predichos, evitando que modelos con buena
correlacion pero con sesgos importantes sean considerados predictivos*®-%4,

2 =r? (1 — ’rz - r02>

donde r? corresponde al coeficiente de determinacién entre valores observados y predichos, mientras
que 1¢ es el coeficiente de determinacién obtenido al forzar la recta de regresion a pasar por el origen.
De manera complementaria, se calcula el parametro inverso:

2 =1? (1 — [r2— r0’2>

De manera andloga, 7,2 se calcula intercambiando los ejes de valores observados y predichos y forzando
nuevamente la regresion a pasar por el origen. La comparaciéon entre ambos parametros permite detectar
desviaciones sistematicas en las predicciones y evaluar la concordancia real del modelo.

Para evaluar la confiabilidad del modelo se emplean los parametros promedio y diferencia:

2 2
_Z_rm+rm

r2 5
A2 = |12 — 1,2

Un modelo QSAR se considera predictivo cuando %>0.5 y Ar2 < 0.2 , criterios que indican
simultaneamente buena precisidon predictiva y ausencia de sesgos sistematicos. Estos parametros
proporcionan una evaluacion mas rigurosa del poder predictivo del modelo, ya que integran la correlacion,
la exactitud y la concordancia entre valores experimentales y predichos
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De manera complementaria, el error absoluto medio (MAE)®* proporciona una estimacion directa del error
promedio entre los valores observados y predichos:

1
MAEes: = ;Zlyobs(test) - Ypred(test)

El MAE es menos sensible a valores atipicos que el RMSE y permite una interpretaciéon mas directa del
error promedio del modelo.

Asimismo, el coeficiente de correlaciéon concordante (CCC)*®5permite evaluar simultdneamente la
precisidony exactitud de las predicciones, considerando tanto la correlaciéon entre los valores observados
y predichos como su desviacion respecto a la linea de identidad. Para su calculo se emplean los valores
experimentales y predichos del conjunto de validacién externa:

27”O-obs testO;
E pred.test
cCcC =

2
Gobs,test + Gpred.test + (.uobs,test + /’Lpred.test)

donde r es el coeficiente de correlacién entre los valores observados y predichos, o representa las
desviaciones estandar y u las medias de los valores observados y predichos. Valores de CCC cercanos a
la unidad indican excelente concordancia entre los valores experimentales y los predichos, mientras que
valores bajos revelan desviaciones sistematicas en las predicciones.

El uso conjunto de RMSE, MAE y CCC permite evaluar de manera integral la precision, el error promedio y
la concordancia entre los valores experimentales y predichos, proporcionando una descripcién mas
completa del desempeno predictivo del modelo QSAR.

Prueba de aleatorizacion de la variable respuesta (Y-randomization)

A pesar de que un modelo QSAR pueda presentar buenos parametros estadisticos y predictivos, existe la
posibilidad de que las correlaciones obtenidas se deban al azary no arelacionesreales entre la estructura
guimicay la actividad biolégica. Para descartar esta posibilidad, se emplea la prueba de aleatorizacion de
la variable respuesta, conocida como Y-randomization®.

Este procedimiento consiste en generar multiples modelos QSAR utilizando los mismos descriptores
moleculares, pero reemplazando los valores experimentales de actividad biolégica por valores
aleatorizados. Posteriormente, se comparan los parametros estadisticos obtenidos para los modelos
aleatorizados con los del modelo original.

Si el modelo QSAR es robusto y no producto del azar, los modelos generados con datos aleatorizados
deben presentar valores significativamente menores de Q?> en comparacién con el modelo original. Por el
contrario, si los modelos aleatorizados muestran parametros estadisticos similares, ello indicaria que la
correlacion obtenida podria ser espuria.

La prueba de Y-randomization permite verificar que la relacién encontrada entre los descriptores
moleculares y la actividad bioldgica es real y no resultado de correlaciones fortuitas, constituyendo una
herramienta fundamental para garantizar la confiabilidad del modelo QSAR.

2.4.2 Enfoques basados en el receptor

Por otro lado, las metodologias basadas en el receptor aprovechan la informacién estructural de la
proteina blanco, generalmente obtenida por cristalografia de rayos X, RMN o predicciones de modelado
por homologia o IA. Dentro de este grupo destacan técnicas como el acoplamiento molecular (docking) y
la dindmica molecular (MD).

El docking permite predecir la orientacion y afinidad de un ligando dentro del sitio activo de la proteina,
proporcionando informacién clave sobre posibles interacciones moleculares relevantes. Estas
predicciones son fundamentales para entender el mecanismo de accion de los compuestos y optimizar
su afinidad y selectividad.

Complementariamente, la dinamica molecular permite simular el comportamiento temporal del sistema
ligando-receptor en condiciones fisiolégicas. Gracias a esta técnica, es posible evaluar la estabilidad del
complejo, la flexibilidad del sitio activo, y explorar fendmenos como la entrada o salida del ligando,
reordenamientos conformacionales del receptor, o laformacion de puentes de hidrégeno dinamicos. Esta
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informacién es clave para validar y refinar los resultados del docking y obtener una visién mas realista del
proceso de reconocimiento molecular.

2.4.2.1 Docking molecular

El docking molecular es una técnica computacional utilizada para estudiar como un ligando interactua
con una proteina en un estado estacionario. Los ligandos ejercen actividad bioldgica al unirse a cavidades
especificas del receptor, modulando su funcidn al activarlo o inhibirlo. El objetivo central del docking es
predecir la orientacién (pose) y la afinidad del ligando en el sitio activo, identificando la conformaciéon mas
favorable y permitiendo visualizar los aminoacidos involucrados y los tipos de interacciones
intermoleculares que estabilizan el complejo.

El procedimiento se vuelve especialmente relevante en el disefo de nuevos farmacos, ya que constituye
una herramienta rapida y eficiente para explorar, visualizar y predecir el potencial bioactivo de una
molécula antes de pasar a etapas experimentales mas complejas.

Tipos de docking

Docking rigido

Este tipo de docking tanto el ligando como el receptor se consideran estructuralmente fijos durante el
proceso de acoplamiento. Bajo este enfoque, el algoritmo explora distintas orientaciones y posiciones del
ligando dentro del sitio activo de la proteina, sin permitir cambios conformacionales en ninguno de los
dos componentes, siguiendo el modelo clasico de llave—-cerradura®.

Este tipo de docking asume que la conformacion del receptor representa adecuadamente el estado
bioactivo de la proteina, lo que permite evaluar de manera eficiente la afinidad y el modo de unién del
ligando. Debido a su bajo costo computacional y rapidez, el docking rigido es ampliamente utilizado en
etapas iniciales del virtual screening , especialmente cuando se analizan grandes conjuntos de
moléculas.

No obstante, este método presenta como principal limitacién la ausencia de flexibilidad molecular, lo que
puede afectar la precisién de las predicciones en sistemas donde la unidn del ligando induce cambios
estructurales relevantes en el receptor.

Docking flexible o Induced Fit

En el docking flexible o induced fit, tanto el ligando como el receptor pueden modificar su conformacion
con elfinde optimizar el acoplamiento. Elligando explora diferentes conformaciones mediante la rotacién
de sus enlaces, mientras que el sitio activo delreceptor puede reorganizarse parcialmente para acomodar
al ligando. Este enfoque representa de manera mas realista el proceso de reconocimiento molecular, en
el cual ambos componentes se adaptan mutuamente durante la formacién del complejo ligando-
receptor®®.

Para explorar las posibles orientaciones y conformaciones del ligando dentro del sitio activo, los
programas de docking emplean diversos algoritmos de busqueda conformacional, los cuales pueden
clasificarse segun su estrategia de exploracion del espacio conformacional.

Algoritmo general del docking molecular

El docking molecular puede entenderse como un problema de optimizacion multidimensional, cuyo
objetivo es identificar la conformacion y orientacion del ligando dentro del sitio activo del receptor que
minimice la energia libre del complejo ligando-receptor®®. Para ello, el método de docking debe abordar
simultaneamente dos desafios fundamentales: la generacién de conformaciones iniciales del ligando y la
exploracién eficiente del espacio conformacional con el fin de localizar minimos energéticos relevantes.
En una primera etapa, el ligando es descrito mediante un conjunto de grados de libertad traslacionales,
rotacionales y torsionales, los cuales definen su espacio conformacional. A partir de estos grados de
libertad, el algoritmo de docking genera un conjunto de conformaciones iniciales que sirven como puntos
de partida para la busqueda del minimo energético.
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Posteriormente, se aplica un algoritmo de busqueda conformacional que explora el espacio de posibles
orientaciones y conformaciones del ligando dentro del sitio activo del receptor. Este proceso busca
identificar las poses mas favorables desde el punto de vista energético, evaluadas mediante una funcién
de puntuacién (scoring function). Dado que el espacio conformacional crece exponencialmente con el
numero de enlaces rotables del ligando y la flexibilidad del receptor, la exploracion exhaustiva resulta
computacionalmente inviable, lo que ha motivado el desarrollo de distintos enfoques algoritmicos.

En este contexto, los algoritmos de busqueda utilizados en docking molecular pueden clasificarse, de
manera general, en algoritmos sistematicos y algoritmos estocdasticos, los cuales difieren en la forma en
que exploran el espacio conformacional y en el balance entre precision y costo computacional.

Algoritmos sistematicos

Los algoritmos sistematicos se basan en la exploracién deterministica y exhaustiva del espacio
conformacional del ligando dentro del sitio activo del receptor. En este enfoque, los grados de libertad del
ligando, tales como rotaciones de enlaces, orientaciones espaciales y posiciones traslacionales, se
muestrean de manera ordenada siguiendo intervalos predefinidos®.

Entre los métodos sistematicos mas utilizados se encuentran la busqueda exhaustiva (exhaustive search)
y los algoritmos de construccidon incremental, en los cuales el ligando es fragmentado a lo largo de sus
enlaces rotables y ensamblado progresivamente dentro del sitio de unién. Este tipo de algoritmos permite
una cobertura amplia del espacio conformacional, lo que resulta ventajoso para sistemas pequefos o
ligandos con baja flexibilidad estructural

Sin embargo, el principalinconveniente de los algoritmos sistematicos es su alto costo computacional, el
cual aumenta de forma exponencial con el niumero de grados de libertad del ligando. Por esta razén, su
aplicaciéon suele limitarse a etapas de refinamiento o a sistemas donde el tamano del espacio
conformacional es manejable.

Algoritmos estocasticos

Los algoritmos estocasticos constituyen uno de los enfoques mas ampliamente utilizados en docking
molecular, debido a su balance entre eficiencia computacional y cobertura conformacional. A diferencia
de los métodos sistematicos, estos algoritmos exploran el espacio conformacional mediante procesos
aleatorios controlados, evaluando cada nueva conformacién en funcidon de criterios probabilisticos o
funciones de aptitud.

Entre los algoritmos estocasticos mas representativos se encuentran los algoritmos genéticos (Genetic
Algorithms, GA)*® y los métodos de Monte Carlo (MC). En los algoritmos genéticos, las posibles
conformaciones del ligando se tratan como una poblacién de individuos que evoluciona a través de
operadores como mutacidn, recombinacion y seleccion, favoreciendo aquellas poses con mejor energia
de interaccién. Por su parte, los métodos de Monte Carlo generan modificaciones aleatorias en la
conformacién del ligando, aceptando o rechazando cada cambio segun criterios energéticos y
probabilisticos .

Debido a la naturaleza aleatoria del muestreo, los algoritmos estocdsticos suelen ejecutarse multiples
veces para asegurar la convergencia de los resultados. Este enfoque es especialmente adecuado para
ligandos flexibles y sistemas complejos, y es el fundamento de programas de docking ampliamente
utilizados, como AutoDocky GOLD.

Basadas en conocimiento

Los algoritmos basados en el conocimiento utilizan informacion derivada de estructuras experimentales
previamente resueltas de complejos proteina-ligando. En este enfoque, las interacciones observadas en
bases de datos estructurales se emplean para derivar potenciales estadisticos que guian la colocaciény
evaluacion del ligando dentro del sitio activo®.

Este tipo de algoritmos asume que las configuraciones de unién mas favorables son aquellas que
reproducen patrones de interaccién frecuentes en complejos conocidos, tales como distancias
interatdmicas caracteristicas, geometrias de enlaces de hidrégeno y contactos hidrofébicos recurrentes.
Como resultado, los métodos basados en el conocimiento pueden ofrecer una evaluacién rapida y
razonable de la afinidad de unién, especialmente cuando se dispone de informacién estructural
abundantey de alta calidad .
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No obstante, su desempefio depende fuertemente de la calidad y representatividad del conjunto de datos
utilizado para construir los potenciales estadisticos, lo que puede limitar su aplicabilidad en sistemas
poco caracterizados o hovedosos.

Algoritmo Autodock 4

AutoDock 4 emplea una funcién de puntuacion semiempirica disefada para estimar la energia libre de
union del complejo ligando-receptor. Esta funcidn se basa en parametros previamente definidos y
combina contribuciones energéticas asociadas a interacciones intermoleculares, tales como fuerzas de
van der Waals, enlaces de hidrdgeno, interacciones electrostaticas, efectos de desolvatacion y términos
entropicos relacionados con la flexibilidad del ligando.

Para identificar la pose de unién mas favorable, AutoDock 4 implementa distintos algoritmos de blsqueda
conformacional. Entre ellos se incluyen métodos de busqueda local, algoritmos genéticos (GA) y el
algoritmo genético lamarckiano (Lamarckian Genetic Algorithm, LGA), el cual combina la exploracién
global propia de los algoritmos genéticos con procedimientos de optimizacion local. Esta estrategia
permite mejorar la eficiencia en la exploracién del espacio conformacional y aumentar la probabilidad de
localizar configuraciones energéticamente favorables.

Motor de busqueda genético Lamarckiano

AutoDock 4 utiliza el algoritmo genético lamarckiano (LGA) como uno de sus métodos principales de
busqueda, el cual esta disehado para explorar eficientemente el espacio conformacional y posicional de
un ligando flexible dentro del sitio activo de un receptor rigido®e.

En este contexto, cada posible conformacién del ligando se representa mediante un cromosoma, el cual
codifica explicitamente los parametros geométricos necesarios para definir su posicion, orientaciéon y
conformacioén interna. Dicho cromosoma estd compuesto, como minimo, por siete variables reales: tres
coordenadas cartesianas (X, y, z) que describen la traslacién del ligando dentro del volumen delimitado
por el grid box, y cuatro parametros que definen un cuaterniéon, donde tres componentes determinan el
eje de rotacién y la cuarta corresponde al dngulo de giro. Adicionalmente, se incorpora un parametro real
por cada enlace rotacional del ligando, el cual describe los angulos torsionales asociados a su flexibilidad
interna.

El proceso mediante el cual el cromosoma es transformado en una estructura tridimensional explicita del
ligando se denomina mapping, y consiste en la reconstruccion completa de las coordenadas atdmicas a
partir de los valores codificados en el genotipo. Una vez realizado el mapping, cada individuo es evaluado
mediante la funcién de energia de AutoDock, calculada a partir de mapas de interacciéon previamente
generados por AutoGrid, lo que permite estimar la energia libre de unidn ligando-receptor. Esta energia
constituye la funcion de fitness, donde valores mas bajos indican interacciones mas favorables.

El algoritmo comienza con la generacién de una poblacidn inicial de cromosomas, cuyos parametros se
asignan de manera aleatoria dentro de los limites definidos por el espacio de busqueda. A partir de esta
poblacion, el algoritmo evoluciona a lo largo de multiples generaciones mediante un ciclo iterativo que
comprende las siguientes etapas: seleccidén, cruce, mutaciény evaluacion.

Durante la seleccidn, los individuos son elegidos para reproducirse de manera proporcional a su fitness,
de modo que aquellos con energias de uniéon mas favorables tienen mayor probabilidad de contribuir a la
siguiente generacioén. Posteriormente, se aplica un operador de crossover de dos puntos, en el cual se
intercambian segmentos completos del cromosoma entre dos individuos parentales, garantizando que
los cortes se realicen unicamente entre genes completos, evitando asi la fragmentacién de parametros
continuos.

A continuacion, los cromosomas resultantes pueden experimentar mutaciones, las cuales consisten en
la modificacién aleatoria de uno o mas genes mediante la adicion de un valor perturbador. En AutoDock,
estas perturbaciones siguen una distribuciéon de Cauchy, lo que favorece principalmente cambios
pequefios, pero permite ocasionalmente variaciones de mayor magnitud, promoviendo una exploracion
eficiente del espacio conformacional.

Una caracteristica distintiva del LGA es la incorporacion de una etapa de busqueda local (local search),
aplicada a una fraccion de los individuos de cada generacién. En esta etapa, se realiza una optimizacion
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local de los parametros del cromosoma con el objetivo de refinar la energia del ligando en un minimo
cercano. El caracter “lamarckiano” del algoritmo radica en que las mejoras obtenidas durante la blsqueda
local son incorporadas al cromosoma, de modo que el individuo optimizado sustituye al original y
transmite dicha informacién a generaciones posteriores.

Este ciclo evolutivo se repite hasta alcanzar el nimero maximo de generaciones o evaluaciones de energia
especificadas por el usuario. Al finalizar todas las corridas independientes del algoritmo, las soluciones
obtenidas son agrupadas mediante un analisis de clustering conformacional, generalmente basado en el
RMSD, permitiendo identificar las poses mas representativas y energéticamente favorables del ligando en
el sitio de unién del receptor.

Con elfin de clarificar la diferencia entre el espacio genotipico y fenotipico, asi como elrol de la busqueda
local en el enfoque lamarckiano, la Figura 9 presenta un esquema conceptual del funcionamiento del
algoritmo.
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Figura 9 Representacion esquematica del Algoritmo Genético Lamarckiano (LGA) empleado en AutoDock®®.

Genotipos

Para poder entender la diferencia entre el espacio genotipico y fenotipico, asi como el rol de la busqueda
local en el enfoque lamarckiano, la Figura presenta un esquema conceptual del funcionamiento del
algoritmo. En la Figura, la parte superior representa el espacio fenotipico, donde se evalua la funcién
objetivo f(x), mientras que la parte inferior corresponde al espacio genotipico, en el cual se codifican los
parametros del individuo. El proceso de mapping transforma la informacion codificada en el genotipo en
una solucién explicita que puede ser evaluada en el espacio fenotipico. A partir de un individuo parental
(parent), la mutacion genera un nuevo individuo (child) en el espacio genotipico. Posteriormente, mediante
local search, esta solucién puede refinarse en el espacio fenotipico para aproximarse a un minimo local
de energia. En el enfoque lamarckiano, la mejora obtenida durante esta optimizacion local se transfiere
nuevamente al genotipo mediante un proceso de inverse mapping, de modo que el individuo optimizado
reemplaza al original y puede heredar esa mejora a generaciones posteriores.

Algoritmo Induced fit docking de Schrodinger 2025
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Este tipo de algoritmo utilizado por Schrodinger®®a una estrategia avanzada de acoplamiento molecular
que incorpora la flexibilidad tanto del ligando como del receptor, en contraste con los enfoques de docking
rigido basados en el modelo llave—cerradura, donde ambas entidades conservan su conformacion
durante el proceso de acoplamiento. En el docking inducido, el ligando no solo explora sus grados de
libertad conformacionales, sino que ademas puede inducir cambios estructurales locales en el sitio de
unién del receptor, permitiendo una adaptacion mutua que refleja de mejor manera la naturaleza
dindmica del reconocimiento molecular . Este protocolo, implementado en la suite Maestro de
Schrddinger, integra los algoritmos Glide y Prime y se estructura en un flujo de trabajo secuencial que
consta de cuatro etapas principales. En primer lugar, se realiza un muestreo inicial del ligando, donde se
reducen los radios de Van der Waals de los atomos del ligando y del receptor, y se sustituyen
temporalmente residuos cercanos al sitio activo por alaninas, con el objetivo de evitar bloqueos estéricos
y generar un conjunto amplio y diverso de poses iniciales mediante acoplamiento con gradiente. En una
segunda etapa, se lleva a cabo el muestreo de la proteina utilizando el algoritmo Prime, que permite la
optimizacion conformacional de las cadenas laterales del receptor en presencia del ligando, seguido de
un calculo de la energia de solvatacion del complejo mediante un modelo de solvente implicito basado en
el método de Born generalizado. Posteriormente, las estructuras que presentan una energia favorable son
sometidas a una tercera etapa de remuestreo del ligando, donde se realiza un nuevo docking empleando
Glide en modos de mayor precision, tales como SP (Standard Precision) o XP (Extra Precision), con el fin
derefinarlas posesy eliminar falsos positivos. Finalmente, la evaluacion energética del complejo ligando-
receptor se efectlia mediante una funcién de puntuacion combinada, donde el puntaje final corresponde
a la suma ponderada del GlideScore y el PrimeScore, asignando un mayor peso al primero para reducir la
influencia del ruido estérico asociado al refinamiento proteico. Este enfoque permite obtener poses de
unién mas realistas y energéticamente consistentes, siendo especialmente adecuado para sistemas en
los que el sitio activo no es completamente rigido o presenta una elevada plasticidad conformacional,
como se ilustra en el esquema general del algoritmo de docking inducido (Figura 10).
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Figura 10 Diagrama de flujo del algoritmo de docking inducido®®.

2.4.2.2Virtual Screening

Esta técnica computacional se basa en el docking molecular, en el cual se realizan multiples
acoplamientos moleculares variando unicamente el ligando, mientras que el receptor se mantiene
constante. Los ligandos evaluados pueden corresponder tanto a moléculas conocidas y previamente
reportadas en la literatura como a moléculas disenadas in silico. En este enfoque, el receptor
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generalmente se considera rigido, mientras que el ligando permanece flexible, principalmente debido a
las limitaciones y requerimientos computacionales asociados al calculo.

El virtual screening permite evaluar de manera exhaustiva un conjunto amplio de ligandos, facilitando la
seleccidon de un subconjunto de moléculas con potencial afinidad hacia un determinado target bioldgico.
Ejemplos representativos de compuestos identificados mediante esta estrategia incluyen Aggrastat®
(antagonista del receptor GP llb/llla), PRX-00023 (agonista del receptor 5-HT,A), DMP450 (inhibidor de la
proteasa del VIH-1) y Cevoglitazar (agonista dual de PPAR-a/y)®.

Base de datos de ligandos

Para llevar a cabo un proceso de virtual screening, es fundamental disponer de bases de datos en linea
que contengan estructuras moleculares confiables y bien curadas. Existen diversas plataformas que
proporcionan este tipo de informacion, entre las cuales destacan ZINC y PubChem.

La base de datos ZINC permite descargar bibliotecas de compuestos listas para docking, filtradas segun
propiedades fisicoguimicas relevantes, como lipofilicidad y peso molecular. Por su parte, PubChem
ofrece opciones de filtrado mas amplias, incluyendo parametros como masa molecular, numero de
donadores y aceptores de enlaces de hidrégeno, entre otros. No obstante, una limitacién practica de
PubChem es que las descargas masivas estan restringidas a paquetes de hasta 500 000 moléculas por
archivo. Estos conjuntos pueden obtenerse en formato SDF, el cual conserva la informacion estructural
tridimensional necesaria para estudios de modelamiento molecular.

Convertidor SDF a PDBQT

Para convertir archivos en formato SDF a PDBQT es necesario emplear herramientas de conversiéon que
preserven la informacion estructural tridimensional de las moléculas. Una de las herramientas mas
utilizadas es Open Babel®, un software de cddigo abierto ampliamente empleado en quimica
computacional para la interconversion de formatos quimicos y el procesamiento de estructuras
moleculares.

Adicionalmente, existen scripts y utilidades desarrolladas por la comunidad cientifica y disponibles en
plataformas de intercambio de cédigo, como GitHub, que permiten automatizar y optimizar este proceso
para el manejo de grandes volumenes de datos. Entre estas herramientas se encuentran convertidores
disefiados para facilitar el procesamiento masivo de moléculas, manteniendo la integridad estructural
necesaria para estudios de docking molecular®?.

Autogrid4

AutoGrid4 es el programa encargado de generar las grillas de energia utilizadas durante el docking
molecular, que viene en conjunto con autodock4. Este proceso calcula mapas tridimensionales que
describen las posibles interacciones entre el receptor y diferentes tipos de atomos del ligando,
permitiendo evaluar de manera eficiente la energia de unién durante el acoplamiento.

La generacion de estas grillas es necesaria tanto en estudios de docking molecular convencionales como
en protocolos de virtual screening. Sin embargo, cuando se trabaja con grandes bibliotecas de
compuestos, es fundamental definir adecuadamente los parametros del grid box para cubrir
exhaustivamente el sitio activo y asegurar una evaluacion consistente para todos los ligandos. Ademas,
AutoGrid4 calcula mapas energéticos especificos para cada tipo atdmico presente, lo que permite una
estimacion precisa de las interacciones ligando-receptor.

AutoGrid4 forma parte del ecosistema de AutoDock y se encuentra integrado en implementaciones
aceleradas como AutoDock4GPU, facilitando la generacion de mapas energéticos compatibles con
ejecuciones de alto rendimiento.
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Autodock4 GPU

Para la ejecucidon de un gran numero de dockings moleculares es indispensable contar con un software lo
suficientemente potente que permita realizar estos calculos en una escala de tiempo razonable. En este
contexto, AutoDock4 GPU® incorpora el uso de unidades de procesamiento grafico (GPU) al calculo del
docking molecular, lo que permite acelerar significativamente los tiempos de simulacion en comparacién
con implementaciones basadas exclusivamente en CPU.

Eluso de AutoDock4 GPU se inicia a partir de la generaciéon de una grilla proteina-ligando, la cual contiene
lainformacidén energética asociada a la interaccidn del receptor con cada tipo de atomo del ligando. Esta
etapa es realizada mediante el programa AutoGrid4, encargado de calcular y almacenar los mapas de
energia potencial necesarios para el proceso de docking.

AutoDock4 GPU permite realizar tanto dockings con receptor rigido como dockings con receptor flexible,
siendo este ultimo computacionalmente mas demandante debido al aumento en los grados de libertad
del sistemayy, por consiguiente, al mayor costo computacional asociado.

2.4.2.3Dinamica molecular

La dinamica molecular es una técnica de simulacidn computacional que permite describir la evolucion
temporal de un sistema molecular mediante el modelamiento explicito de las interacciones covalentes y
no covalentes entre sus atomos. Esta metodologia se fundamenta en la mecanica clasica, donde el
movimiento de cada particula se calcula a partir de las fuerzas derivadas de un campo de fuerza
previamente parametrizado. De este modo, esta técnica posibilita el andlisis detallado del
comportamiento atdmico y conformacional de las moléculas a lo largo del tiempo, asi como la evaluacion
de su estabilidad estructural y de sus interacciones bajo distintas condiciones termodindamicas.

En la practica, una simulacién de dindmica molecular no comienza directamente con la propagacién de
las ecuaciones de movimiento. Previamente, el sistema debe ser llevado a un estado fisicamente
consistente y numéricamente estable mediante una serie de etapas preparatorias, cuyo objetivo es
garantizar que las trayectorias generadas sean representativas del comportamiento real del sistemay no
estén dominadas por artefactos iniciales.

Estas etapas incluyen, en primer lugar, la minimizacidon de energia, orientada a eliminar contactos
estéricos desfavorables y tensiones geomeétricas excesivas introducidas durante la construccién inicial
del modelo. Posteriormente, se asignan velocidades iniciales a las particulas, generalmente de acuerdo
con una distribuciéon de Maxwell-Boltzmann asociada a una temperatura inicial controlada. A
continuacion, el sistema es sometido a un proceso de calentamiento gradual, en el cual la temperatura
se incrementa progresivamente hasta alcanzar el valor objetivo, evitando asi inestabilidades numéricas
asociadas a aumentos abruptos de energia cinética.

Una vez alcanzadas condiciones cercanas al equilibrio, se lleva a cabo una fase de equilibracién
termodinamica, durante la cual se aplican mecanismos de control de temperaturay presién que permiten
estabilizar las variables macroscopicas del sistema. Solo después de completar estas etapas el sistema
se considera adecuadamente preparado para la simulacion de produccioén, en la cual se generan las
trayectorias utilizadas para el analisis posterior(Figura 11).

Este marco general proporciona el contexto necesario para comprender los fundamentos fisicos de la
dinamica molecular, los modelos de interaccién utilizados para describir las fuerzas interatémicas y los
meétodos numéricos empleados para la integracién de las ecuaciones de movimiento, los cuales se
describen en los apartados siguientes®*,
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energia potencial Maxwell-Boltzmann de Temperatura Temperatura y Presion Trayectorias

Figura 11 Etapas preparatorias y de produccién en una simulacion de dinamica molecular biomolecular.(Imagen generada con inteligencia
artificial).

2.4.2.3.1 Tiempos de simulacion

La dinamica molecular permite describir el comportamiento de sistemas biomoleculares a lo largo del
tiempo, abarcando distintos niveles de movimiento segln la escala temporal considerada®(Figura 12). En
la escala de femtosegundos (107"° s) se observan vibraciones de enlaces y movimientos atémicos rapidos.
En el rango de picosegundos a nanosegundos (107'°~10~° s) predominan rotaciones de enlaces,
fluctuaciones locales de cadenas laterales y ajustes iniciales del ligando dentro del sitio de unién. A
escalas de nanosegundos a microsegundos (107°-107% s) se evidencian cambios conformacionales més
relevantes, como lareorganizacion de loopsy la estabilizacion del complejo proteina-ligando. Finalmente,
en el rango de microsegundos a milisegundos o incluso segundos, pueden ocurrir procesos de mayor
magnitud, como transiciones conformacionales globales, eventos de unién/desunién o cambios
alostéricos.
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Figura 12 Escala de fenémenos moleculares y tiempo en que pueden observarse .
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2.4.2.3.2 Mecanica clasica

La dinamica molecular describe el comportamiento de los sistemas moleculares mediante la aplicacién
de los principios de la mecanica clasica, en particular a través de las leyes de Newton que gobiernan el
movimiento de las particulas. En este enfoque, la evolucién temporal de cada atomo se determina a partir
de las fuerzas que actuan sobre él, las cuales dependen de la configuracion geométrica instantanea del
sistema.

A partir de estas leyes, se define una funcidn de energia potencial que depende de las posiciones de los
nucleos, dando origen a la denominada superficie de energia potencial. Dicha superficie puede
conceptualizarse como un espacio multidimensional generado punto a punto, donde cada punto
representa una disposicion especifica del sistema molecular y posee asociada una energia potencial
determinada.

La superficie de energia potencial constituye el elemento central de la dinamica molecular, ya que a partir
de su gradiente se obtienen las fuerzas que gobiernan el movimiento de los &tomos. En consecuencia, la
forma de esta superficie determina las trayectorias atdmicas y la evolucidn global de la simulacion a lo
largo del tiempo.

2.4.2.3.3 Leyesde Newton

Un aspecto fundamental a considerar es que la dindmica molecular se basa en una descripcidn clasica
del movimiento de los sistemas moleculares, por lo que su formulacién se sustenta en las leyes de
Newton. En particular, la segunda ley de Newton es la mas relevante para la comprension de esta técnica,
ya que establece la relacion entre la fuerza que actua sobre una particula, su masa y la aceleracion
resultante:

F =ma

Donde F=Fuerza representa la fuerza aplicada, m la masa de la particulay a su aceleracion.

En dindmica molecular, las fuerzas que actuan sobre los atomos no se introducen de forma directa, sino
que se obtienen a partir de una funcién de energia potencial que depende de la posicion de las particulas.
Esta relacion se expresa mediante la derivada de la energia potencial con respecto a la posicion:

dUu
F(X) = —a

Donde U corresponde a la energia potencial del sistemay x a la posicion de la particula.

Considerando que la aceleracion es la derivada temporal de la velocidad y que la velocidad corresponde
a la derivada temporal de la posicion, la segunda ley de Newton puede expresarse como un conjunto de
ecuaciones diferenciales:

dx_

ac Y
dv_F(x)
dt m

Estas ecuaciones son equivalentes a la forma de segundo orden:

d*x dU
-mM— = —
dt> dx
En las expresiones anteriores, x representa la posicién, v la velocidad, t el tiempo y m la masa de la

particula.

Estas ecuaciones diferenciales describen la evolucion temporal del sistema molecular y constituyen la
base tedrica de la dindmica molecular. En la practica, su resolucién se realiza mediante métodos de
integracion numeérica, los cuales permiten obtener las trayectorias de posicién y velocidad de las
particulas a lo largo del tiempo545,

2.4.2.3.4 Series de Taylor

En matematicas, una serie de Taylor corresponde a una expansion que permite aproximar una funcién
diferenciable en torno a un punto mediante una suma de potencias enteras. Esta expansién se construye
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a partir de las derivadas de la funcidn evaluadas en un punto de referencia a, y puede expresarse de forma
general como:

= £
fa =Y L@ oy
n=0

Donde f™(a) representa la derivada de orden n de la funcién evaluada en el punto a, y (x — a)™
corresponde al término de orden n de la expansiéon. En aplicaciones practicas, la serie se trunca a un
numero finito de términos, obteniendo asi una aproximacién de la funcién cuya precisién depende del
orden de truncamiento.

Como ejemplo ilustrativo, consideremos la funcién f(x)=e*, cuya serie de Taylor alrededor del punto a=0
se expresa como:

x? x3

X — R J— ces
e¥=T1+x+—r+or+

Si la serie se trunca al segundo orden, se obtiene la aproximacion:

2

ex=1+x+x—
2!

Esta expresion permite estimar el valor de e* para valores pequefios de x con una precisidén razonable,
ilustrando cémo la serie de Taylor aproxima una funcidn mediante un numero finito de términos.

2.4.2.3.5 Camposde fuerza

Para integrar las ecuaciones de movimiento en una simulacién de dinamica molecular es necesario
conocer las fuerzas que actuan sobre cada atomo del sistema. Dado que dichas fuerzas se obtienen como
el gradiente de la energia potencial, resulta imprescindible disponer de una expresidon funcional que
permita evaluar la energia del sistema en funcién de las posiciones atdmicas en cada paso de la
simulacidn. Para este propdsito se emplean los campos de fuerza.
Un campo de fuerza corresponde a un conjunto de funciones matematicas y parametros empiricos que
permiten aproximar la energia potencial total de un sistema molecular. Este enfoque proporciona una
descripcion eficiente de las interacciones atdmicas, permitiendo el calculo rapido de fuerzas y haciendo
viable la simulacién de sistemas de gran tamafio durante escalas de tiempo relevantes.
En el marco de los campos de fuerza clasicos, la energia potencial del sistema se descompone en
contribuciones que representan distintos tipos de interacciones. De manera general, la energia potencial
total puede expresarse como la suma de términos enlazantes y no enlazantes:
USistema = Ueniazante t Uno enlazante
Los términos enlazantes describen las interacciones asociadas a enlaces quimicos y a la geometria local
de la molécula, y pueden expresarse como:
Uenlazante = Uenlace + Uéngulos + UTorsiones
Por otra parte, los términos no enlazantes representan las interacciones de largo alcance entre atomos no
conectados directamente, y se expresan como:
Uno enlazantes — UElectrostanica + UVan Der Waals
Esta descomposicion no pretende describir de manera exacta la naturaleza cuantica de las interacciones
moleculares, sino proporcionar una aproximacion funcional que permita evaluar la energia potencialy las
fuerzas de manera eficiente durante la simulaciéon®.
En aplicaciones biomoleculares, la forma funcional general del campo de fuerza se mantiene constante,
mientras que los parametros especificos varian segun el conjunto desarrollado. Entre los campos de
fuerza mas utilizados se encuentran AMBER, CHARMM, GROMOS y OPLS, los cuales han sido
parametrizados para reproducir propiedades estructurales, energéticas y termodinamicas de sistemas
bioldgicos.
Elcampo de fuerza OPLS (Optimized Potentials for Liquid Simulations) ha sido ampliamente empleado en
estudios de interaccion proteina-ligando debido a su cuidadosa parametrizacién basada en propiedades
termodinamicas de fases liquidas y en calculos cuanticos de alta precision®’. Las versiones mas recientes,
como OPLS3 y OPLS4, incorporan mejoras en la descripcidn de interacciones no enlazantes, torsiones y
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cargas parciales, lo que permite reproducir con mayor exactitud energias de interaccién, geometrias
conformacionales y afinidades de unién en sistemas biomoleculares complejos.

Debido a estas caracteristicas, OPLS se ha consolidado como una opcidén robusta para estudios de
dindmica molecular orientados al diseno racional de farmacos, ya que ofrece un equilibrio adecuado entre
precision fisicoquimica y eficiencia computacional.

Términos enlazantes

Estiramiento de enlaces

En los campos de fuerza clasicos, el estiramiento de enlaces covalentes se describe habitualmente
mediante una aproximacion armonica, la cual puede interpretarse como el truncamiento de la serie de
Taylor de la energia potencial alrededor de la distancia de equilibrio del enlace. Bajo esta aproximacion, la
energia asociada al estiramiento de un enlace A-B se expresa como:

1
U (1ap) = 2 kag(Tap — rAB,eq)z

donde 145 corresponde a la distancia interatémica, 1 ¢4 €s la distancia de equilibrioy k,p es la constante
de fuerza del enlace.

Esta forma funcional constituye una aproximacién valida para pequefas desviaciones respecto a la
geometria de equilibrio, que es el régimen de interés en la mayoria de las simulaciones de dinamica
molecular clasica de sistemas biomoleculares. Aunque para grandes elongaciones del enlace esta
aproximacion pierde validez, su simplicidad y eficiencia computacional justifican su uso generalizado en
campos de fuerza disefados para describir estructuras estables sin ruptura de enlaces, como se discute
en la literatura especializada®.

Doblamientos de angulos de enlace

En los campos de fuerza clasicos, las deformaciones angulares asociadas al doblamiento de dngulos de
valencia se describen mediante una aproximacion arménica, analoga a la empleada para el estiramiento
de enlaces. Esta aproximacion puede interpretarse como el truncamiento de una expansioén de Taylor de
la energia potencial alrededor del angulo de equilibrio.

La energia asociada a la deformacién de un angulo A-B-C se expresa como:

1
U (HABC) = EkABC (HABC - BABC,eq)Z

Donde 6,5 corresponde al angulo formado por los enlaces AB y BC, 0,5 ¢q€s el valor de equilibrio del
anguloy kyg. la constante de fuerza asociada al angulo.

De esta forma funcional proporciona una descripcion adecuada de las variaciones energéticas asociadas
a pequefas deformaciones angulares alrededor del equilibrio, que constituyen el régimen de interés en la
mayoria de las simulaciones de dinamica molecular clasica de sistemas biomoleculares. Aunque
modelos mas complejos pueden incorporar términos anharmoénicos o multiples minimos, la
aproximacién armodnica ofrece un compromiso adecuado entre realismo fisico y eficiencia
computacional, razén por la cual es ampliamente utilizada en campos de fuerza biomoleculares®.

Diedros o torsiones

En los campos de fuerza clasicos, las interacciones torsionales describen la rotacion alrededor de un
enlace quimico, la cual se define a partir de cuatro atomos consecutivos A-B-C-D. El angulo torsional, o
angulo diedro, corresponde al angulo formado entre los planos definidos por los atomos A-B-Cy B-C-D.
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Dado que larotacién alrededor de un enlace presenta una naturaleza periddica, la energia asociada a este
movimiento se modela mediante funciones periédicas, usualmente expresadas como una serie de
términos cosenoidales. De manera general, la energia torsional puede escribirse como:

U(wapcp) = z V]’AZBCD [1+ cosjwapcp — 6]
J

Donde wypcpes el angulo torsional, V;corresponde a la amplitud del término torsional asociado a la
periodicidad j y §; es el desfase de fase. La inclusion de multiples términos permite describir perfiles
energéticos complejos asociados a barreras rotacionales.

Este tratamiento resulta fundamental para reproducir correctamente la conformacién molecular y la
flexibilidad estructural en simulaciones de dinamica molecular, especialmente en sistemas
biomoleculares donde la rotacidon alrededor de enlaces simples juega un papel clave en la estabilidad y
dindmica conformacional. Debido a su eficiencia computacional y capacidad descriptiva, este tipo de
potencial torsional es ampliamente utilizado en campos de fuerza biomoleculares clasicos®.

Términos no enlazantes

Electrostaticos

En los campos de fuerza clasicos, las interacciones electrostaticas entre atomos se describen mediante
la asignacion de cargas parciales a cada atomo del sistema. Estas cargas representan una aproximacion
del reparto electrénico promedio y permiten modelar las interacciones de largo alcance de manera
eficiente.

La energia electrostatica entre dos atomos A y Bseparados por una distancia ryzse expresa mediante la

ley de Coulomb:

_dads

4TE €4 4R

donde g4 v ggcorresponden a las cargas parciales de los atomos, ¢, es la permitividad del vacioy ¢,.es la
constante dieléctrica relativa del medio.

En la mayoria de los campos de fuerza biomoleculares clasicos, las cargas parciales se consideran
parametros fijos, independientes de la geometria instantanea del sistema. Esta aproximacién permite un
calculo eficiente de las interacciones electrostaticas y resulta adecuada para describir sistemas donde
no se consideran efectos de polarizacion electrénica explicita®.

elec _
Upp " =

Van Der Waals

Las interacciones de van der Waals describen fuerzas no enlazantes de corto alcance que actudan entre
atomos no conectados directamente. Estas interacciones resultan de la combinacion de un término
atractivo asociado a fuerzas de dispersién y un término repulsivo originado en la superposicion de
densidades electrdnicas, la cual da lugar a repulsiéon de Pauli a distancias cortas.

En los campos de fuerza clasicos, estas contribuciones se modelan habitualmente mediante el potencial
de Lennard-Jones, cuya forma funcional se expresa como:

oap\*? oap\°
UZg" (rap) = 4€ap l(_) - (_) l

TaB TaB
Donde 1,5 es la distancia entre los atomos A y B, 45 representa la profundidad del pozo de energia
potencialy g, corresponde a la distancia a la cual el potencial se anula.
El término proporcional a r~® describe la atraccién por dispersién, mientras que el término
r~12 representa de manera empirica la repulsién de corto alcance. Esta forma funcional proporciona una
descripcion eficiente y suficientemente precisa de las interacciones no enlazantes en simulaciones de
dindmica molecular clasica, siendo ampliamente utilizada en campos de fuerza biomoleculares®*.
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Integracién de ecuaciones de movimiento

Las ecuaciones de movimiento que gobiernan la dinamica molecular corresponden a un sistema de
ecuaciones diferenciales derivadas de la segunda ley de Newton que, para sistemas moleculares
complejos, no admite una solucion analitica. En consecuencia, la evolucion temporal del sistema debe
determinarse mediante métodos de integracién numérica, los cuales permiten propagar las posicionesy
velocidades de las particulas en intervalos discretos de tiempo At, generando trayectorias que describen
el comportamiento dinamico del sistema.

El objetivo fundamental de la integraciéon numeérica en dindmica molecular es estimar la posicion de las
particulas en un tiempo posterior t+At a partir de la informacion disponible en el tiempo t. Dado que el
computador solo puede operar de forma discreta, resulta necesario aproximar la solucién continua de las
ecuaciones de movimiento mediante expresiones que relacionen el estado actual del sistema con su
estado en un tiempo cercano.

Una estrategia ampliamente utilizada para este propdsito consiste en emplear expansiones en serie de
Taylor, las cuales permiten aproximar el valor de una funcién en un tiempo proximo a partir de su valor
actual y de sus derivadas temporales. En el contexto de la dinamica molecular, esta aproximacion se
aplica alas coordenadas espaciales de las particulas. Asi, la expansion de la posicion x(t) hacia un tiempo
posterior puede expresarse como:

x(t + At) = x(t) + v(t)At + %a(t)At 2 +0(4t3) +0(4t*) + - 6(4At™)

En la expresién anterior, el simbolo O(At™) corresponde a la notacién de orden, la cual se utiliza para
indicar el comportamiento de los términos de orden superior en la expansién. Estos términos representan
contribuciones cuya magnitud es proporcional a At™y que dependen de derivadas temporales de orden
mayor. A medida que el paso de integracidon At disminuye, la contribucidén de estos términos se vuelve
progresivamente menor, por lo que en la practica se truncan para obtener una aproximacion eficiente sin
introducir nueva informacion fisica

De manera andloga, la expansion de la posicién hacia un tiempo anterior se escribe como:

x(t — At) = x(t) — v(t)At + %a(t)At 2+ 0(4t3) +0(At*) + - 6(At™)

En estas expresiones, v(t) representa la velocidad y a(t) la aceleracidn de la particula en el instante t. La
aceleracion desempena un rol central en dindmica molecular, ya que se obtiene directamente a partir de
la fuerza que actua sobre la particula, la cual deriva de la energia potencial del sistema. Por esta razén,
resulta conveniente construir esquemas de integracién que dependan Unicamente de posiciones y
aceleraciones, evitando el uso de derivadas de orden superior y reduciendo la propagacion del error
numeérico.

La consideracion simultanea de las expansiones temporales hacia adelante y hacia atras permite
introducir simetria temporal en el esquema de integracién. Al sumar ambas expresiones, los términos que
dependen de la velocidad se cancelan, obteniéndose una relacién que depende exclusivamente de la
posiciéony de la aceleracion:

x(t + At) = 2x(t) — x(t — At) + a(t)At ? + 260 (At3) + 20(At*) + -+ 20(4t™)

Si bien el algoritmo de Verlet permite una integraciéon robusta de las trayectorias, la formulacion original
no proporciona de manera explicita las velocidades en el mismo instante temporal que las posiciones. Sin
embargo, las velocidades son necesarias para el calculo de propiedades dinamicas y termodinamicas,
tales como la energia cinética, la temperatura del sistema y la aplicacién de termostatos.

Por esta razén, se emplean variantes del método original, como el algoritmo de Velocity Verlet, el cual
conserva las ventajas del esquema de Verlet para la actualizacion de las posiciones y, adicionalmente,
permite una evaluacion consistente de las velocidades. En este método, las posiciones se actualizan
segun:
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x(t + At) = x(t) + v(t)At + %a(t)At 2

y las velocidades se corrigen posteriormente considerando la aceleracién en los instantes inicial y final
del paso de integracion:

v(t+ At) = v(t) + % [a(t) + a(t + At) 1At

De este modo, el método de Velocity Verlet combina una integracidn estable de las posiciones con una
actualizacién coherente de las velocidades, manteniendo las propiedades numéricas deseables del
algoritmo original y permitiendo el calculo eficiente de observables dindmicos y termodinamicos®®.

Ensambles termodinamicos

En dindmica molecular, la evolucién temporal del sistema puede interpretarse en el marco de la mecanica
estadistica mediante el concepto de ensamble termodinamico, el cual define el conjunto de condiciones
macroscopicas bajo las cuales se describe un sistema. Un ensamble especifica qué variables
termodinamicas se mantienen constantes durante la simulacién y permite relacionar las trayectorias
microscopicas con propiedades observables a nivel macroscoépico.

El ensamble mas fundamental en dinamica molecular clasica es el microcanénico (NVE), en el cual el
numero de particulas N, elvolumen V' y la energia total E permanecen constantes. En este caso, el sistema
evoluciona de acuerdo con las ecuaciones de movimiento de Newton sin intercambio de energia con el
entorno, representando un sistema aislado.

Con el fin de simular condiciones mas cercanas a las experimentales, es habitual emplear el ensamble
canonico (NVT), donde el numero de particulas y el volumen se mantienen constantes, mientras que la
temperatura T se controla mediante el acoplamiento del sistema a un bafo térmico. Este enfoque permite
regular la energia cinética promedio del sistema y mantener una temperatura definida durante la
simulacion.

De manera analoga, el ensamble isobarico—isotérmico (NPT) mantiene constantes el ndmero de
particulas, la presién P y la temperatura, permitiendo que el volumen del sistema fluctue. Esto resulta
especialmente relevante en simulaciones de sistemas biomoleculares en solucién, donde se busca
reproducir condiciones fisicas cercanas a las bioldgicas reales.

En simulaciones de complejos ligando-receptor, el uso del ensamble NPT permite ajustar
adecuadamente la densidad del solvente y aliviar tensiones internas del sistema, asegurando una
distribucion realista del agua y de los iones alrededor del complejo. Estas caracteristicas son
fundamentales para describir correctamente la estabilidad estructural y las interacciones no covalentes
gue gobiernan el reconocimiento molecular.

Por esta razdn, el ensamble NPT se emplea habitualmente durante las etapas de equilibracion de
simulaciones de dinamica molecular biomolecular, previo al analisis detallado de la dinamica y
estabilidad del complejo®°.

Control de temperaturay presion

En el ensamble isobarico-isotérmico (NPT), la dindamica molecular se lleva a cabo manteniendo
constantes el numero de particulas, la temperaturay la presion del sistema, permitiendo que el volumen
fluctie de manera controlada. Para lograr estas condiciones, es necesario incorporar mecanismos
adicionales a la integracién directa de las ecuaciones de movimiento de Newton, los cuales regulan la
temperaturay la presidon durante la simulacién.
El control de la temperatura en simulaciones NPT se fundamenta en su relacién con la energia cinética
promedio del sistema. En la practica, este control se implementa mediante termostatos que simulan el
acoplamiento del sistema a un bano térmico externo. Durante las etapas de equilibracién, es comun
emplear esquemas de acoplamiento suave, como el termostato de Berendsen, el cual permite ajustar
progresivamente la temperatura hacia un valor objetivo y disipar energias excesivas asociadas a
configuraciones iniciales poco realistas. No obstante, este método no reproduce rigurosamente el
ensamble canoénico, por lo que en la fase de produccién se prefieren termostatos mas formales, como el
meétodo de Nosé-Hoover, que generan distribuciones estadisticas apropiadas.
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De manera complementaria, el control de la presiéon en el ensamble NPT se realiza mediante barostatos
que ajustan el volumen del sistema, generalmente a través del escalamiento de las dimensiones de la
celda de simulacién bajo condiciones periddicas de contorno. Este procedimiento permite mantener una
presidon promedio constante y asegurar una densidad adecuada del solvente. De forma anéloga al control
térmico, durante la equilibraciéon se emplean barostatos de relajacion rapida, mientras que en etapas
posteriores se utilizan métodos mas precisos que garantizan una correcta descripciéon estadistica del
ensamble.

En simulaciones de sistemas biomoleculares en solucién, el uso del ensamble NPT resulta fundamental
durante la etapa de equilibracién, ya que permite obtener una distribucién realista del solvente y de los
iones alrededor del complejo ligando-receptor, asi como aliviar tensiones internas del sistema y
estabilizar su estructura global. Una vez alcanzadas condiciones termodinamicas adecuadas, es habitual
continuar la simulacién en un ensamble de volumen constante para el analisis detallado de la dindamica
molecular.

Por estas razones, el ensamble NPT, junto con un control adecuado de temperatura y presion, constituye
un marco esencial para la preparacion y equilibracidon de sistemas biomoleculares en simulaciones de
dinamica molecular, asegurando que las trayectorias analizadas sean representativas de condiciones
fisicas y fisiolégicas reales®.

Dinamica molecular en sistemas biomoleculares

Ladinamica molecular aplicada a sistemas biomoleculares constituye una herramienta fundamental para
el estudio detallado de las interacciones proteina-ligando a nivel atémico. A diferencia del docking
molecular, gue proporciona una representacion estatica del complejo, la dindmica molecular permite
describir la evolucidon temporal del sistema bajo condiciones termodinamicas controladas, incorporando
explicitamente el efecto del solvente, la flexibilidad conformacional de la proteina y los movimientos
internos del ligando.

En el contexto del disefio racional de farmacos, la dindamica molecular se utiliza para evaluar la estabilidad
estructural del complejo proteina-ligando, analizar la persistencia de interacciones no covalentes
(puentes de hidrégeno, interacciones hidrofébicas, apilamientos -, interacciones idnicas), y explorar
posibles reacomodos conformacionales inducidos por la union del ligando. Este enfoque permite refinar
hipotesis estructurales obtenidas mediante docking y detectar interacciones transitorias que no pueden
ser capturadas en modelos estaticos.

Un sistema biomolecular tipico en solucidén incluye: (i) la macromolécula (proteina), (ii) el ligando, (iii)
moléculas de solvente explicitas —usualmente agua modelada mediante potenciales clasicos— vy (iv)
iones para neutralizar la carga total del sistema y reproducir condiciones fisioldgicas. El uso de
condiciones periédicas de contorno evita efectos de borde y simula un entorno continuo, mientras que el
empleo de ensambles termodinamicos apropiados (frecuentemente NPT en estudios biomoleculares)
garantiza una densidad y presion realistas del solvente®®.

Analisis de trayectorias

El andlisis de trayectorias constituye una etapa fundamental en los estudios de dinamica molecular, ya
que permite interpretar la evolucidon temporal del sistema simulado. Una simulacion de dinamica
molecular genera un conjunto de trayectorias que describen las posiciones y movimientos de todos los
atomos a lo largo del tiempo, proporcionando informacion detallada sobre la estabilidad estructural y el
comportamiento conformacional del sistema.

El examen de estas trayectorias permite evaluar cémo se comporta el sistema completo o regiones
especificas bajo determinadas condiciones termodinamicas. Para ello, se emplean diversas herramientas
de andlisis que permiten generar representaciones graficas y métricas cuantitativas, facilitando la
interpretacion de fendmenos como estabilidad estructural, flexibilidad, interacciones intermoleculares 'y
cambios conformacionales.
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Desviacion cuadratica media (RMSD)

La desviacion cuadratica media (Root Mean Square Deviation, RMSD) es uno de los parametros mas
utilizados en el analisis de trayectorias de dindmica molecular. Este indicador cuantifica la desviacion
promedio de las posiciones atdmicas de una estructura a lo largo del tiempo respecto a una configuracion
de referencia, permitiendo evaluar la estabilidad estructural y los cambios conformacionales del sistema
durante la simulacion®.

Habitualmente, el RMSD se calcula tomando como referencia la estructura inicial de la simulacion (t = 0),
lo que permite determinar el grado de desviacion del sistema a lo largo del tiempo. En sistemas proteina—
ligando, también es comun calcular el RMSD del ligando tras alinear previamente la proteina, con el fin de
evaluar la estabilidad del ligando dentro del sitio activo. Asimismo, puede analizarse el RMSD del
esqueleto proteico o de residuos especificos del sitio de unidn para estudiar cambios estructurales
locales relevantes.

ELRMSD se determina mediante la siguiente expresion:

N
1 2
RMSD(t) = N2|ri(t) i
i=1

donde N corresponde al niumero de atomos considerados, 7;(t) representa la posicion del atomoii en el

f

tiempo t, yrire corresponde a la posicion del a&tomo en la estructura de referencia.

Fluctuacidon cuadratica media (RMSF)

La fluctuacidn cuadratica media (Root Mean Square Fluctuation, RMSF) es un parametro ampliamente
utilizado en el analisis de trayectorias de dinamica molecular para caracterizar la flexibilidad local de una
estructura®. Este indicador describe el grado de fluctuacidon de las posiciones atdmicas a lo largo del
tiempo respecto a su posicion promedio temporal, permitiendo identificar regiones con mayor movilidad
estructural.

El RMSF se calcula para cada atomo o residuo mediante la siguiente expresion:

RMSF = \J{(r;(t) — (r;))?)

Donde r;(t) presenta el vector posicion del &tomo i en el tiempo t, (r;) corresponde a la posicién promedio
temporal de dicho atomo durante la simulacidn, y los corchetes angulares indican el promedio temporal
sobre todas las configuraciones analizadas.

Este analisis permite identificar regiones estructurales con mayor flexibilidad, tales como bucles,
extremos terminales o residuos involucrados en el reconocimiento molecular. En sistemas proteina-
ligando, el RMSF resulta especialmente Util para evaluar cdmo la unién del ligando modula la dindamica de
la proteina, pudiendo rigidizar regiones estructurales clave o, en algunos casos, aumentar su flexibilidad.
Estos cambios en la movilidad local proporcionan informacidon relevante sobre los efectos
conformacionales inducidos por el ligando y su posible impacto en la estabilidad y funcionalidad del sitio
activo.

Analisis de distancias

El analisis de distancias intermoleculares constituye una herramienta fundamental para evaluar
interacciones estructurales y funcionales durante simulaciones de dindmica molecular. Este andlisis
permite monitorear la variacidon temporal de la distancia entre pares especificos de atomos o residuos,
proporcionando informacién sobre la estabilidad estructural, la formacién de interacciones no covalentes
y los cambios conformacionales del sistema.

En sistemas proteina-ligando, el seguimiento de distancias entre el ligando y residuos clave del sitio activo
permite evaluar la estabilidad del complejo y la persistencia de interacciones relevantes, tales como
enlaces de hidrégeno, interacciones electrostaticas y contactos hidrofébicos. La conservacion de
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distancias estables a lo largo de la simulacién suele indicar una interaccion favorable y una adecuada
acomodacién del ligando dentro del bolsillo de unién.

Asimismo, el analisis de distancias entre residuos cataliticos o estructurales permite identificar
reorganizaciones conformacionales que podrian influir en la actividad biolégica. Variaciones significativas
en estas distancias pueden reflejar procesos de apertura o cierre del sitio activo, adaptacion estructural
inducida por ligandos o cambios dinamicos asociados a la funcidén enzimatica.

En la proteasa PLpro de SARS-CoV-2, este anélisis adquiere especial relevancia debido al papel regulador
del loop BL2, una region flexible situada proxima al sitio activo que modula el acceso de sustratos e
inhibidores. ELmonitoreo de distancias entre residuos del loop BL2 ,entre los que destacan Tyr268, Gln269
y Tyr264, y el ligando o residuos del sitio activo permite evaluar su grado de apertura o cierre y, por tanto,
su influencia directa sobre la actividad enzimatica. La estabilizacién de conformaciones cerradas del loop
BL27° suele asociarse con la inhibicién efectiva de la enzima, mientras que configuraciones mas abiertas
pueden facilitar el acceso del sustrato y favorecer la actividad catalitica.

De este modo, el analisis temporal de estas distancias proporciona informacion directa sobre los
mecanismos de modulacion estructural inducidos por ligandos y su posible impacto en la funcion
biolégica de PLpro.

Analisis angulos diedros

El analisis de angulos diedros constituye una herramienta fundamental para evaluar cambios
conformacionales locales en proteinas durante simulaciones de dinamica molecular. Estos angulos
describen la orientacion relativa entre planos formados por cuatro atomos consecutivos y permiten
caracterizar la conformacién tridimensional tanto del esqueleto peptidico como de las cadenas laterales.
En proteinas, los angulos diedros del esqueleto principal, ¢ (phi) y Y (psi), determinan la estructura
secundaria y su estabilidad a lo largo del tiempo. El monitoreo de estas variables permite detectar
desviaciones conformacionales, transiciones estructurales y regiones con elevada flexibilidad.

Por otra parte, los dangulos diedros de las cadenas laterales (x) proporcionan informacién sobre la
orientacion espacial de residuos funcionalesy su participacién eninteracciones moleculares. Variaciones
en estos angulos pueden reflejar reorganizaciones del sitio activo, adaptaciones estructurales inducidas
por la unién del ligando o movimientos dindmicos asociados a la funcidn bioldgica.

En conjunto, el analisis de los angulos diedros permite identificar cambios conformacionales sutiles que
no siempre son evidentes mediante parametros estructurales globales, contribuyendo a una comprension
mas profunda de la dinamica funcional del sistema biomolecular.

Alcancesy limitaciones

La dinamica molecular se ha consolidado como una herramienta computacional robusta para el estudio
de interacciones ligando-receptor, ya que permite describir, con resolucidon atdmica y temporal, los
fendmenos fisicos que gobiernan la estabilidad y el reconocimiento molecular. A través de la simulacion
explicita de las fuerzas interatomicas, esta metodologia permite analizar no solo las interacciones
directas entre el ligando y el sitio activo, sino también los efectos estructurales inducidos en la proteina,
incluyendo cambios conformacionales, movimientos de loops y reorganizaciones dinamicas que pueden
influir en la actividad biolégica.

Este enfoque posibilita laidentificacion de interacciones clave, como enlaces de hidrégeno, interacciones
hidrofdbicasy contactos electrostaticos, asi como la evaluacion de la estabilidad estructural del complejo
a lo largo del tiempo. Asimismo, la dinamica molecular permite inferir mecanismos estructurales
asociados a procesos de activacion o inhibicion, aportando informacién relevante para comprender el
modo de accién de agonistas, antagonistas o inhibidores.

Ademas, el analisis de trayectorias permite calcular contribuciones energéticasy estimaciones de energia
libre de unién, proporcionando un marco cuantitativo para evaluar afinidad molecular. Estas capacidades
convierten a la dinamica molecular en una herramienta valiosa dentro del disefio racional de farmacos,
permitiendo optimizar estructuras quimicas y predecir el efecto de modificaciones estructurales sobre la
estabilidad y las interacciones del complejo.
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No obstante, la dindmica molecular presenta limitaciones inherentes. Una de las principales es su alto
costo computacional, especialmente cuando se requieren simulaciones prolongadas para explorar
escalas temporales mas amplias o eventos conformacionales raros. Si bien los recursos computacionales
actuales permiten realizar simulaciones de decenas a cientos de nanosegundos en equipos
convencionales, el acceso a escalas de microsegundos puede requerir infraestructura de alto
rendimiento.

Adicionalmente, la dinamica molecular clasica se basa en aproximaciones que no describen la formacién
o ruptura de enlaces quimicos, lo que limita su aplicabilidad en procesos reactivos. Los resultados
dependen también de la calidad del campo de fuerza utilizado y de la correcta parametrizacién del
sistema. Asimismo, el muestreo conformacional puede ser incompleto para procesos lentos, y las
condiciones simuladas representan aproximaciones simplificadas del entorno biolégico real.

2.5 Administracion, distribucion, metabolismo, excrecion y toxicidad (ADME/Tox)

2.5.1 Farmacocinética y la importancia de incluirla en estrategia de desarrollo in
silico.
En el descubrimiento de farmacos, la afinidad frente a una diana bioldgica constituye solo una parte del
problema. Para que una molécula pueda avanzar como candidato terapéutico, no basta con que sea
activa: también debe presentar propiedades adecuadas de absorcidn, distribucién, metabolismo vy
excrecioén, junto con un perfil toxicolégico aceptable. Por esta razén, la evaluacion ADME/Tox se ha
incorporado tempranamente al disefio racional de farmacos como una herramienta de priorizacién, ya
que permite identificar de manera anticipada compuestos con mayor probabilidad de fracaso en etapas
posteriores del desarrollo”".
Como primera aproximacion a la seleccion de compuestos con potencial farmacoldgico, resulta util
considerar criterios clasicos de drogabilidad, entre los que destacan la regla de Lipinski y el criterio de
Veber. La regla de Lipinski, también conocida como “regla de cinco”¥, establece que los problemas de
absorcion o permeacion oral son mas probables cuando una molécula presenta mas de 5 donadores de
puente de hidrégeno, mas de 10 aceptores de puente de hidrégeno, un peso molecular superior a 500 Da
yunvalorde logP superiora 5. Aunque estas reglas no constituyen criterios absolutos de exclusién, siguen
siendo ampliamente utilizadas como filtros tempranos para evaluar la compatibilidad de una estructura
con administracién oral. Posteriormente, Vebery colaboradores demostraron que la biodisponibilidad oral
no depende uUnicamente de la masa molecular o de la lipofilicidad, sino también de la flexibilidad
conformacional y de la polaridad global de la molécula’?, proponiendo como pardmetros orientativos un
maximo de 10 enlaces rotables y una superficie polar topolégica no mayor de 140 A% En conjunto, ambos
enfoques proporcionan una base sencilla pero util para estimar el caracter drug-like de una molécula y
para priorizar compuestos antes de analisis ADME/Tox mas especificos.

2.5.2 Parametros para evaluar absorcion

La absorcion describe el paso del compuesto desde el sitio de administracién hacia la circulacién
sistémica. En estudios in silico tempranos suele aproximarse mediante parametros como la absorcidon
intestinal humana (HIA), la permeabilidad en monocapas de células Caco-2 y la interaccién con
transportadores de eflujo como la glicoproteina-P (P-gp)’®74. La HIA ofrece una estimacién global de la
capacidad de absorcion intestinal; la permeabilidad Caco-2 se utiliza de manera extensa como
aproximacion experimental e in silico al paso a través del epitelio intestinal; y la P-gp resulta
especialmente relevante porque puede expulsar compuestos desde el enterocito hacia la luz intestinal,
reduciendo su absorcién neta y afectando ademas su distribucion tisular. En este sentido, conocer siuna
molécula actia como sustrato o inhibidor de P-gp permite anticipar restricciones de biodisponibilidad y
posibles interacciones farmacocinéticas

2.5.3 Parametros para evaluar distribucion

La distribucion se refiere al reparto del compuesto entre plasma y tejidos una vez absorbido. Dentro de
este bloque, la permeacién a la barrera hematoencefalica (BBB)”® es relevante porque puede ser deseable
oindeseable segun el blanco terapéutico; en el caso de antivirales no dirigidos al sistema nervioso central,
una alta penetracion cerebral puede convertirse en una alerta adicional de seguridad. A ello se suman la
unién a proteinas plasmaticas (PPB), la fraccién libre en plasma (Fu)’®y el volumen de distribuciéon en

63



estado estacionario (VDss)”’. La PPB influye en la cantidad de farmaco retenido en el compartimento
vascular; la fraccidon libre representa la porcién farmacolégicamente disponible para distribuirse,
interactuar con su blanco, metabolizarse o eliminarse; y el VDss ofrece una medida global de la tendencia
del compuesto a permanecer en plasma o repartirse ampliamente en tejidos.

2.5.4 Parametros para evaluar metabolismo

El metabolismo comprende la biotransformacion enzimatica del compuesto, principalmente a nivel
hepatico, y constituye uno de los determinantes mas importantes de estabilidad, duracion del efecto e
interacciones farmaco—farmaco. En humanos, el sistema citocromo P450 (CYP450) desempeia un papel
central en la oxidacién de xenobidticos, por lo que la prediccién de comportamiento como sustrato o
inhibidor de isoformas concretas resulta especialmente Uutil en etapas tempranas. Entre las isoformas
mas analizadas se encuentran CYP1A2, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6y CYP3A4, debido
a su amplia contribucién al metabolismo de farmacos clinicamente utilizados’. La inhibicién de estas
enzimas puede traducirse en acumulacién del compuesto o en interacciones relevantes con otros
medicamentos, mientras que el comportamiento como sustrato permite anticipar qué rutas metabdlicas
podrian condicionar su depuracién.

2.5.5 Parametros para evaluar excrecion

La excrecion representa la eliminaciéon del compuesto y de sus metabolitos desde el organismo. En el
contexto de prediccidn in silico, dos descriptores particularmente Utiles son el clearance plasmaticoy la
vida media’®. El clearance expresa la eficiencia con la que el organismo elimina un compuesto desde la
circulacion, mientras que la vida media ofrece una medida practica del tiempo durante el cual la
concentracién plasmatica disminuye por eliminacién y distribucién. Ambos parametros son relevantes
porque un compuesto con depuracién excesivamente rapida puede no sostener concentraciones
terapéuticas adecuadas, mientras que una vida media muy prolongada puede favorecer acumulaciény
aumentar el riesgo de toxicidad o de interacciones.

2.5.6 Parametros para evaluar toxicidad

La toxicidad constituye una dimension critica en la selecciéon de candidatos, ya que una molécula puede
mostrar buena afinidad por la proteina blanco y, aun asi, fracasar si presenta riesgos de seguridad
relevantes. En este contexto, la evaluacion in silico no reemplaza los ensayos experimentales, pero si
permite identificar alertas tempranas que orientan la priorizacion de compuestos. Entre estos endpoints,
el ensayo de Ames?®®?' se utiliza como una aproximaciéninicial a la mutagenicidad, es decir, a la capacidad
de un compuesto para inducir mutaciones. La genotoxicidad corresponde a un concepto mas amplio, ya
que se refiere al potencial de danar el material genético en general, mientras que la carcinogenicidad
estima la probabilidad de que una exposicién prolongada favorezca procesos asociados al desarrollo de
cancer.

En cuanto a latoxicidad sobre 6rganosy sistemas especificos, DILI (drug-induced liver injury) corresponde
al riesgo de lesion hepatica inducida por fAirmacos durante su uso®%3, mientras que la hepatotoxicidad
humana representa una estimacion mas general del potencial de dafo sobre el higado en humanos. De
forma analoga, la nefrotoxicidad se refiere al posible dafio renal, la neurotoxicidad al compromiso del
sistema nervioso, la ototoxicidad al dafo sobre estructuras auditivas, la hematotoxicidad a alteraciones
téxicas en células o funciones de la sangre, y la toxicidad respiratoria al potencial de afectar
negativamente al sistema respiratorio. Estos endpoints permiten detectar si un compuesto, aun siendo
activo, podria comprometer érganos especialmente sensibles durante su administracion.

Dentro de la seguridad cardiovascular, el endpoint hERG evalua la probabilidad de que una molécula
bloquee el canal de potasio hERG?48°, evento asociado con prolongacion del intervalo QT y con riesgo de
arritmias ventriculares potencialmente graves. En ADMETlab también aparece la variante hERG (10 pM),
que corresponde al mismo riesgo interpretado bajo un criterio experimental estandarizado a esa
concentracion, por lo que ambos descriptores apuntan a la misma preocupacion de cardiotoxicidad,
aunque desde condiciones de clasificacién distintas.

Otros endpoints® informan sobre tolerancia general o dafo local. La toxicidad oral aguda estima el riesgo
de efectos toxicos severos tras una exposicidon oral Unica o de corta duracién. La sensibilizaciéon cutanea
indica la probabilidad de que una molécula desencadene una respuesta alérgica en la piel. La irritacidn
ocular se refiere a dafo inflamatorio o molesto generalmente reversible en el ojo, mientras que la
corrosion ocular implica un dafno mas severo, profundo y potencialmente irreversible.
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Por otra parte, la citotoxicidad en lineas celulares como HEK293, A549 y RPMI-8226 &’:8funciona como
una medida general de dafio celularen modelos bioldgicos. En términos simples, estos endpoints estiman
si el compuesto tiende a comprometer la viabilidad de células cultivadas en laboratorio; por ello, no
describen por si solos una toxicidad clinica especifica, pero si actian como una senal util de agresividad
bioldogica temprana. HEK293 corresponde a una linea derivada de rindn embrionario humano, A549 a una
linea epitelial de adenocarcinoma pulmonar, y RPMI-8226 a una linea humana de mieloma multiple.

El descriptor FDAMDD (FDA Maximum Recommended Daily Dose) ®se relaciona con la dosis diaria
maxima recomendada y se utiliza como una aproximacion practica al umbral de exposicién tolerable en
humanos. En términos sencillos, no describe un 6rgano especifico, sino que entrega una sefnal global
sobre si un compuesto podria asociarse a limitaciones de seguridad al considerar la magnitud de
exposicion diaria aceptable. En conjunto, todos estos endpoints no deben interpretarse como pruebas
definitivas, sino como herramientas predictivas que ayudan a distinguir entre moléculas con mejor o peor
perfil de seguridad en etapas tempranas del disefno racional de farmacos

2.5.7 Prediccionin silicoy uso del ADMETlab 3.0

ADMETlab 3.0 8 es una herramienta especialmente Util para la evaluacién temprana de candidatos, no
solo por su amplia cobertura de propiedades fisicoquimicas, criterios de quimica medicinal, variables
ADME, endpoints toxicolégicos y reglas de toxicoforos, sino también porque, segun sus autores, la
plataforma mejora el desempefioy la robustez predictiva mediante una arquitectura multitarea basada en
directed message passing neural networks (DMPNN) combinada con descriptores moleculares. Ademas,
incorpora estimacién de incertidumbre, acceso por APly funciones de apoyo a la decisién, lo que fortalece
su utilidad en procesos de cribado virtual y priorizaciéon racional de compuestos. En comparacién con
SwissADME, ADMETlab 3.0 ofrece una evaluacién mas integral, particularmente por su mayor cobertura
de toxicidad y herramientas complementarias para analisis y seleccidén temprana de candidatos.

Bajo esta perspectiva, la evaluacion ADME/Tox no debe entenderse como un analisis accesorio, sino
como una dimensién complementaria a QSAR, docking y dindmica molecular. Una molécula puede
mostrar afinidad favorable o estabilidad conformacional adecuada frente a una proteina blanco vy, sin
embargo, ser poco atractiva como candidato si presenta absorcién deficiente, distribucion no deseada o
multiples alertas toxicoldgicas. Por ello, la incorporacion de estos criterios permite una priorizacién mas
realista de las moléculas seleccionadas y orienta con mayor fundamento las etapas posteriores de
optimizacién quimica, validacién bioldgica y eventual desarrollo preclinico.

2.6 Hipotesis

Se plantea como hipdtesis que: La integracién de métodos QSAR, virtual screening, docking molecular,
dinamica moleculary analisis ADME/Tox predictivo permite desarrollar nuevos derivados con potencial
inhibitorio frente a PLpro del SARS-CoV-2.

3 Objetivos

3.1 Objetivo general

Encontrar nuevos inhibidores de la proteasa tipo papaina (PLpro) de SARS-CoV-2, preferentemente
aquirales, mediante la aplicacion de técnicas de modelamiento QSAR, Virtual screening, docking
molecular y simulaciones de dinamica molecular.

3.2 Objetivos especificos

1. Construir y curar una base de datos robusta y actualizada de compuestos con actividad inhibitoria
frente a PLpro de SARS-CoV-2, a partir de informacion reportada en la literatura cientifica.
2. Desarrollar y validar estadisticamente modelos QSAR 2D, evaluando descriptores moleculares de

tipo 0D, 1Dy 2D, con el fin de identificar relaciones cuantitativas entre la estructura quimica y la actividad
inhibitoria frente a PLpro.

3. Disefar nuevas moléculas inhibitorias de PLpro a partir de los modelos QSAR desarrollados y
predecir su actividad bioldgica mediante las ecuaciones obtenidas.
4, Procesar y preparar la estructura cristalografica de PLpro, asi como grandes bibliotecas de

compuestos organicos “drug-like” provenientes de bases de datos publicas, para su posterior evaluacién
computacional.
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5. Realizar estudios de virtual screening de las bibliotecas moleculares seleccionadas mediante
docking molecular rigido, con el fin de identificar compuestos con alta afinidad potencial hacia el sitio
activo de PLpro.
6. Aplicar docking flexible y simulaciones de dindmica molecular para validar:

a) Las moléculas disenadas a partir de los modelos QSAR.

b) Los compuestos mejor posicionados a partir del virtual screening.
7. Analizar las interacciones proteina-ligando y la estabilidad conformacional de los complejos
PLpro-inhibidor obtenidos, mediante métricas estructurales derivadas de las simulaciones de dindamica
molecular.

8. Realizar analisis retrosintético para evaluar la viabilidad sintética de las moléculas mas
prometedoras identificadas en el estudio computacional.
9. Evaluar propiedades de solubilidad, farmacocinética y toxicidad de las moléculas seleccionadas,

utilizando algoritmos predictivos in silico, con el fin de priorizar candidatos con mejor perfil farmacolégico.
4 Metodologia

4.1 Generacion de ecuaciones QSAR mediante seleccion manual

Se recopild una serie de 142 moléculas con actividad bioldgica frente a PLpro a partir de la literatura®'8-:8%-
%, La actividad se reporta como IC,,(Concentraciéon de un compuesto necesario para inhibir el 50% de la
actividad de proteina), medida en la enzima bajo las mismas condiciones experimentales. Los valores se
convirtieron a plCg, (pICg, =—log ICy,).

Se calcularon una serie de descriptores estructurales y fisicoquimicos utilizando el programa PADEL-
Descriptors®’.

Se construyé una matriz con los valores de plIC,, (variable dependiente) y los descriptores (variables
independientes). Posteriormente, se realizé una regresion estadistica PLS en Minitab, y se descartaron 29
compuestos con valores residuales elevados (residuos mayores a 0.5 unidades logaritmicas).

El modelo final se construyd con 113 moléculas, de las cuales 90 se utilizaron como conjunto de
entrenamiento (79.6%) y 23 como conjunto de prueba (20.4%). La distribucién de los valores de actividad
biolégica para los conjuntos de entrenamiento y prueba (Training sety test set respectivamente).

El modelo final se construyé utilizando los siguientes 13 descriptores: ALogP (lipofilicidad),ALong,AMR
(refractividad molar),DPSA-3 (dipolaridad/polarizabilidad, tamano y forma, y conteo de tipos
atomicos),nAr (numero de anillos aromaticos),nBasic (nUmero de atomos de nitréogeno basicos),nAcid
(nimero de acidos carboxilicos),nF (nimero de atomos de fluor),nCl (numero de atomos de
cloro),nHBDon (donadores de enlace de hidrégeno),nO (numero de atomos de oxigeno),TopoPSA (area
superficial polar topoldégica),VABC (volumen de van der Waals con contribuciones atdmicas y de enlace)

Finalmente, se realizaron las validaciones estadisticas del modelo, calculando r? tests r> rand-tests q2F1, q2F2,
q°F3, CCC, MAE y la prueba de Y-randomization (Prueba de actividad aleatoria).

4.2 Generacion de la Ecuacion QSAR mediante Algoritmo Genético

4.2.1 Base de Datos y Descriptores

Se utilizé una base de datos compuesta por 280 moléculas®-92949.97-116con valores experimentales de
actividad bioldgica previamente normalizados. Para la caracterizacion estructural de estos compuestos,
se calcularon 1875 descriptores moleculares utilizando el software PaDEL®'. Estos descriptores incluyen
propiedades fisicoquimicas, topolégicas y electrénicas relevantes para la actividad bioldgica.

4.2.2 Configuracion del Algoritmo Genético
Para la seleccidon 6ptima de descriptores y la generacidon de la ecuacién QSAR, se implementé un
algoritmo genético (AG) utilizando un Scribd con la siguiente configuracioén:

e Tamano de la poblacién: 100 individuos por generacion.

e Numero total de generaciones: 1.000.000.

e Numero de descriptores por individuo: 14.
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o Funcidn de aptitud (fitness): definida como el coeficiente de determinacién (R?) penalizado por un
factor de colinealidad. Este criterio permitidé favorecer modelos con alta capacidad explicativa y
minima redundancia entre variables.

4.2.3 Selecciony Refinamiento de Modelos

4.2.3.1 Identificacion de las Mejores Ecuaciones
Al finalizar la simulacion del Algoritmo Genético (AG), se identificaron las 10 ecuaciones con los valores
maés altos de R®. Estas ecuaciones fueron consideradas candidatas para el refinamiento posterior.

4.2.3.2Depuracion de Datos y Eliminacion de Valores Atipicos
Para asegurar la calidad del conjunto de datos, se realizé una depuracién previa de los descriptores
seleccionados. Se eliminaron aquellos que:

e No tenian sentido quimico o eran dificiles de interpretar.

¢ Presentaban baja variabilidad (90% de los valores iguales).
Posteriormente, se llevd a cabo un anélisis estadistico de los descriptores filtrados. Se evalud la
distribucion de cada descriptor y de la variable dependiente mediante analisis exploratorio de datos.
Aquellos valores que se desviaban significativamente del promedio fueron considerados atipicos y, por
tanto, excluidos del andlisis. Esta identificacion se realizé mediante un andlisis distribucidn de los valores
por de cada molécula en cada descriptor, estableciendo limites basados en el rango intercuartilico. Las
observaciones con valores extremos fueron eliminadas para evitar sesgos en el modelo.

4.2.3.3Control de Multicolinealidad (VIF)

Para minimizar la redundancia entre los descriptores seleccionados, se calculé el Factor de Inflacién de
la Varianza (VIF). Se eliminaron progresivamente aquellos descriptores con valores de VIF elevados (>5),
asegurando la independencia estadistica de las variables incluidas en el modelo.

4.2.3.4Regresion Exploratoria y Eliminacion de Valores Atipicos en residuos

Se realizdé una regresion preliminar utilizando los descriptores filtrados y se evaluaron los residuos
resultantes. Se eliminaron aquellas observaciones cuyos residuos se situaban mas alld de dos
desviaciones estandar respecto a la media, con el objetivo de mitigar la influencia de posibles valores
aberrantes y mejorar la estabilidad del modelo.

4.2.4 Construcciony Validacion del Modelo QSAR
Tras la depuracion del conjunto de datos, se construyo el modelo QSAR definitivo empleando técnicas de
regresion, especificamente Partial Least Squares (PLS). La calidad y robustez del modelo fueron evaluadas
mediante el calculo de:

e R (training): Coeficiente de determinacidén en el conjunto de entrenamiento.

o Q% Cuadrado del coeficiente de validacién cruzada (LOO).

 F,, F,, F;: Coeficientes de la varianza explicada en la prediccion externa.

e RMSE: (Root Mean Squared Error): Error cuadratico medio.

e MAE: (Mean Absolute Error): Error absoluto medio en ajuste.

e CCC: (Concordance Correlation Coefficient): Coeficiente de correlacién de concordancia.

. szszY: Promedios de sz R® obtenidos en la prueba de Y-randomizacion.

e R (test): Coeficiente de regresién para el conjunto de prueba.

4.2.5 Seleccion de la Ecuacion Final
Entre las ecuaciones que cumplieron con los criterios estadisticos de aceptabilidad, se seleccioné
aquella que presento:

« Elmayor R®en el conjunto de entrenamiento.

o Elmayor Q®y mejores coeficientes de varianza explicada (F4, Fy, Fy).

e Los menores valores de error (RMSE y MAE).

e Un CCC elevado, garantizando la confiabilidad del modelo.
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4.3 Virtual Screening

El Virtual Screening se llevd a cabo utilizando como estructura blanco la PLpro del SARS-CoV-2, en su
conformacion cristalografica disponible en la base de datos Protein Data Bank (PDB) bajo el cédigo 7NFV.
Esta estructura fue seleccionada por su resolucidn y relevancia en la inhibicion de la actividad enzimatica
viral. Para tener una comparacion se uso el PDB de cddigo 7CJM que contiene el cristal del ligando de
referencia GRL-0617 y la proteina PLpro (Figura 13)
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Figura 13 A) Figura en 2D de GRL-0617 B) Figura en 3D de GRL-0617.

El tratamiento inicial del archivo cristalografico se realizd en el software UCSF Chimera version 1.18,
donde se procedi6 a visualizary preparar la proteina. Posteriormente, se utilizé el software Schrodinger el
modulo protein preparation , mediante el cual se eliminaron las moléculas de agua, ligandos co-
cristalizados y otros componentes no deseados. Ademas, se afadieron los atomos de hidrégeno
necesarios para la correcta parametrizaciéon de la estructura proteica. Finalmente, se conservo
unicamente la cadena proteica correspondiente al blanco molecular.

Elarchivo tratado fue exportado en formato PDB e importado al programa AutoDock Tools version 1.5.7p1.
En esta plataforma, se definié una caja de busqueda tridimensional (grid box) centrada en el atomo de
carbono alfa del residuo Tirosina 268 (Y268), con un tamafio de 20 A por lado, a fin de abarcar la cavidad
activa del sitio catalitico.

Los mapas de potencial necesarios para el calculo de las energias de acoplamiento fueron generados
utilizando AutoGrid, considerando los tipos atdmicos mas frecuentes en los ligandos. Se incluyeron
mapas para C (carbono sp® de caracter hidrofébico), A (carbono aromatico), N (nitrégeno general), NA
(nitrégeno aceptador de enlaces de hidrégeno), HD (hidrégeno donador de enlaces de hidrégeno), OA
(oxigeno aceptador de enlaces de hidrdgeno), SA (azufre, como el presente en residuos de cisteina), F
(flaor), Cl (cloro), Br (bromo), Zn (zinc, relevante para interacciones de coordinacién en sitios metalicos),
asi como mapas adicionales de interaccién como e (electrostatico general) y d (desolvatacion, que
representa el costo energético asociado a la eliminacidn de moléculas de agua durante la unién ligando-
receptor).

Los ligandos fueron seleccionados a partir de la base de datos PubChem, buscando cada uno por las
familias: Aminopirimidinas,Benzotiofenos,Benzodiazepinas,Benzamidas,Pirimidina aminobenzimdiazol,
Pirimido-Benzimidazol y Benzimidazol). Las moléculas son descargadas en formato .SDF vy
posteriormente convertidos a formato PDBQT mediante un script en linea de comandos utilizando el
programa Open Babel (obabel), asegurando la orientaciéon adecuada de cada molécula®.

Finalmente, el proceso de acoplamiento molecular se ejecutd utilizando AutoDock-GPU, versién
acelerada mediante CUDA, con el fin de optimizar los tiempos de célculo. Cada ligando fue evaluado
individualmente, y los resultados de energia libre de unién fueron extraidos desde los archivos .xml
generados al finalizar cada simulacion.

4.4 Induced fit docking

El proceso se llevd a cabo utilizando el software Maestro en sus versiones 24.2 (Schrédinger LLC). La
preparacion de la proteina fue hecho en el médulo protein preparation, misma métodos empleados en el
virtual screening.

Posteriormente, las moléculas candidatas fueron sometidas al protocolo de LigPrep, donde se llevé a
cabo la generacidon de protonaciones relevantes, la estandarizacién de estructuras quimicas y la
minimizacion de energia bajo las condiciones predeterminadas de Force Field OPLS4. Con el conjunto de
ligandos preparado, se inicié el procedimiento de Induced Fit Docking empleando el moédulo
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correspondiente. Durante este proceso, se permitid la flexibilidad tanto del ligando como de residuos
cercanos en el sitio activo para modelar los efectos de adaptacién conformacional de la proteina.

De los resultados obtenidos, se selecciond la pose mas representativa de cada ligando de acuerdo con el
IFD score generado por el programa, considerando unicamente la conformacion con el valor mas
favorable como referencia para los anélisis posteriores.

4.5 Dinamica molecular

Preparacion del sistema

La proteina (PDB ID: 7NFV) preparada en la seccion de protein preparation y los complejos proteina—
ligando obtenidos en induced fit docking se colocaron en una caja ortorrémbica con un margen de 1.0
nm respecto a los bordes. El sistema se solvaté con agua TIP3P y se afiadieron iones Cl”y Na* para
neutralizar la carga totaly ajustar la fuerza iénica a 0.15 M, reproduciendo condiciones fisioldgicas. La
caja fue de 100Ax64Ax60A.

4.5.1 Protocolos de simulacién

Antes de la produccidn, se aplicé el Relaxation protocol por defecto de Desmond, que incluye:
Minimizacién de energia mediante descenso de gradiente, hasta reducir tensiones estéricas.
Equilibracion NVT a 310 K, con restricciones posicionales, para estabilizar la temperatura.

Equilibracion NPT a 310 Ky 1 atm, manteniendo restricciones, para estabilizar la densidad y el volumen.
Posteriormente, se llevaron a cabo las simulaciones de produccién:

Proteina sola: se realizaron tres réplicas independientes de 700 ns cada una bajo condiciones NPT (310 K
y 1.01325 bar). Se empleé el termostato Nose-Hoover chain (t = 1.0 ps) y el barostato Martyna-Tobias-
Klein con acoplamiento isotrépico (t = 2.0 ps).

Complejos proteina-ligando: cada ligando seleccionado se simuld por 700 ns (una réplica) bajo las
mismas condiciones NPT descritas arriba.

Todas las simulaciones se ejecutaron con un paso de integracién de 2 fs, registrando las trayectorias
cada 700 ps, para un total de 1000 frames por corrida.

4.5.2 Analisis de trayectorias
La estabilidad estructural global se evalué mediante el calculo de la desviacidon cuadratica media
(RMSD) de los atomos Ca respecto a la conformacion inicial. La flexibilidad local se determino a través
del calculo del RMSF por residuo.
Ademas, se analizaron distancias interatdmicas relevantes con un intervalo de muestreo por cada frame,
incluyendo:

e Cys111-His272(Figura 14)

e Arg166-Tyr268(Figura 15)

e Pro299-Tyr268()
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7/
/

Figura 14 Distancia entre los carbonos alfa de los aminoacidos C111y H272, aminodcidos cataliticos.

——

Loop Bl2

Figura 15 Distancias entre carbono alfa de :Tyr268-Arg166 y Tyr268-Pro299, aminoacidos que miden la movilidad del Loop BL2.
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La dinamica conformacional de Tyr268 se evalué mediante el seguimiento de dos angulos diedros
laterales (x1y x2), definidos a partir de los a&tomos carbono alfa, carbono beta y el carbono gamma del

anillo aromatico (Figura 16 y Figura 17).

HO\n/'
O

Figura 16 Representacion bidimensional de angulos diedros a evaluar.

X1 X2

Figura 17 Representacion tridimensional de angulos diedros a evaluar

Los resultados reportados corresponden al promedio de las tres réplicas en el caso de la proteina sola.
En caso de dinamicas con ligando se utiliza solo una unica replica.

4.6 Analisis retrosintético y farmacocinético

Para el analisis retrosintético de los compuestos propuestos se empled como referencia principal el texto
March’s Advanced Organic Chemistry, el cual proporciona fundamentos mecanisticos y estrategias para
la identificacion de fragmentos sintéticos y rutas viables de sintesis'"’. Este enfoque se complementd con
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la aplicacidon de técnicas retrosintéticas clasicas manuales, orientadas a simplificar las estructuras
objetivo en precursores accesibles y guimicamente coherentes.

Paralelamente, se realizé una evaluacién farmacocinética in silico mediante la plataforma ADMETLAB
3.0% con el fin de estimar propiedades fisicoquimicas, biodisponibilidad oral y parametros relacionados
con la absorcidn, distribucién, permeabilidad moleculary solubilidad. Los valores dados en la plataforma
son descargados en archivos CSV y graficados.

4.7 Sintesis organica
4.7.1 Protocolo general para la sintesis de chalconas en medio basico (KOH en etanol

absoluto)
En un matraz de fondo redondo de volumen apropiado, equipado con barra de agitacién magnética y
operado a presidn atmosférica, se introducen la cetona aromatica (1,0 equivalente), el aldehido
correspondiente (1,0 equivalente) y 10 mL etanol absoluto en cantidad suficiente para disolver
completamente ambos reactivos.
La mezcla se agita a temperatura ambiente hasta lograr una disolucién homogénea.
En paralelo, se prepara una solucion acuosa de KOH al 40% p/p. Esta se adiciona lentamente al matraz en
pequenas alicuotas (50-100 pL cada 2-5 min) hasta completar un total de 5 equivalentes respecto a la
cetona, manteniendo la agitacién continua.
Unavez completada la adicién, la mezcla de reaccién se mantiene bajo agitacidén a temperatura ambiente
durante 20-22 h.
Finalizado el tiempo, el contenido se vierte sobre hielo triturado y se ajusta el pH con HCL 1 M gota a gota,
hasta pH = 7. El sélido formado se recolecta por filtracion al vacio, se lava con etanol:agua frio (1:1) y se
seca al aire o en estufa a baja temperatura.
Para purificacion, se recristaliza en caliente en etanol o (Acetato de etilo /hexano) (especificados
posteriormente), si la precipitacién es ineficiente, una extraccién liquido-liquido con Acetato de etilo,
concentrando el extracto en rotavapor
Nota:
1.En el caso particular del p- nitro benzaldehido y p- trifluorometano benzaldehido, debido a su mayor
reactividad y tendencia a reacciones secundarias, la mezcla inicial se enfria en un bafno de hielo (0 °C por
20h).
La solucién de KOH 40% p/p se anade de la misma forma (alicuotas pequenas y espaciadas),
manteniendo la temperatura a 0 °C durante toda la adicidon y las primeras 20 h de reaccion. Luego, se
permite que la mezcla alcance temperatura ambiente y se mantiene en agitacion durante 2 h adicionales.

4.7.2 Sintesis de derivados Pirimido[1,2-a]lbenzimidazol

En un tubo de reaccion de 100 mL de fondo redondo equipado con barra de agitacion magnética y
condensador a reflujo, se introdujo la chalcona correspondiente (1.0 equivalente) junto con 2-
aminopiridina (1,2 equivalentes). Ambos reactivos se disolvieron en 3 mL de etanol, cantidad minima
necesaria para asegurar la completa solubilizacidon. Posteriormente, se adiciond 1.25 equivalente de
KOH, y se calent6 a reflujo por 8h.

Al completarse 8h, la solucidon se dejé enfriar a temperatura ambiente y se diluyé con agua fria. La fase
acuosa se extrajo sucesivamente con diclorometano en dos ciclos, cada uno de 10 mL. Las fases
organicas se reunieron, secaron sobre sulfato de sodio anhidro por 10 min y se concentraron a presion
reducida mediante rotavapor. La fase organica es reducida hasta aproximadamente 5 mL, el concentrado
es retirad o y se sometié a purificacion por cromatografia en columna, empleando una elucion con
diclorometano:metanol (95:5, v/v).

Nota: También la reaccidn fue hecha en dimetilformamida. En las mismas condiciones que en de etanol.

4.7.3 Sintesis de derivados de benzimidazol sustituidos con piridinas y naftalenos
piridina benzimidazoles

4.7.3.1 Sintesis de benzimidazoles piridina en solvente acuoso o etanélico

La sintesis de los benzimidazoles sustituidos se llevd a cabo mediante la condensacién de o-

fenilendiamina con los aldehidos aromaticos correspondientes. En un tubo de reaccion o baldén de fondo

redondo de 100 mL se combinaron o-fenilendiamina (1 equivalente) y el carbaldehido piridina (2,3 0 4) (2

equivalentes) en 50 mL de agua destilada o etanol(ambos métodos hechos por separado). La mezcla se
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calentd a reflujo bajo agitaciéon constante durante 24 horas, tiempo tras el cual se observé la formacion de
un solido precipitado. Luego de enfriar atemperatura ambiente, el sélido se aislé por filtracidon, se lavd con
agua fria y se sec6 al aire, posteriormente se cristaliza en una solucién de etanol/agua 6:4. El producto
crudo obtenido se recristalizé en etanol para mejorar su pureza. En el caso del derivado obtenido a partir
de 2-piridinacarbaldehido, fue necesaria cromatografia en columna, empleando un gradiente de hexano
a acetato de etilo en lugar de una cristalizacién.

4.7.3.2Sintesis de benzimidazoles piridina en mortero

La sintesis mecanosintética de los benzimidazoles se realizd mediante molienda directa de los reactivos
en medio acido. En un mortero se combinaron el aldehido aromatico correspondiente (1.1 equivalentes)
y o-fenilendiamina (1 equivalente), anadiéndose posteriormente acido acético glacial como medio de
reaccion (aprox. 0,5 mL por mmol de diamina). La mezcla se sometié a molienda manual durante
aproximadamente 15 minutos.

Finalizada la reaccién, el mortero se lavé con diclorometano y agua para transferir cuantitativamente el
material. La fase acuosa se neutralizé cuidadosamente con bicarbonato de sodio hasta alcanzar pH 7-8.
Posteriormente, el producto se extrajo con acetato de etilo y las fases organicas combinadas se secaron
y concentraron. El sélido obtenido se recristalizo a partir de una mezcla etanol/agua para su purificacion.
Por otra parte , el benzimidazol sintetizado con 2-piridinacarbaldehido requirié purificacion adicional
mediante cromatografia en columna con hexano acetato de etilo en gradiente.

4.7.3.3 Sintesis de benzimidazoles piridina sustituidos NH con acetil naftalenos

La obtencion de los benzimidazoles N-acilados se realizé6 mediante la reaccion de los benzimidazoles
previamente sintetizados con cloruros de acilo derivados de acetilnaftalenos. En un tubo de reaccién de
100mL seco se disolvid el benzimidazol correspondiente (1 equivalente) en THF anhidro, al cual se
anhadieron 1.2 eq de hidruro de sodio (NaH al 60% el aceite mineral) como base. Posteriormente, se anadid
el cloruro de acilo (1- o 2-naftoil cloruro) (1.1 equivalentes) bajo agitacidon por 2h, permitiendo que la
reaccion transcurriera a temperatura ambiente hasta su completa conversion.

Finalizada la reaccidn, la mezcla se concentré y el producto crudo se purificé mediante cromatografia en
columna utilizando una elucién por gradiente de hexano y acetato de etilo, obteniéndose los
correspondientes benzimidazoles N-acilados como sélidos purificados.

4.7.4 Caracterizacion Organica

Las moléculas tipo chalconay los benzimidazoles finales fueron caracterizadas mediante espectroscopia
de resonancia magnética nuclear de 'H y *C empleando un equipo de 400 MHz. Por su parte, la molécula
final pirimido-benzimidazol fue caracterizada adicionalmente mediante espectroscopia infrarroja en
disolucién de acetonitrilo y determinacion de punto de fusion. La medicion del punto de fusion se realizd
por triplicado.

5 Resultados
5.1 QSAR de seleccion manual de descriptores

5.1.1 Pretratado de base de datos

El conjunto inicial estuvo compuesto por 142 moléculas con actividad inhibitoria reportada. A partir de

este conjunto se generd una ecuacioén preliminar con el fin de evaluar la relacién entre los descriptores

moleculares y la actividad bioldgica observada.

Posteriormente, se analizaron los residuos individuales obtenidos a partir de dicha ecuacidn, definidos

como la diferencia entre los valores experimentales y los valores predichos. Este analisis permitio

identificar desviaciones respecto del comportamiento general del conjunto de datos.

Con el objetivo de obtener un modelo estadisticamente consistente y representativo, se aplicé un criterio

de depuracion basado en el valor absoluto del residuo, estableciéndose un umbral de |residuo| > 0.6 para

la identificacion de observaciones atipicas. La aplicacion de este criterio indicé que 29 moléculas

presentaban desviaciones superiores al limite establecido.

El analisis del conjunto de compuestos identificados como outliers (S001-S029) evidencio diferencias

estructurales y fisicoquimicas respecto del dominio predominante del modelo QSAR, caracterizado por

sistemas aromaticos amidicos relativamente rigidos y con basicidad moderada. Entre los compuestos

excluidos se observaron estructuras con enlaces disulfuro y motivos tipo ditiocarbamato (S009, S012 y

S013), asi como una tioamida aromatica (S010). También se identificaron sistemas polifenodlicos
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altamente oxigenados, como S014 y derivados fenélicos presentes entre S023 y S028. Asimismo, se
registraron estructuras con elevada flexibilidad conformacional, incluyendo el compuesto
peptidomimético SO011 y cadenas alifaticas extensas en S018 y S019. Se observaron ademas diferencias
electrénicas asociadas a heteroatomos y sustituyentes electronegativos, tales como heterociclos
sulfurados (S003 y S020), un sustituyente trifluorometilo (S017) y sistemas heteroaromaticos
nitrogenados (S004 y S029). Finalmente, algunos compuestos presentaron caracteristicas asociadas a
mayor lipofilia y volumen molecular, como los sistemas policiclicos en S015 y S016, asi como el
incremento del tamafio molecular observado en S018 y S019.

En consecuencia, estos compuestos fueron excluidos del conjunto de entrenamiento, obteniéndose un
conjunto depurado de 113 moléculas, el cual fue empleado para la generacion de la ecuacion final del
modelo QSAR.

El conjunto de datos depurado fue dividido en un conjunto de entrenamiento (training set) y un conjunto
de prueba externo (test set). El training set, utilizado para la construccion del modelo, estuvo conformado
por los compuestos:

1-14, 16-20, 22-27, 29-36, 38-43, 46, 48-52, 54-56, 58-62, 65-66, 68-69, 72-74, 76-77, 80-82, 84-92, 94—
96, 98-101, 103-110y 112.

Por su parte, el test set externo, empleado para evaluar la capacidad predictiva del modelo, estuvo
compuesto por los compuestos:

15, 21, 28, 37, 44, 45, 47,53, 57, 63, 64, 67, 70, 71, 75, 78, 79, 83, 93,97, 102, 111y 113.

Los valores de plC,, experimental abarcan aproximadamente tres unidades logaritmicas, desde el
compuesto 77 (plCy, = 3.903), el menos activo, hasta el compuesto 43 (plCy, = 6.947), el mas activo.

La Tabla 1 presenta los residuos correspondientes a todas las moléculas evaluadas, junto con sus
estructuras en formato SMILES, indicando los compuestos clasificados como outliers (identificados con

el prefijo S0) y aquellos incluidos en el conjunto final.
Tabla 1 Valores de residuo del modelo QSAR de seleccidn de descriptores manual y representacion estructural (SMILES) de los compuestos
evaluados.

ID Residuo |Residuo]| Clasifica SMILES
cién
1 0.522850895 0.522850895 | Incluido CC(C1CCCCZCCCCC12)NC( 1c(C)ccc(N)c1)=0
2 0.235785603 0.235785603 | Incluido CC(c1ccecc2cececc12)NC(c1c(C)ecec(NC(CC2)CCN2C(
OC(C)(C)C)=0)c1)=0
3 -0.304126047 0.304126047 | Incluido CC(c1ccecc2cecececc12)NC(c1c(C)eecc(NC(C(C2)CN2C(
OC(C)(C)C)=0)=0)c1)=0

4 -0.380814179 0.380814179 | Incluido CC(c1ccecc2cececcc12)NC(c1c(C)eec(NC(C(CC2)CCN2
C(OC(C)(C)C)=0)=0)c1)=0

5 0.33877549 0.33877549 Incluido CC(c1ccecc2ccecc12)NC(c1c(C)ececc(NC2CNC2)c1)=0

6 0.462334116 0.462334116 | Incluido CC(c1ccecc2cceccc12)NC(c1c(C)ecc(NC2CCNCC2)c1)
=0

7 0.360707553 0.360707553 | Incluido CC(c1ccec2cececc12)NC(c1c(C)ececc(NC(C2CNC2)=0)
c1)=0

8 0.414317103 0.414317103 | Incluido CC(c1ccec2ececc12)NC(c1c(C)ececc(NC(C2CCNCC2)
=0)c1)=0

9 0.342613496 0.342613496 | Incluido CC(c1ccec2ecccc12)NC(c1c(C)ececc(NC2CCN(C)CC2)
c1)=0

10 -0.046623442 0.046623442 | Incluido CC(c1ccec2ceeccc12)NC(c1c(C)ececc(N(C)C2CN(C)C2)
c1)=0

11 -0.366886215 0.366886215 | Incluido CC(cl1ccec2cecccc12)NC(c1c(C)ececc(NC2CN(C)C2)c)
=0

12 -0.124794375 0.124794375 | Incluido CC(c1ccecc2ccecc12)NC(c1c(C)ececc(N(C)C2CNC2)c1)
=0

13 -0.013991529 0.013991529 | Incluido CC(c1ccec2ececc12)NC(c1c(C)ececc(CNCC(0)=0)c1)=
(0]

14 0.015553136 0.015553136 | Incluido CC(c1ccec2cecccc12)NC(c1c(C)ececc(CNC2CNC2)c1)=
(6]

15 -0.060028029 0.060028029 | Incluido CC(c1ccec2cecccc12)NC(c1c(C)ecec(CN(C2)CC2C(0)=
0)c1)=0

16 -0.405625917 0.405625917 | Incluido CC(c1ccec2ceccec12)NC(c1¢(C)ecec(CN(CC2)CCC2C(
0)=0)c1)=0

17 -0.026304898 0.026304898 | Incluido CC(c1ccec2cecccc12)NC(c(ce(cc1)N)ec1Cl=0

18 -0.003380091 0.003380091 Incluido CC(c1ccec2cecccc12)NC(c(ce(cc1)N)c1Br)=0

19 -0.355763773 0.355763773 | Incluido CC(cl1ccec2ccccc12)NC(c1c(C)ececec2c1ccn2CC1CNC
1)=0

20 -0.279604205 0.279604205 | Incluido CC(c1ccec2ceccec12)NC(c(cc(cc1)N(C)C2CNC2)c1Cl
)=0

21 -0.320231295 0.320231295 | Incluido CC(c1esc2c1ccecc2)NC(c1c(C)ecec(N)c1)=0
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22

-0.139754814

0.139754814

Incluido

CC(c(cc1)cc2e1scc2)NC(c1c(C)ecec(N(C)C2CNC2)c1)
=0

23

-0.297399884

0.297399884

Incluido

CC(c1csc2c1ceccc2)NC(c1c(C)ecee(N(C)C2CNC2)c1)=
O

24

0.374159745

0.374159745

Incluido

CC(c1ecsc2c1cececc2)NC(c(ce(cc1)N(C)C2CNC2)c1Cl)
=0

25

0.306408638

0.306408638

Incluido

CC(c1c(c(cceec2)c2[nH]2)c2ccc1)NC(c1¢(C)ecee(N(C)
C2CNC2)c1)=0

26

-0.040459235

0.040459235

Incluido

CC(c1csc2c1ceccc2)NC(c1c(C)cecc(NC2CNC2)c1)=0

27

-0.030305617

0.030305617

Incluido

CC(c1c(c(ccee2)c2[nH]2)c2cecc1)NC(c1c(C)ececec(NC2
CNC2)c1)=0

28

-0.272217122

0.272217122

Incluido

CC(c1nccec2ccccc12)NC(c1¢(C)eec(N(C)C2CNC2)c1)
=0

29

-0.052510008

0.052510008

Incluido

CC(clce(-
c2ccces2)ccc1)NC(c(cc(ccT)NC2CNC2)c1Cl)=0

30

-0.148992909

0.148992909

Incluido

CC(c1ccec(-
c2cccs2)c1)NC(c1¢(C)ccc(NC2CNC2)c1)=0

31

0.058437361

0.058437361

Incluido

CC(c1ccec(-
c2cscc2)c1)NC(c1c(C)ececc(NC2CNC2)c1)=0

32

0.188633517

0.188633517

Incluido

CC(clce(-
c2c[nH]cc2)ccc1)NC(c1c(C)ccc(NC2CNC2)c1)=0

33

0.312122936

0.312122936

Incluido

CC(c1ccec(-
c2ccc(CN3CCNCC3)s2)c1)NC(c1c(C)ccc(NC2CNC2)
c1)=0

34

-0.021368565

0.021368565

Incluido

CC(c1cccec(-
c2ccc(CN3CCOCC3)s2)c1)NC(c1c(C)ccc(NC2CNC2)
c1)=0

35

0.084162108

0.084162108

Incluido

CC(c1ccec(-
c2ccc(CNC3CCN(C)CC3)s2)c1)NC(c1c(C)ccc(NC2C
NC2)c1)=0

36

-0.111684145

0.111684145

Incluido

CC(c1ccec(-
c2ccc(CNCC3CCNCC3)s2)c1)NC(c1c(C)cecc(NC2CN
C2)c1)=0

37

-0.148801579

0.148801579

Incluido

CC(c1ccec(-
c2ccc(CNC3CCCC3)s2)c1)NC(c1c(C)ccc(NC2CNC2)
c1)=0

38

0.197111553

0.197111553

Incluido

CC(c1ccec(-
c2ccc(CN3CCCC3)s2)c1)NC(c1¢c(C)ccc(NC2CNC2)c1
)=0

39

-0.204102219

0.204102219

Incluido

CC(c1ccec(-
c2ccc(C)s2)c1)NC(c1¢(C)cecc(NC2CNC2)c1)=0

40

-0.028556257

0.028556257

Incluido

CC(c1ccec(-
c2ccc(C(0)=0)s2)c1)NC(c1c(C)ccc(NC2CNC2)c1)=0

41

0.283149219

0.283149219

Incluido

CC(c1ccec(-
c2ccc(C(0C)=0)s2)c1)NC(c1c(C)ccc(NC2CNC2)c1)=
(0]

42

-0.030361162

0.030361162

Incluido

CC(c1ccec(-
c2ccc(C(NCC30CCC3)=0)s2)c1)NC(c1c(C)ccc(NC2C
NC2)c1)=0

43

0.558030032

0.558030032

Incluido

CC(c1ccec(-
c2ccc(C(NCC30CC3)=0)s2)c1)NC(c1c(C)ccc(NC2CN
C2)c1)=0

44

0.203201535

0.203201535

Incluido

CC(c1ccec(-
c2ccc(CN(CC3)CC30)s2)c1)NC(c1c(C)ececc(NC2CNC2
)c1)=0

45

0.133899923

0.133899923

Incluido

CC(c1ccec(-
c2ccc(CN3CCC3)s2)c1)NC(c1c(C)ccc(NC2CNC2)c1)
=0

46

-0.12851016

0.12851016

Incluido

CC(c1ccec(-
c2ccc(CN(CC3)CC30)s2)c1)NC(c1c(C)cecc(NC2CNC2
)c1)=0

47

0.054852861

0.054852861

Incluido

CC(c1ccec(-
c2ccc(CNC3COCC3)s2)c1)NC(c1c(C)ccc(NC2CNC2)
c1)=0

48

0.004012449

0.004012449

Incluido

CC(c1ccec(-
c2ccc(CNC(CCN3)C3=0)s2)c1)NC(c1c(C)ccc(NC2CN
C2)c1)=0

49

-0.082083737

0.082083737

Incluido

CC(c1ccec(-
c2ccc(CNC(C3)CNC3=0)s2)c1)NC(c1c(C)ccc(NC2CN
C2)c1)=0

50

0.414876692

0.414876692

Incluido

CC(c1ccec(-
c2ccc(CNC(CC3)CC30)s2)c1)NC(c1c(C)ccc(NC2CN
C2)c1)=0

75



51 -0.009596542 0.009596542 | Incluido CC(c1ccec(-
c2ccc(CNC(CC3)CC30)s2)c1)NC(c1c(C)ccc(NC2CN
C2)c1)=0

52 0.388656322 0.388656322 | Incluido CC(c1ccec(-
c2ccc(CNC(CC3)CC30)s2)c1)NC(c1c(C)ccc(NC2CN
C2)c1)=0

53 -0.147872291 0.147872291 | Incluido CC(c1ccec(-
c2ccc(CNC(CC3)CC30)s2)c1)NC(c1c(C)ccc(NC2CN
C2)c1)=0

54 -0.447943309 0.447943309 | Incluido CC(c1ccece(-
c2ccc(CNC(OC(C)(C)C)=0)s2)c1)NC(c1c(C)ccc(N)c1)
=0

55 -0.130732783 0.130732783 | Incluido CC(c1ccece(-c2ccc(CN)s2)c1)NC(c1c(C)cec(N)c1)=0

56 -0.274259622 0.274259622 | Incluido CC(c1ccec(-
c2ccc(CNC(C3CCCCI)=0)s2)c1)NC(c1c(C)ccc(N)e1)
=0

57 -0.24943269 0.24943269 Incluido CC(c1ccec(-
c2ccc(CNC(C)=0)s2)c1)NC(c1c(C)ccc(NC(C)=0)c1)=
(0]

58 0.153552359 0.153552359 | Incluido CC(c1ccec(-
c2ccc(CNC(CC3)CC30)s2)c1)NC(c1c(C)eccc(NC(C)=
0)c1)=0

59 -0.302416945 0.302416945 | Incluido CCN(CC)C(SSC(N(CC)CC)=S)=S

60 -0.095413524 0.095413524 | Incluido 0=C1N(c2ccccc2)[Se]c2c1ccec2

61 -0.118201954 0.118201954 | Incluido CC(c1ccec2cecccc12)NC(c1¢(C)eceec1)=0

62 -0.12615484 0.12615484 Incluido CC(c1ccec2cecccc12)NC(c(ceee1)c1Cl)=0

63 -0.306610225 0.306610225 | Incluido CC(c1ccec2ececc12)NC(c1c(C)eces1)=0

64 0.411950319 0.411950319 | Incluido CC(c1ccec2cecccc12)NC(c(ce1)c(C)eccT1N)=0

65 0.045512112 0.045512112 | Incluido CC(c1ccec2cececc12)NC(c1c(C)ecec(N(C)C)c1)=0

66 0.071361969 0.071361969 | Incluido CC(c1ccec2ecccc12)NC(c(cec1)c(C)ecTNS(C)(=0)=0)
=0

67 0.028785289 0.028785289 | Incluido CC(c1ccec2cecccc12)N(C1)Cc2clccec2

68 -0.063548183 0.063548183 | Incluido CC(c1ccec2cececc12)N(C1)Cc2c1cec(N)c2

69 -0.192038876 0.192038876 | Incluido C=CCC(C(NC(Cc1c[nH]c2c1cccc2)C(NCc1ceeeel)=

)= JNC(CCLl)=0

70 0.382810399 0.382810399 | Incluido Oc(cc1)ccc1C(Oc1c2c(0)cc(O)c1-

c(cc(cc1)C(0c3c4c(0)cc(0)c3)=CC4=0)c10)=CC2=0

71 0.032060332 0.032060332 | Incluido COc(cc1)ccc1C(Oc1c2¢(O)cc(O)c1-

c(cc(cc1)C(0c3c4c(0)cc(0)c3)=CC4=0)c10)=CC2=0

72 0.051850485 0.051850485 | Incluido COc(cc10)cc(0OC(c(cec2)cce(-
c(c(OC(c(ce3)cecec30)=C3)c(c(0)cd)C3=0)c40)c20C)=
C2)c1C2=0

73 -0.136561085 0.136561085 | Incluido COc(cc1)ccc1C(Oc1c2¢(0O)cc(O)c1-
c(cc(cc1)C(0Oc3c4c(0)cc(0)c3)=CC4=0)c10C)=CC2=
(0]

74 -0.031191553 0.031191553 | Incluido COc(cc1)ccc1C(Oc1c2¢(O)cc(O)c1-
c(cc(cc1)C(Oc3c4c(0)cc(0OC)c3)=CC4=0)c10C)=CC2
=0

75 0.463114137 0.463114137 | Incluido Oc1cee(C(C(c(c(0C(c(cc2)cc(0)c20)=C2)c(c(0)c3)C2
=0)c30)C2=0)0c3c2¢c(0)cc(0)c3)cct

76 0.381913433 0.381913433 | Incluido Oc(cc1)cecc1C(Oc(c1¢c20)cc(0)c20c(cc2)ccc2C(0Oc2
¢3c(0)cc(0)c2)=CC3=0)=CC1=0

77 -0.275246253 0.275246253 | Incluido COc(cc1)ccec1C(0Oc(c1c20)cc(0C)c20c(cec2)ccc2C(O
c2c¢3c(0)cc(0)c2)=CC3=0)=CC1=0

78 -0.147984281 0.147984281 Incluido COc(cce(C(0c1c2c(0)ec(0)c1)=CC2=0)c1)c10c(cc1)
ccc1C(0c1c2c(0)cc(0)c1)=CC2=0

79 0.553518609 0.553518609 | Incluido Oc(cc1)ccc1C(Oc1c2c(0)cc(0)c1)=CC2=0

80 -0.035201717 0.035201717 | Incluido COc(cc1)ccc1C(0Oc1c2¢(0)cc(O)c1)=CC2=0

81 -0.173213294 0.173213294 | Incluido S=C(N1CCOCC1)SSC(N1CCOCC1)=S

82 -0.136638331 0.136638331 | Incluido CCOC(SSC(0CC)=S)=S

83 -0.040887451 0.040887451 | Incluido S=C(N1CCCC1)SSC(N1CCCC1)=S

84 0.176551068 0.176551068 | Incluido CN(C)C(SSC(N(C)C)=S)=S

85 0.23494624 0.23494624 Incluido CN(CC1)CCN1C(SSC(N1CCN(C)CC1)=S)=S

86 -0.157345448 0.157345448 | Incluido COc(nc12)ccec2nc(cc(cc2)Cl)c2c1Ne(cc1CN2CCCC2)
cc(CN2CCCC2)c10

87 -0.09477449 0.09477449 Incluido CN(C)Cc1cc(Nc(c2c3)c(cec(Cl)cd)cdnc2ccc30C)cc(
CN(C)C)c10

88 0.003516946 0.003516946 | Incluido COc(cc12)cce2ne(cc(cc2)Cl)c2cTNc(cc1CN2CCCC2)
cc(CN2CCCC2)c10

89 0.016652633 0.016652633 | Incluido COc(cc12)cce2ne(ce(cc2)Cl)c2c1Nce(cec1)cc(CN2CCC
C2)c10

90 -0.273794171 0.273794171 Incluido Oc1cc(OC(C(C2)0C(c(cc30)cc(0)c30)=0)c(cc3)cc(O
)c30)c2c(0)c1

91 -0.427626823 0.427626823 | Incluido CC(c1cc2ceecc2ec1)NC(c1c(C)ececc(N)c1)=0
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92 -0.302970214 0.302970214 | Incluido OCC(C(C(C10)0)0O)OC10c1cc(O)cc(/C=C/c(cc2)cce
20)c1
93 -0.45672251 0.45672251 Incluido Oc1cce(/C=C/c2cc(0O)cc(0)c2)ce
94 -0.522024729 0.522024729 | Incluido Cc1[n+](Cc2ncenc2)c(C(c(ccecc2)c2C2=0)=0)c2n1CC
OC.[Br-]
95 0.417234524 0.417234524 | Incluido CC1C(C(C(c2c3ccc4c2CCCC4(C)C)=0)=0)=C30C1
96 0.011557812 0.011557812 | Incluido Cc1coc(-c(ccec2c(C)eceeec22)c2C2=0)c1C2=
97 0.098287604 0.098287604 | Incluido CC(c1ccec2ceccecc12)NC(c1c(C)ececc(NC(NC(N)=0)=0)
c1)=0
98 -0.239363001 0.239363001 Incluido CC(cl1ccec2cecccc12)NC(c1c(C)ecec(NC(C=C)=0)c1)=
(0]
99 0.365170304 0.365170304 | Incluido Nc1cc(C(Nc2cceec3ceeec23)=0)c(C(F)(F)F)ce1
100 0.361796 0.361796 Incluido CCCCNC(Nc1cc(C(NC(C)c2ccee3ceeeec23)=0)c(C)ce
1)=0
101 0.040586388 0.040586388 | Incluido CC(c1ccec2cecccc12)NC(c1c(C)ecec(NC(Oc(ce2)cee2[
N+]([0-])=0)=0)c1)=0
102 -0.281343968 0.281343968 | Incluido CCCCC(Nc1cc(C(NC(C)c2cecee3ecece23)=0)c(C)cc1)
=0
103 -0.107600269 0.107600269 | Incluido CC(C)c1c(CNCc2cc(C(0)=0)c(C)o2)occ
104 -0.017898576 0.017898576 | Incluido Cc1c(C(N(CCC(0)=0)C2CCOCC2)=0)sc2c1c(F)ccc2
105 -0.097049551 0.097049551 | Incluido OC(CCN(C1CCOCC1)C(c(cc1)ccc1OC1CCCC1)=0)=
(0]
106 0.414473462 0.414473462 | Incluido OC(CCN(C1ccocce)c(CCelncce(-
c(cccc2)c2F)o1)=0)=0
107 -0.053509821 0.053509821 Incluido Cc1nsc(NC)c1C(Nc(cc1)ecc(CC2)c1N(Cc(cc1)cecec1Cl)
C2=0)=0
108 -0.150281849 0.150281849 | Incluido OC(CN(Cc1ccecee1)C(c1cec(CN(Ce2ccccece2)S(c(ce2)
ccc2Cl)(=0)=0)cc1)=0)=0
109 0.359868246 0.359868246 | Incluido OC(C(Cc1cccec1)NC(c1cec(CN(Cc2cceec2)S(c(cc2)
ccc2Cl)(=0)=0)cc1)=0)=0
110 -0.127756965 0.127756965 | Incluido OC(C(c1ccecec1)NC(c1ecec(CN(Cc2ccecee2)S(c(ce2)ce
¢c2Cl)(=0)=0)cc1)=0)=0
111 0.425761096 0.425761096 | Incluido CC(C)(Cc(cc1)cce1-c(ccl)ec(C(F)(F)F)c1ClC(O)=0
112 -0.580994506 0.58099451 Incluido CC(c1ccec2ececc12)N(C)Ce(cec1)cccIN(C)CCO
113 -0.078391752 Incluido 0=C1C2=C(N=C(C3=CN=CC=C3)02)C(C4=CC=CC=C
0.07839175 41)=0
S001 -0.633802264 0.633802264 | Excluido CC(c1ccec2cecccc12)NC(c(cc(cec1)N)c1Cl=0
(outlier)
S002 -1.878769905 1.878769905 | Excluido CC(cl1ccec2cecccc12)NC(c1c(C)ececec2c1ccn2CC1CNC
(outlier) 1)=0
S003 -1.536680793 1.536680793 | Excluido CC(c(cc1)cc2c1scc2)NC(c1c(C)ecc(N(C)C2CNC2)c1)
(outlier) =0
S004 -2.233673325 2.233673325 | Excluido CC(c1nccc2ecececec12)NC(c1c(C)eecc(N(C)C2CNC2)c)
(outlier) =0
S005 -1.720168563 1.720168563 | Excluido CC(c1ccec(-
(outlier) c2ccc(CN3CCNCC3)s2)c1)NC(c1¢c(C)ccc(NC2CNC2)
c1)=0
S006 -1.813433671 1.813433671 | Excluido CC(c1ccece(-
(outlier) c2ccc(CNC3CCN(C)CC3)s2)c1)NC(c1c(C)ccc(NC2C
NC2)c1)=0
S007 -1.998146285 1.998146285 | Excluido CC(c1ccec(-
(outlier) c2ccc(CNCC3CCNCC3)s2)c1)NC(c1c(C)cecc(NC2CN
C2)c1)=0
S008 -1.600697129 1.600697129 | Excluido CC(c1ccece(-
(outlier) c2ccc(CN3CCC3)s2)c1)NC(c1¢c(C)ccc(NC2CNC2)c1)
=0
S009 -1.297006411 1.297006411 | Excluido CCN(CC)C(SSC(N(CC)CC)=S)=s
(outlier)
S010 -2.012116991 2.012116991 Excluido CC(c1ccec2cecccc12)NC(c1¢(C)ees1)=0
(outlier)
S011 0.66250712 0.66250712 Excluido C=CCC(C(NC(Cc1c[nH]c2c1cccc2)C(NCclceceel)=
(outlier) 0)=0)NC(CCl)=0
S012 1.120564795 1.120564795 | Excluido S=C(N1CCOCC1)SSC(N1CCOCC1)=S
(outlier)
S013 -1.00036684 1.00036684 Excluido CN(CC1)CCN1C(SSC(N1CCN(C)CC1)=S)=S
(outlier)
S014 -0.658862599 0.658862599 | Excluido Oc1cc(OC(C(C2)0C(c(cc30)cc(0)c30)=0)c(cc3)cc(O
(outlier) )c30)c2c(0)c1
S015 -0.613457712 0.613457712 | Excluido CC1C(C(C(c2c3ccc4c2CCCC4(C)C)=0)=0)=C30C1
(outlier)
S016 -0.607811364 0.607811364 | Excluido Cc1coc(-c(ccc2c(C)ecee22)c2C2=0)c1C2=0
(outlier)
S017 -1.305176242 1.305176242 | Excluido Nc1cc(C(Nc2ccece3ceeec23)=0)c(C(F)(F)F)cec1
(outlier)
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S018 -1.719980133 1.719980133 | Excluido CCCCNC(Nc1cc(C(NC(C)c2ccee3ccececec23)=0)c(C)cc
(outlier) 1)=0

S019 -1.458257658 1.458257658 | Excluido CCCCC(Nc1cc(C(NC(C)c2ccee3ececec23)=0)c(C)cel)
(outlier) =0

S020 -1.13570937 1.13570937 Excluido Cc1c(C(N(CCC(0)=0)C2CCOCC2)=0)sc2c1c(F)ccc2
(outlier)

S021 -2.100109499 2.100109499 | Excluido CCn1c(ccec(NC(c2¢c(NC)snc2C)=0)c2)c2c2c1cecec2
(outlier)

S022 0.677604665 0.677604665 | Excluido CC(c(cceec1)e1CN(C)Cc(cc(cc1)O)c1ClL
(outlier)

S023 -0.90781259 0.90781259 Excluido CC(c1ccec2cececc12)N(C)Ce1ce(C)eee(O)et
(outlier)

S024 -1.302688659 1.302688659 | Excluido CC(c1ccec2cecccc12)N(C)Celceec(0)cet
(outlier)

S025 -0.70625787 0.70625787 Excluido CC(cl1ccec2cecccc12)N(C)Cc(cec1)ccc10
(outlier)

S026 -1.132746977 1.132746977 | Excluido CC(c1ccec2eceecc12)N(C)Ce(ce1)e(C)ec10
(outlier)

S027 -0.626653565 0.626653565 | Excluido CC(c1ccec2cecccc12)N(C)Cce(cec(O)c1)c1ClL
(outlier)

S028 -0.612655503 0.612655503 | Excluido CC(c1ccec2ececc12)N(C)Ce(cec(0)c1)ec10C
(outlier)

S029 -1.526354691 1.526354691 Excluido CC(c1ccec2eccecc12)N(C)Celenc(N)ne
(outlier)

5.1.2 Validacion QSAR

La Figura 18 muestra la relacién entre las actividades experimentales y predichas para los conjuntos de
entrenamiento y prueba, asi como la distribucién de los residuos asociados, permitiendo visualizar el
desempenio global del modelo.

Con el propdsito de evaluar cuantitativamente su desempefio, se calcularon parametros de validacién
interna y externa. La Tabla 2 presenta las métricas obtenidas para las ecuaciones evaluadas, incluyendo
coeficientes de determinacién, parametros de validacién cruzada, métricas de prediccidén externa y
estimadores de error.

(A) QSAR 2D training set (B) QSAR 2D test set (C) Dispersion de residuos

7 7 1.0
o od ©)
] O o O 0.5
O 6 3 S 6 3
Q.
o o o >
S. o _g @] OO %00-
S 5- @;D 25{ O© o 2
= 2 | o0 0.5
a -0.5+
S 8 ; y 41 . : L[, 1 m— E— S .
4 5 6 7 4 5 6 7 3 5 6 8

plCs, experimental plCsqo experimental plCsq experimental

Figura 18 Graficos de la actividad experimental frente a la actividad predicha para el conjunto de entrenamiento (A) y el conjunto de prueba
(B). Gréfico de distribucion de residuos (C). Los circulos negros representan el training set y los cuadrados rojos el test set. Todos los
compuestos se encuentran dentro de una unidad logaritmica de residuo (residuo = pICs, exp — pICs, pred)’".

Elmodelo QSAR fueron evaluados mediante parametros de validacion interna, externay aleatorizacion. El

numero 6ptimo de componentes PLS utilizado para cada modelo también se incluye en la Tabla 2.
Tabla 2 Parametros estadisticos utilizados para la validacién interna y externa del modelo QSAR.

Condicion Parametro Valor tope Resultado
1 r2 Lo maximo 0.8333

2 q° >0.5 0.770

3 q’F1 >0.7 0.817

4 q’F2 >0.7 0.817

5 q’F3 >0.7 0.984

6 MAE <0.5 0.237

7 ccC >0.85 0.905
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8 q’Y <0.5 0.0003
9 r’Y <0.6 0.118
10 I test >0.5 0.721
11 Fmtraining >0.5 0.83
12 rm test >0.5 0.7

13 RMSEP <0.5 0.35
14 PLS componentes - 5

R?: coeficiente de determinacion del ajuste; Q*: validacion cruzada leave-one-out; Q°F1, Q*F2 y Q%F3:
coeficientes de validacidn externa; r* test: coeficiente de determinacion del conjunto externo; MAE: error
absoluto medio; CCC: coeficiente de correlacion concordante; g°Y y r’Y: valores promedio obtenidos por
Y-randomization; rmz(training) y rm*(test): coeficientes rm? para entrenamiento y prueba; RMSEP: error
cuadratico medio de prediccion; PLS: numero éptimo de componentes del modelo.

5.1.3 Ecuacioén final del modelo QSAR de seleccion manual de descriptores

A partir del conjunto depurado de 113 moléculas y tras la aplicacién del método de regresion por minimos
cuadrados parciales (PLS), se obtuvo la ecuacién final del modelo QSAR, la cual describe la relacion
cuantitativa entre los descriptores moleculares seleccionados y la actividad inhibitoria expresada como
PICso.

A continuacidn, se presenta la ecuacion obtenida a partir del analisis PLS utilizando cinco componentes:

pIC,, = 3.84264 — 0.23411 nF — 0.79971nCl — 0.21961 n0 + 0.16803 ALogP + 0.04589 ALogP?

+ 0.00796 AMR + 0.00119 DPSA-3 + 0.2659 nAr + 0.17442 nBasic + 0.22252 nAcid
+ 0.07801 nHBDon + 0.00225 TopoPSA + 0.00145 VABC

donde:

e ALogP corresponde a la lipofilicidad molecular;

« ALogP?representa el cuadrado de la lipofilicidad;

e AMRes larefractividad molar;

o DPSA-3 corresponde a la diferencia entre la superficie parcial cargada positiva (PPSA-3) y la
superficie parcial cargada negativa (PNSA-3), descriptores que cuantifican la distribucion de carga
superficial molecular;

e nArindica el niumero de anillos aromaticos;

e nBasic corresponde al nimero de atomos de nitrégeno bésicos;

¢ nAcidindica el nimero de grupos acido carboxilico;

e nF corresponde al nimero de atomos de fluor;

e nClcorresponde al numero de atomos de cloro;

e nHBDon indica el numero de atomos donadores de enlaces de hidrégeno;

e nO corresponde al nUmero de atomos de oxigeno;

o TopoPSA es el area superficial polar topolégica;

e VABC corresponde al volumen de van der Waals calculado mediante contribuciones atémicas 'y
de enlace.

5.2 QSAR de seleccion via algoritmo genético

5.2.1 Analisis por algoritmo Generaciony Seleccion del Modelo QSAR

Una vez finalizada la simulacién mediante el algoritmo genético (AG), se registraron las 10 ecuaciones
con los valores mas altos de R?, las cuales fueron evaluadas como candidatas a modelos predictivos
finales (Figura 19). La simulacién analizé un total de 1533 descriptores, seleccionados de los 1875
originalmente calculados mediante PaDEL. La presencia o ausencia de estos descriptores a lo largo de
las generaciones se representa en la Figura 20, donde el color azul indica presenciay el rojo, ausencia.
Ambas figuras sugieren que la simulacion convergié adecuadamente dentro del limite de 1.000.000 de
generaciones. Los cédigos smiles de las moléculas originalmente analizadas se muestran en Anexo I.
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Figura 19 Evolucién del coeficiente de determinacién maximo (R a lo largo de las generaciones del algoritmo genético. Se destacan los diez
modelos con mayor R? obtenidos durante la simulacién, considerados candidatos a ecuaciones predictivas finales. La estabilizacion del R?
en las ultimas generaciones indica la convergencia del algoritmo dentro del limite de 1.000.000 de generaciones.

Frecuencia de los Descriptores Mas Usados a lo Largo de las Generacicnes
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Figura 20 Mapa de calor que muestra la frecuencia de seleccion de los descriptores moleculares durante la ejecucion del algoritmo genético.
Se evaluaron 1533 descriptores derivados de los 1875 calculados inicialmente con PaDEL. El color azul indica la presencia del descriptor en
los individuos seleccionados y el rojo su ausencia a lo largo de las generaciones. El patron observado evidencia la estabilizacion del proceso
evolutivo y la convergencia del modelo.

5.2.2 Analisis y Depuracion de Ecuaciones

Durante el analisis de las 10 ecuaciones, se llevd a cabo un proceso de depuracidén estadistica. Se
eliminaron cinco valores atipicos identificados en los descriptores, utilizando diagramas de cajay
criterios basados en el rango intercuartilico.
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Adicionalmente, se eliminaron ciertos descriptores por motivos de carencia de fundamento quimico o
por baja variabilidad. En particular, se excluyeron los siguientes:

e VR2_Dze, SpMAD_Dt, BCUTc-1ly SpMax3_Bhm: derivados de valores propios de matrices. Si
bien son utiles en contextos de inteligencia artificial, no tienen validez directa dentro del marco
QSAR.

e SddSss: descartado por baja variabilidad, ya que el 99.7% de sus valores permanecen
constantes.

Asimismo, se identificaron y eliminaron cuatro moléculas (Figura 21) cuyos perfiles descriptoriales
escapaban claramente de la distribucidon general del conjunto. Estas moléculas fueron detectadas
mediante graficos de distribucion individuales por descriptor (Figura 22), donde sus valores aparecian
como atipicos extremos:

e Molécula 106 y Molécula 110: Presentan valores extremos en descriptores como ATSCOp y varios
descriptores RDF. Ambas corresponden a estructuras de tipo péptidos ciclicos, lo que las aleja
estructural y funcionalmente del dominio quimico de las moléculas analizadas.

e Molécula 156: Se destaco en AATSCOc, ATSC1cy BCUTc-1l. Esta molécula posee un grupo acido
bordnico, poco frecuente en el conjunto principal.

e Molécula 177: Mostré valores extremos en AATS7iy MATS5e. Se trata de una molécula muy
pequenay clorada, con una arquitectura quimica claramente distinta al ndcleo aril-amida
predominante.

Estas estructuras difieren sustancialmente del dominio quimico general de la base de datos, el cual esta
compuesto principalmente por derivados de aril-amidas, pseudo-péptidos y compuestos
heterociclicos funcionalizados. Por tanto, su exclusion fue justificada con el objetivo de preservar la
homogeneidad estructural del conjunto y mejorar la robustez estadistica del modelo.

P e

Molécula 106 Molécula110
) °
OH al
() {4
OH \ —
N N cl
SN |
s o}
Molécula 156 Molécula 177

Figura 21 Moléculas con estructuras atipicas
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Figura 22 Distribuciones de valores de descriptores por cada molécula. Cada punto en rojo y su numero representa el numero de la

molécula.

Posteriormente, se evalud la multicolinealidad mediante el calculo del Factor de Inflacion de la
Varianza (VIF). Se eliminaron los descriptores que presentaban un VIF mayor a 5, ya que indicaban

colinealidad estadisticamente significativa entre variables, lo cual podria comprometer la estabilidad del

modelo (Tabla 3).

En particular, se eliminaron los siguientes descriptores:
¢ minaaCH: Eliminado en las ecuaciones 1y 2 por presentar un VIF de 8.61.
e ATSC1c: Eliminado en las ecuaciones 4, 5y 6 por un VIF de 6.65.
« RDF10e, RDF10i, RDF10m: Eliminados en las ecuaciones 7, 8, 10 respectivamente por presentar

valores de VIF superiores a 6.
Tabla 3. Descriptores eliminados por colinealidad (VIF > 5)

Ecuacion

Descriptor

VIF

minaaCH

8.61

minaaCH

8.61

ATSC1c

6.65

ATSC1c

6.65

ATSC1c

6.65
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7 RDF10e 6.48

8 RDF10i 6.38

10 RDF10m 6.12

Se observé que las ecuaciones 1,2, 7, 8,9y 10, asi como 4, 5y 6, presentaban estructuras idénticas. En
consecuencia, se decidié eliminar las ecuaciones redundantes, especificamente las ecuaciones 2, 5, 6,
7,8,9y10.

Posteriormente, se realizé una regresion final con las tres ecuaciones restantes (1, 3y 4), y se evalué como
se distribuian sus residuos. Se analizaron los residuos a 10, 1.50 y 20, observandose cuantas moléculas
serian eliminadas bajo distintos criterios de desviacion estandar (Figura 23). Con base en estos
resultados, se optd por aplicar el criterio mas estricto (1 desviacidon estandar 0=0.434 ), ya que incluso con
esta restriccion el nimero de moléculas retenidas seguia siendo estadisticamente significativo: 193
moléculas para la Ecuacién 1,y 194 para las Ecuaciones 3y 4. Las ecuaciones se reportan a continuacion
como las finales.

Regresion - eq1 Regresion - eq3 Regresion - eq4

Actividad Predicha
» S

Actividad Predicha
«

55 6.0 65 70 40 45 50
Actividad Real

55 60 65 70
Actividad Real

40 45 50

55 60 65 70 40 45 50
Actividad Real

Figura 23 Gréficos de dispersién entre la actividad bioldgica experimental (pICg, real) y la actividad predicha por los modelos QSAR
seleccionados (ecuaciones 1, 3y 4). La linea negra representa la relacion ideal (y = x), mientras que las lineas azules y rojas delimitan los
intervalos de error 10, *1.50y *20. La distribucion de los puntos alrededor de la linea ideal evidencia la capacidad predictiva de los modelos
y la ausencia de desviaciones sistematicas significativas.

5.2.3 Ecuaciones QSAR Seleccionadas

Tras la evaluacion por residuos y la seleccion basada en criterios de desviacion estandar, se
determinaron tres ecuaciones finales candidatas.

Ecuacién 1:

plC50 =0.1029 + 0.0223 AATS7i + 0.3997 ATSC1c + 0.0823 ATSCOp + 1.0415 MATS5e + 0.1358 C3SP2 -
0.3847 ETA_Beta_ns_d + 30.7332 AATSCOc + 0.0258 SaasC + 0.3410 n5Ring - 0.1633 n4Ring

Ecuacién 3:
plC50=1.7796 + 0.0149 AATS7i + 0.4199 ATSC1c + 0.0773 ATSCOp + 0.7698 MATS5e + 0.1304 C3SP2 -
0.2596 ETA_Beta_ns_d + 0.3517 n5Ring - 0.2245 n4Ring

Ecuacion 4:
plC50 =0.4600 + 0.0210 AATS7i + 0.0820 ATSCOp + 1.1181 MATS5e + 0.1220 C3SP2 - 0.3597
ETA_Beta_ns_d + 19.4572 AATSCOc - 0.0303 nHBd + 0.0316 SaasC + 0.3549 n5Ring - 0.2237 n4Ring

Se decidio eliminar la Ecuacion 3, ya que contiene un menor numero de descriptores, lo que se traduce
en una menor capacidad de interpretacién estructural y detallada en comparacion con las otras dos.
5.2.4 Validacion estadistica

A partir de esta decision, se realizé un analisis estadistico comparativo entre las Ecuaciones 1y 4. Este
analisis contemplé métricas de validacion como R (entrenamiento), Q* (validacion cruzada leave-one-
out), RMSE, MAE, CCC, R? (test), y los coeficientes F,, F,, F;, asi como los valores promedio szy r’Y de Y-
randomization. Los resultados se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4 Validacidn estadistica comparativa entre las Ecuaciones 1y 4.
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Métrica Ecuacion 1 | Ecuacién 4
r2 0.9257 0.9351
I’ test 0.9366 0.9163
P training 0.9257 0.9351
P test 0.9037 0.9137
q 0.9089 0.9254
a*F1 0.9381 0.9175
q*F2 0.9366 0.9163
q°F3 0.9796 0.978
MAE 0.1829 0.1749
CcccC 0.9676 0.9726
RMSEP 0.2274 0.2423
a’Y 0.0633 0.0686
Y 0.0054 0.0070
PLS componentes | 5 5

A partir de los valores estadisticos obtenidos, se observa que ambas ecuaciones presentan un
desempefio estadistico sélido. La Ecuacién 1 muestra un mayor R_test (0.9366) y menor RMSEP (0.2274),
lo cual indica mejor ajuste externo en términos de varianza. Sin embargo, la Ecuacion 4 fue seleccionada
como modelo QSAR final por cumplir de manera mas equilibrada con los criterios establecidos:

o Posee un Q*mas alto (0.9254), reflejando mejor capacidad predictiva interna.

e Tiene un MAE mas bajo (0.1749), lo que implica menor desviacidon promedio.

e Su CCC también es mas alto (0.9726), confirmando mayor concordancia entre valores

experimentales y predichos.

« Mantiene consistencia en los valores de q°F1, g°F2y g°F3.
En consecuencia, estos parametros respaldan la seleccidon de la Ecuacién 4 como el modelo mas robusto
y confiable para representar la relacién estructura-actividad de las moléculas evaluadas.
Adicionalmente, la Figura 24 muestra la distribucién de las moléculas correspondientes a los conjuntos
de entrenamiento y prueba utilizados para validar la Ecuacién 4.
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(A) Training Set - eq4 (B) Test Set - eq4 (C) Dispersion Residual eqd
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Figura 24 Evaluacion grafica del desempeno predictivo de la Ecuacion 4. (A) Relacion entre los valores experimentales y predichos de plCs,
para el conjunto de entrenamiento, mostrando un ajuste lineal adecuado. (B) Relacion entre valores experimentales y predichos para el
conjunto de prueba externo, evidenciando una buena capacidad predictiva del modelo. (C) Gréfico de dispersion de los residuos en funcién
del plC,, experimental, donde se observa una distribucion aleatoria alrededor de cero sin tendencias sistematicas, lo que confirma la
ausencia de sesgos y la robustez estadistica del modelo.

5.2.5 Significado de los descriptores seleccionados

A continuacidn, se presenta una descripcion detallada del significado quimico y matematico de cada
descriptor incluido en la Ecuacidn 4, con el fin de facilitar su interpretacion estructural dentro del modelo
QSAR:

1. AATS7i: Autocorrelacion de Broto-Moreau (lag 7), ponderada por potencial de ionizacion.

2. ATSCOp: Autocorrelacion centrada de Broto-Moreau (lag 0), ponderada por polarizabilidad.

3. MATS5e: Autocorrelaciéon de Moran (lag 5), ponderada por electronegatividad de Sanderson.

4. C3SP2: Numero de carbonos sp” en estructuras ciclicas.

5. ETA_Beta_ns_d: Descriptor electrotopolégico que mide la contribucién de electrones no
compartidos. Por cada atomo con capacidad directa de participar en resonancia con sistemas
aromaticos, se suma 0.5 al descriptor.

6. AATSCOc: Autocorrelacidon centrada de Broto-Moreau (lag 0), ponderada por electronegatividad del
carbono.

7. SaasC: Suma de electronegatividades de Sanderson para los &tomos de carbono.

8. n5Ring: Numero de anillos de 5 miembros.

9. n4Ring: Numero de anillos de 4 miembros.

10. nHBd: Nimero de donadores de enlaces de hidrégeno.

5.2.6 Predicciony diseino de nuevos compuestos

5.2.6.1 Compuestos derivados de chalconas y heterociclos

Con el objetivo de explorar el potencial bioldgico de nuevas estructuras derivadas de chalconas, se
aplicaron dos modelos QSAR previamente desarrollados en este trabajo: (i) un modelo basado en
seleccién evolutiva de descriptores moleculares y (ii) un modelo basado en descriptores fisicoquimicos
seleccionados manualmente. Ambos modelos se utilizaron para estimar los valores de pIC,, de las
estructuras disenadas y analizar la distribuciéon de actividad predicha dentro del conjunto molecular
evaluado.

La biblioteca molecular se construy6 a partir de chalconas precursoras, las cuales fueron utilizadas como
plataforma sintética para generar distintas familias heterociclicas. Las familias estructurales
consideradas en este estudio se muestran en la Figura 25, donde se resumen los esqueletos quimicos
evaluados.

Las estructuras fueron generadas mediante una estrategia combinatoria basada en la variacién de dos
fragmentos estructurales principales: R', derivado de la cetona aromética empleada en la condensacién
de Claisen-Schmidt, y R?, derivado del aldehido aromatico correspondiente.
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Figura 25 Familias estructurales evaluadas en el estudio. Las estructuras se generaron a partir de chalconas precursoras mediante
transformaciones sintéticas que permiten acceder a diferentes sistemas heterociclicos.

La generacion de la biblioteca molecular se realiz6 combinando cinco fragmentos derivados de cetonas
(R") con ocho fragmentos derivados de aldehidos (R?). Esta combinacion permitié obtener inicialmente 40
chalconas precursoras, las cuales posteriormente se transformaron conceptualmente en diferentes
familias heterociclicas. El esquema general de generacion de la biblioteca molecular se muestra en la
Figura 26.
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Figura 26 Estrategia de generacion de la biblioteca molecular utilizada para las predicciones QSAR. La combinacion de cinco fragmentos
derivados de cetonas (R ’) y ocho fragmentos derivados de aldehidos (Rz) permitié generar 40 chalconas precursoras, las cuales

A partir de estas combinaciones se generdé un total de 400 estructuras, las cuales fueron evaluadas
mediante ambos modelos QSAR para estimar sus valores de plC,, predicho.

5.2.6.1.1

Los valores de plC,, obtenidos mediante ambos modelos QSAR mostraron diferencias sistematicas entre
las distintas familias estructurales evaluadas, cada valor en particular se muestra en Anexo Il.

En términos generales, las chalconas precursoras presentaron los valores de actividad predicha mas
bajos dentro del conjunto analizado. En contraste, varias de las familias heterociclicas derivadas
mostraron incrementos en los valores de plC,, predichos.

Distribucion de actividad predicha por familia estructural
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En el modelo QSAR evolutivo, las familias heterociclicas derivadas de mayor complejidad estructural
presentaron los valores mas elevados dentro del rango de prediccidon del modelo. En particular, las
familias pirimidina-aminobenzimidazol y pirimido-benzimidazol concentraron varios de los valores mas
altos del conjunto. Asimismo, las familias 3,4-dihidropirazol y 2,3-dihidrobenzodiazepina mostraron
valores intermedios a altos dentro de este modelo.

En el modelo QSAR manual, los valores absolutos de plC, predicho se distribuyeron en un rango mas alto
en comparacion con el modelo evolutivo. En este caso, las familias benzodiazepina aromatica, pirimidina-
aminobenzimidazol y pirimido-benzimidazol presentaron los valores mas elevados dentro del conjunto
evaluado.

5.2.6.1.2 Influencia del fragmento derivado de la cetona (R")

El analisis de los fragmentos derivados de cetona utilizados para generar las chalconas precursoras
mostré que las combinaciones que incorporan sistemas aromaticos extendidos en el fragmento R’
presentaron valores de plC,, predicho mas altos dentro de varias familias estructurales.

En particular, las estructuras que incorporan fragmentos derivados de 1-acetilpireno y 9-acetilantraceno
aparecieron de manera recurrente entre las moléculas con mayores valores de actividad predicha en
ambos modelos QSAR. Por el contrario, los fragmentos derivados de sistemas aromaticos de menor
extensidn conjugada presentaron valores de actividad predicha mas moderados.

5.2.6.1.3 Influencia del fragmento derivado del aldehido (R?)

El analisis del fragmento derivado del aldehido mostré que ciertas sustituciones aromaticas en R® se
asociaron con valores de plCg, predicho mas elevados dentro de distintas familias estructurales.

Entre los fragmentos aldehidicos evaluados, las combinaciones que incorporan 4-isopropilbenzaldehido
y cinamaldehido aparecieron con mayor frecuencia entre las moléculas con valores de actividad predicha
mas altos dentro del conjunto evaluado. Por otra parte el fragmento p-(trifluorometil)benzaldehido
destaca en el QSAR evolutivo mas no exhibe una tendencia alta en el QSAR manual.

5.2.6.1.4 Comparacion entre los modelos QSAR

Los dos modelos QSAR mostraron diferencias en la magnitud absoluta de los valores de plC,, predichos,
siendo el modelo manual el que presentd valores globalmente mas elevados que el modelo evolutivo. Sin
embargo, al analizar las tendencias estructurales dentro del conjunto evaluado, ambos modelos
mostraron coincidencias en varios aspectos.

Ambos modelos identificaron una mayor actividad predicha en las familias heterociclicas derivadas en
comparacién con las chalconas precursoras, asi como una tendencia favorable asociada a fragmentos
aromaticos extendidos en R’y a determinadas sustituciones aromaticas en R%.

Los valores completos de pIC,, predicho para las 400 estructuras, junto con la familia estructural
correspondiente y los fragmentos R'y R® asociados, se presentan en el Anexo Il.

5.2.6.2 Compuestos derivados de benzimidazoles

Otra familia evaluada correspondi6 a los derivados de benzimidazol, cuya estructura general se muestra
en la Figura 27. Esta serie fue incluida dentro del analisis predictivo debido a que incorpora un nucleo
aromatico rigido y una elevada densidad de atomos de nitrogeno, caracteristicas estructurales de interés
dentro del disefno de heterociclos potencialmente bioactivos. Los valores de plC50 predicho obtenidos
para esta familia mediante ambas ecuaciones QSAR se presentan en la Tabla 5.
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Estructura general de los derivados de benzimidazol
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Figura 27 Esquema estructuras de benzimidazoles evaluados
Molécula plCs0QSAR Evolutivo plCso QSAR manual
Benzimidazol 1 5.258818 6.78481339
Benzimidazol 2 5.364227 6.79515075
Benzimidazol 3 5.314317 6.77879663
Benzimidazol 4 5.413341 6.79019524
Benzimidazol 5 5.389899 6.74801064
Benzimidazol 6 5.490197 6.76076754

Tabla 5 Benzimidazole con usvalor de pI/Cso en ambos modelos de QSAR

En términos generales, ambas ecuaciones predijeron actividades dentro de un intervalo relativamente
estrecho para los seis compuestos analizados, lo que sugiere un comportamiento homogéneo de la serie.
La ecuacién QSAR evolutiva entregé valores comprendidos entre 5.26 y 5.49, mientras que la ecuacion
QSAR manual predijo valores mas altos, en un rango de 6.75 a 6.80. Por tanto, aunque ambas
aproximaciones difirieron en la magnitud absoluta de la actividad estimada, coincidieron en que las
variaciones estructurales dentro de esta familia producen diferencias moderadas mas que cambios
drasticos en la respuesta predicha.

Respecto a la priorizacién interna de los compuestos, ambas ecuaciones mostraron coincidencias
parciales. En ambos casos, Benzimidazol 2 y Benzimidazol 4 se ubicaron entre los compuestos con
mejores valores predichos de actividad, lo que sugiere una tendencia favorable asociada a estas
combinaciones de sustituyentes. En contraste, Benzimidazol 1 presenté uno de los valores mas bajos en
ambas aproximaciones. Sin embargo, también se observaron diferencias entre los modelos,
particularmente en los compuestos 5 y 6: mientras la ecuacion evolutiva predijo el mejor valor para
Benzimidazol 6, la ecuacion manual favorecio levemente a Benzimidazol 2 y Benzimidazol 4.

5.3 Virtual screening

5.3.1 Validacion molécula referencia GRL-0617

El docking rigido realizado sobre GRL-0617 generd diez poses de unién. La pose reportada por Autodock

gpu presenté un puntaje de -7.83 y un RMSD de 0,43 A respecto a la conformacién cristalografica del

ligando de referencia en la estructura 7CJM, lo que indica una excelente reproduccién del modo de unién

experimental, ademas demord 0.6s en terminar el calculo.

La Figura 28 muestra la superposicién entre la estructura cristalografica de PLpro en complejo con GRL-

0617 y la pose obtenida mediante docking rigido. La proteina cristalografica se representa en color gris,
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mientras que la estructura obtenida por docking se muestra en verde. La coincidencia espacial observada
en el sitio activo evidencia una alta concordancia entre ambas conformaciones, consistente con el bajo
valor de RMSD obtenido (0,43 A).

A\

Figura 28 Superposicion estructural entre la conformacion cristalogréfica de PLpro en complejo con GRL-0617 y la pose obtenida mediante
docking rigido.(A) Estructura cristalografica del complejo PLpro—-GRL-0617.(B) Pose mejor clasificada obtenida por docking rigido.(C)
Superposicion de ambas estructuras, donde la proteina cristalografica se muestra en gris y la estructura obtenida por docking en verde.(D)
Vista ampliada del sitio activo mostrando la coincidencia espacial entre el ligando cristalografico (amarillo) y la pose dockeada (verde).

5.3.2 Desempeno analisis molecular

Las familias quimicas evaluadas incluyeron aminopirimidinas, benzimidazoles,
benzodiazepinas,benzamidas, benzotiofenos y derivados pirimidina—benzimidazol, asi como sistemas
fusionados tipo pirimido-benzimidazol (Figura 29). Con el fin de estimar la disponibilidad quimicay la
viabilidad de cribado virtual, se consulté la plataforma PubChem en mayo de 2025, la cual report6 el
numero de compuestos disponibles para cada familia (Tabla 6). Asimismo, se registraron los tiempos de
procesamiento requeridos para el analisis de cada conjunto molecular, los cuales se presentan de forma
comparativa en la Tabla 6.
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Figura 29 Nucleos heterociclicos presentes en el analisis de virtual screening.
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Tabla 6 Nombres de familia quimica analizada, el nimero de moléculas analizadas y el tiempo de computo.

Nombre de familia Numero reportado por Tiempo de computo
Quimica Pubchem
Aminopirimidinas 778 14min 53s
Benzimidazoles 334974 7 dias 12h 59min 54s
Benzodiazepinas 15187 6h 11min 52s
Benzamidas 2669895 34 dias 8h 38min 6s
Benzotiofeno 288626 6 dias 12h 21min 22s
Pirimidina- 627 10min 39s
aminobenzimidazol
Pirimido-benzimidazol 2080 33min 12s

5.3.3 Ranking por afinidad
Los compuestos pertenecientes a las siete familias de heterociclos fueron analizados mediante estudios
de acoplamiento molecular. Los puntajes correspondientes a las diez moléculas mejor clasificadas se

resumen en la Tabla 7, mientras que sus estructuras quimicas se muestran en la Figura 30.

Tabla 7 Puntaje del virtual screening obtenido.

Ranking | Aminopirimidinas | Benzimidazoles | Benzodiazepinas | Benzamidas

1 -5.29 -9.34 -14.00 -8.86

2 -5.17 -9.26 -13.46 -8.81

3 -5.12 -9.19 -12.57 -8.78

4 -5.08 -9.17 -12.53 -8.78

5 -5.08 -9.17 -12.33 -8.74

6 -5.07 -9.02 -12.28 -8.72

7 -5.06 -9.01 -12.23 -8.71

8 -5.03 -8.97 -12.23 -8.70

9 -5.02 -8.93 -12.18 -8.69

10 -4.96 -8.93 -12.16 -8.69

Ranking | Benzotiofeno Pirimidina- Pirimido-
aminobenzimidazol | benzimidazol

1 -9.50 -11.33 -12.58

2 -9.29 -11.27 -11.97

3 -9.16 -11.22 -11.72

4 -8.72 -11.16 -11.62

5 -8.66 -11.09 -11.56

6 -8.60 -11.06 -11.35

7 -8.59 -11.01 -11.34

8 -8.57 -11.01 -11.32

9 -8.54 -11.01 -11.13

10 -8.53 -10.98 -11.03
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La Figura 31 muestra la distribucién de afinidad de las moléculas mejor posicionadas dentro del Top 10.

Distribucion de afinidad del Virtual Screening
GRL-0617

Aminopirimidinas

1
1
1
I -
: - Benzamidas
: — Benzimidazoles
I
: — Benzotiofenos
: — Pirimidina-aminobenzimidazol
1 - .
1 ——— Pirimido-benzimidazol
1
: — Benzodiazepinas
1
-4 -5 6 -7 8 =] -10 -11 -12 -13 -14 -15

Figura 31 Distribucion de afinidad de las moléculas Top 10 por familia quimica. La linea discontinua indica la afinidad del ligando de
referencia GRL-0617.

5.3.4 Comparacion de GRL-0617 poses top 1

La Figura 32A muestra la superposicidon de las poses top-1 obtenidas para los compuestos seleccionados
dentro de la cavidad asociada al sitio alostérico cercano al aminoacido Tyr268 de PLpro. En los paneles
B-H, la superposicién con el ligando de referencia GRL-0617 (representado en gris translucido) permite
comparar la orientacion relativa de cada familia dentro del sitio activo.

Las aminopirimidinas (B) presentan una ocupacion parcial del bolsillo y un solapamiento limitado con el
ligando de referencia. Las benzodiazepinas (D) muestran una orientacién mas definida dentro de la
cavidad, con sus anillos aromaticos ubicados en regiones similares a las ocupadas por GRL-0617.

Los benzimidazoles (C), benzotiofenos (F) y los hibridos pirimidina—aminobenzimidazol (G) y pirimido-
benzimidazol (H) ocupan extensamente el bolsillo y presentan un solapamiento parcial con el ligando de
referencia. Por su parte, las benzamidas (E) adoptan orientaciones mas extendidas hacia regiones
periféricas del sitio.

>

>

Figura 32 A) Vista general del sitio de unién alostérico de PLpro mostrando la superposicion de las poses Top 1 obtenidas para los compuestos
seleccionados dentro del bolsillo de unién. (B) Aminopirimidinas.(C) Benzimidazoles.(D) Benzodiazepinas.(E) Benzamidas.(F)
Benzotiofenos.(G) Pirimidina-aminobenzimidazoles.(H) Pirimido-benzimidazoles.(l) Ligando de referencia GRL-0617.En los paneles
(B-H), cada ligando se muestra superpuesto con el ligando de referencia GRL-0617, representado en color gris translucido, con el
fin de facilitar la comparacion espacial y evaluar la coincidencia en el modo de unién dentro del sitio activo.

5.3.5 Prediccion Virtual screening ecuaciones QSAR

La Tabla 8 muestra los valores de plC,, predicho para las moléculas finales calculados mediante los
modelos QSAR manual y QSAR evolutivo. El modelo manual presentd valores entre 6.151850791 y
10.91787802, mientras que el modelo evolutivo mostré valores entre 4.0298087 y 7.5065760. En ambos
modelos, aminopirimidina correspondié al compuesto con menor actividad predicha. Asimismo,
benzimidazol se mantuvo entre los compuestos con mayor actividad predicha en ambos enfoques,
mostrando valores muy proximos entre si. Benzodiazepina y benzamida también presentaron una
ubicacién intermedia a alta en ambas predicciones. En contraste, las mayores diferencias entre los
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modelos se observaron para pirimido-benzimidazoly pirimidina-aminobenzimidazol, que presentaron los
valores mas altos en el modelo manual, pero no en el modelo evolutivo.

Tabla 8 Valor predicho de pICso para el Top 1 de las moléculas del Virtual Screening.

Molécula Top1 plCso QSAR manual plCso QSAR evolutivo
Aminopirimidina 6.151850791 4.0298087
Benzimidazol 7.476959642 7.5065760
Benzamida 7.023729789 6.3906366
Benzodiazepina 7.747255524 6.6246253
Pirimidina-aminobenzimidazol 10.37493948 7.2381732
Pirimido-Benzimidazol 10.91787802 6.6077736

5.4 Docking inducido (induced fit docking)

5.4.1 Validaciéon molécula referencia GRL-0617

Con el fin de evaluar el desempeno del procedimiento de Induced Fit Docking, se utilizd el inhibidor de
referencia GRL-0617, cuyo modo de unién se compara con un el modelo cristalizado.

La Figura 33 muestra la superposicion entre la estructura cristalografica del complejo proteina-ligandoy
la pose obtenida mediante Induced Fit Docking. En esta representacion, la proteina correspondiente a la
estructura cristalografica se muestra en color gris, mientras que la estructura optimizada mediante el
protocolo de Induced Fit Docking se representa en color verde. En la parte inferior de la figura se observa
la superposicidon de ambas poses del ligando dentro del sitio de unidn.

Figura 33 Validacion del protocolo de Induced Fit Docking utilizando el inhibidor de referencia GRL-0617. (A) Estructura del complejo PLpro-
GRL-0617 obtenida a partir de la estructura cristalogréfica, mostrando el ligando en el sitio de union.(B) Pose de GRL-0617 obtenida
mediante Induced Fit Docking, representada dentro del sitio de unién de PLpro. (C) Superposicion entre la estructura cristalogréfica (gris) y
la estructura obtenida mediante Induced Fit Docking (verde), mostrando la coincidencia entre ambas conformaciones del complejo
proteina-ligando.(D) Vista ampliada del sitio de unién mostrando la superposicion de la pose cristalografica y la pose obtenida mediante
Induced Fit Docking para el ligando GRL-0617.

El docking de GRL-0617 produjo un XP GScore de -5.572y un RMSD de 1.679 A respecto a la pose
cristalogréfica.

Adicionalmente, se generaron diagramas de interaccion bidimensional para la estructura cristalografica
y para la pose obtenida mediante Induced Fit Docking, los cuales se muestran en la Figura 34. Estos
diagramas permiten visualizar las interacciones establecidas entre el ligando y los residuos del sitio de
union.
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Figura 34 Comparacion de las interacciones ligando—-proteina para GRL-0617 en la estructura cristalogréfica y en la pose obtenida mediante
Induced Fit Docking.(A) Diagrama de interaccion bidimensional correspondiente al complejo cristalografico PLpro—-GRL-0617, mostrando
los residuos del sitio de unidn que interactidan con el ligando.(B) Diagrama de interaccion bidimensional correspondiente a la pose de GRL-
0617 obtenida mediante Induced Fit Docking, donde se observan los residuos del bolsillo de unién involucrados en interacciones con el
ligando.

5.4.2 Docking molecular de chalconas y derivados de chalconas en PLpro

Con el objetivo de evaluar el comportamiento de unién de la biblioteca molecular disefiada frente al sitio
activo de PLpro, se analizaron los valores de XP GScore obtenidos mediante docking molecular para todas
las estructuras generadas. La biblioteca esta compuesta por derivados de chalcona y siete familias
heterociclicas derivadas de estas, cuyas estructuras generales se muestran en la Figura 25. Estas
moléculas fueron generadas mediante una estrategia combinatoria basada en la variacién de dos
fragmentos estructurales principales: R", derivado de la cetona aromatica utilizada en la condensacién de
Claisen-Schmidt, y R?, derivado del aldehido aromatico correspondiente.

Las 400 estructuras generadas fueron sometidas a estudios de docking molecular en el sitio alostérico
adyacente al residuo Tyr268 de PLpro. Para cada compuesto se considerd el XP GScore correspondiente
a la mejor pose de unién. El listado completo de las moléculas evaluadas junto con sus respectivos
valores de XP GScore se presenta en el Anexo |l.

La distribucion global de los valores de XP GScore obtenidos para la biblioteca molecular se muestra en
la Figura 35. En esta representacion se observa que una proporcion importante de las moléculas
evaluadas presenta valores de docking mas favorables que el obtenido para el ligando de referencia.
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Figura 35 Distribucion global de chalconas y derivados de chalconas con respecto al XP GScore la linea de referencia es el ligando GRL-0617
con su puntaje de XP GScore :-5.5720.

Al analizar la distribucidn de los valores de docking segun las familias estructurales evaluadas, se observa
gue todas las familias presentan compuestos con valores de XP GScore mas negativos que el del ligando
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de referencia GRL-0617 (-5.572). En cada familia se identifican multiples estructuras con energias de
docking inferiores a dicho valor, como se muestra en la Figura 36.

Distribucién XP GScore por familia
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Figura 36 Distribucion de los valores de XP GScore obtenidos mediante docking molecular para las diferentes familias estructurales
evaluadas. Cada punto representa el valor correspondiente a la mejor pose de union de una molécula individual. La linea punteada indica el
valor de XP GScore del ligando de referencia GRL-0617.

En particular, las familias pirimidina-aminobenzimidazol, pirimido-benzimidazol y benzodiazepinas
aromaticas presentan una proporciéon importante de compuestos con valores de XP GScore inferiores a
-7 , observandose ademas varias estructuras con valores cercanos o inferiores a -9 dentro del conjunto
analizado.

Las familias chalconas y aminopirimidinas muestran igualmente distribuciones amplias de valores de
docking, con multiples compuestos localizados por debajo del valor correspondiente al ligando de
referencia. De manera similar, las familias 2,3-dihidrobenzodiazepinas y 3,4-dihidropirazoles presentan
distribuciones de XP GScore que abarcan un rango amplio dentro de la biblioteca evaluada.

La distribucién de los valores de XP GScore en funcién del fragmento R' muestra variaciones moderadas
entre los diferentes sistemas aromaticos derivados de las cetonas evaluadas, como se observaen la
Figura 37. En todos los casos se identifican multiples compuestos con valores de docking mas negativos
que el delligando de referencia GRL-0617.

Los fragmentos derivados de pireno, antraceno y naftaleno presentan distribuciones de XP GScore con
medianas cercanas a -7 ,mostrando ademas una dispersidon amplia de valores dentro de cada grupo
estructural. Por su parte, el fragmento derivado de fenilo presenta una distribucién de valores similar,
con multiples compuestos ubicados en el rango aproximado de -6 a -8 dentro del conjunto evaluado.

Distribucién XP GScore por cetona (R?)
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Figura 37 Distribucién de los valores de XP GScore obtenidos mediante docking molecular en funcién del fragmento R” derivado de la
cetona utilizada en la condensacion de Claisen-Schmidt. Cada punto representa el valor correspondiente a la mejor pose de unién de una
molécula individual. La linea punteada indica el valor de XP GScore del ligando de referencia GRL-0617.

La distribucién de los valores de XP GScore en funcion del fragmento R*> muestra variaciones entre los
diferentes sustituyentes aromaticos derivados de los aldehidos evaluados, como se observa en la Figura
38. En todos los casos se identifican compuestos con valores de docking mas negativos que el del
ligando de referencia GRL-0617 .

Los sustituyentes p-nitrofenilo, cinamilo y p-isopropilfenilo presentan distribuciones de XP GScore con
medianas cercanas a —6.5a -7, observandose ademas multiples estructuras con valores inferiores a -7
dentro del conjunto evaluado.
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De manera similar, los fragmentos p-dimetilaminofenilo, 4-hidroxi-3-metoxifenilo, o-hidroxifenilo, p-
aminofenilo y p-trifluorometilfenilo presentan distribuciones amplias de valores de docking dentro de
rangos comparables, con compuestos distribuidos aproximadamente entre -6y —8.5.

Distribucién XP GScore por aldehido (R2)
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Figura 38 Distribucidn de los valores de XP GScore obtenidos mediante docking molecular en funcién del fragmento R” derivado del
aldehido utilizado en la condensacion de Claisen-Schmidt. Cada punto representa el valor correspondiente a la mejor pose de unidon de una
molécula individual. La linea punteada indica el valor de XP GScore del ligando de referencia GRL-0617.

Con el fin de visualizar el efecto conjunto de la familia estructural y de los fragmentos aromaticos
presentes en la biblioteca evaluada, se calcularon las medianas de XP GScore para las diferentes
combinaciones estructurales, cuyos resultados se muestran en la Figura 39. El andlisis de los mapas de
calorrevela variaciones en los valores medianos de docking dependiendo tanto de la familia heterociclica
como de los fragmentos derivados de la cetona (R") y del aldehido (R?).

En relacidon con el efecto del sustituyente R2, se observan diferencias en los valores medianos de XP
GScore entre las distintas familias estructurales. En general, las familias pirimidina-aminobenzimidazol,
pirimido-benzimidazol y dihidrobenzodiazepina presentan valores medianos mas favorables en
comparacién con otras familias de la biblioteca. Dentro de estas familias destacan particularmente las
combinaciones que incluyen los sustituyentes p-dimetilaminofenilo (p-DMA) y p-isopropilfenilo, que
muestran valores medianos maés negativos en varias de las familias evaluadas. En contraste, los
sustituyentes o-hidroxifenilo y p-CF; presentan en algunos casos valores medianos menos favorables,
especialmente dentro de las familias aminopirimidina y chalcona. Por otra parte, las familias
dihidropirazoly pirazol muestran una distribucién mas homogénea de los valores medianos de XP GScore
entre los diferentes fragmentos R® considerados.

Por otro lado, el anélisis del fragmento R' derivado de la cetona muestra que los diferentes sistemas
aromaticos evaluados presentan valores medianos relativamente comparables entre si en varias de las
familias estructurales. Los fragmentos derivados de pireno, antraceno y naftaleno muestran
distribuciones similares de XP GScore dentro de varias familias, mientras que el fragmento fenilo presenta
en algunos casos valores medianos ligeramente mas favorables, particularmente dentro de las familias
pirimidina-aminobenzimidazol, pirimido-benzimidazol y pirazol. En contraste, dentro de la familia
chalcona el fragmento antraceno muestra valores medianos menos favorables en comparacién con los
demas fragmentos derivados de la cetona evaluados.

Finalmente, el analisis de las combinaciones directas entre los fragmentos R’ y R? evidencia variaciones
moderadas en los valores medianos de XP GScore dependiendo de la combinacidon especifica de
fragmentos aromaticos. Entre las combinaciones que presentan valores medianos mas favorables se
encuentran aquellas que incluyen el sustituyente p-DMA o p-isopropilfenilo en R*> combinados con
fragmentos aromaticos en R' como fenilo o algunos sistemas policiclicos. En contraste, combinaciones
que incluyen los sustituyentes p-CF; u o-hidroxifenilo presentan en varios casos valores medianos menos
favorables, particularmente cuando se combinan con el fragmento antraceno. En general, los fragmentos

97



derivados de naftaleno muestran valores relativamente consistentes entre los distintos sustituyentes R*
considerados.

A. Familia x R?

I Chalcona

Il Aminopirimidina
1l DHBZD (R)

Il DHBZD (S)

IV DHPZ (R)

IV DHPZ (S}

V Pyr-ABI

W1 Pyrimida-BI

Figura 39 Mapas de
calor de la mediana de
XP GScore obtenida
para las  distintas
combinaciones
estructurales de la
biblioteca evaluada
frente al sitio alostérico
de PLpro. El panel A
muestra la distribucion
de los valores
medianos de XP
GScore en funcion de la
familia estructural y del
sustituyente R?
derivado del aldehido,
el panel B presenta el
efecto del fragmento R’
derivado de la cetona
sobre las diferentes
familias evaluadas y el
panel C resume el
efecto combinado de
los fragmentos R' y R?
independientemente
del nucleo
heterociclico. Los
5 colores representan la
mediana del XP GScore
Sustituyente R? (aldehido) calculada para cada
combinacioén
estructural. Con el fin de mejorar la legibilidad de la figura se utilizaron abreviaciones para los fragmentos aromaticos, donde Pireno
corresponde al derivado de acetilpireno, 9-Antraceno al derivado de acetilantraceno, 1-Naftilo y 2-Naftilo a los derivados de 1- y 2-
acetilnaftaleno respectivamente y Fenilo al derivado de acetofenona. De manera anéloga, los fragmentos R? se representan como p-Nitro
para p-nitrofenilo, p-DMA para p-dimetilaminofenilo, Vainillina para el fragmento 4-hidroxi-3-metoxifenilo, Cinamilo para el sustituyente
cinamilo, o-Hidroxifenilo para el derivado orto-hidroxifenilo, p-Isopropil para p-isopropilfenilo, p-Amino para p-aminofenilo y p-CF; para p-
trifltuorometilfenilo.
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5.4.3 Docking molecular de derivados de benzimidazol

Los valores de afinidad obtenidos mediante docking molecular para los derivados benzimidazol se
resumen en la Tabla 9, mostrando una variacion moderada en los valores de XP GScore entre los
compuestos evaluados. En general, los valores se distribuyen entre -4.352 y -7.259, evidenciando
diferencias en la capacidad de acoplamiento dentro del sitio activo de PLpro. Entre los compuestos
analizados, benzimidazol 1 presenté el valor mas favorable (-7.259), seguido por benzimidazol 5 (-7.013),
indicando una mayor afinidad relativa dentro de esta serie. En contraste, benzimidazol 3 mostré el valor
menos favorable (-4.352), mientras que benzimidazol 2 también presentd un puntaje relativamente alto
(-4.660). Los compuestos benzimidazol 4 y benzimidazol 6 exhibieron valores intermedios, con XP
GScores de -6.032y -5.541, respectivamente.

La Figura 40 muestra la superposicion de las poses obtenidas por docking para los derivados benzimidazol
dentro del bolsillo de uniéon de PLpro, comparadas con la orientacidon cristalografica del ligando de
referencia GRL-0617. En términos generales, los compuestos evaluados presentan una orientacion
consistente dentro del sitio de unidn, ocupando una region similar del bolsillo adyacente al loop BL2. En
los paneles A-F, correspondientes a benzimidazol 1-6, se observa que el nucleo aromatico del sistema
benzimidazol se orienta hacia la region hidrofédbica del bolsillo, mientras que los sustituyentes
heteroaromaticos se proyectan hacia zonas mas expuestas del sitio activo. En particular, los compuestos
con valores de docking mas favorables (benzimidazol 1 y benzimidazol 5) muestran una superposicion
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mas cercana con la orientacion del ligando cristalografico, manteniendo una disposicion espacial similar
del sistema aromatico principal dentro de la cavidad.

En la Figura 41 se observa que los derivados benzimidazol se acomodan dentro del bolsillo de unién de
PLpro y presentan principalmente interacciones hidrofébicas, junto con contactos puntuales de tipo
puente de hidrégeno y m—Tt stacking. Entre los compuestos evaluados, benzimidazol 1 y benzimidazol 5
muestran una ocupacion mas definida del bolsillo y conservan un patrén de interaccidon mas favorable. En
particular, en benzimidazol 1 se aprecia una interaccidn por puente de hidrégeno, mientras que en otros
derivados, como benzimidazol 5, predominan los contactos aromaticos compatibles con -1t stacking
dentro del sitio de unién. En contraste, los compuestos con menor puntaje, como benzimidazol 2 y
benzimidazol 3, mantienen su insercion en el bolsillo, pero exhiben un patrén de interacciones mas

limitado.

Tabla 9 XP GScore Benzimidazoles
Molécula XP GScore
Benzimidazol 1 -7.259
Benzimidazol 2 -4.660
Benzimidazol 3 -4.352
Benzimidazol 4 -6.032
Benzimidazol 5 -7.013
Benzimidazol 6 -5.541

( J Y | 3 Figura 40

Superposicion de las
poses del
acoplamiento
molecular de los
derivados
benzimidazol dentro
del sitio activo de
PLpro. En cada panel
se muestra la pose
obtenida por docking
(representada en
barras) superpuesta
con la pose
cristalogréfica del
ligando de referencia
del complejo PLpro-
GRL-0617 (PDB:
7CJM), representada
en transparencia. Los
paneles corresponden
a los compuestos
evaluados: (A)
benzimidazol 1, (B)
benzimidazol 2, (C)
benzimidazol 3, (D)
benzimidazol 4, (E)
benzimidazol 5 y (F)
benzimidazol 6. La
proteina se muestra en
representacioén de
cintas coloreadas para
cada sistema,
permitiendo visualizar
la orientacién relativa
de los ligandos dentro

del bolsillo de union.
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Figura 41. Los diagramas de interaccion 2D muestran que todos los derivados benzimidazol se acomodan dentro del bolsillo de union de
PLpro. En general, los compuestos presentan principalmente interacciones hidrofébicas, junto con contactos especificos de tipo m—mt stacking
y puentes de hidrégeno. Entre los derivados evaluados, benzimidazol 1 presenta una interaccion por puente de hidrégeno, mientras que
benzimidazol 5 muestra contactos compatibles con m—mt stacking asociados al sistema aromatico del ligando. En contraste, benzimidazol 2 y
benzimidazol 3 exhiben un patron de interaccion mas limitado, consistente con los valores de docking menos favorables observados para
estos compuestos

5.4.4 Docking molecular de moléculas Top 1 del Virtual Screening

En el andlisis de docking flexible de las moléculas top 1 provenientes del virtual screening, obteniendo
diferentes valores de puntaje de interaccion mostrados en la Tabla 10,la familia benzimidazol presenté el
valor mas favorable de XP GScore (-6.858), seguida muy de cerca por aminopirimidina (-5.291). En un
segundo nivel se ubicaron benzotiofeno y pirimidina aminobenzimidazol, ambos con un valor de -6.572,
mientras que benzodiazepina mostré un puntaje intermedio de -6.386. Los valores menos favorables
dentro de este conjunto correspondieron a pirimido benzimidazol (-5.937) y benzamida (-5.895).

Los diagramas bidimensionales(Figura 42) de interaccion evidenciaron un patrén recurrente de
reconocimiento molecular en torno aresiduos del bolsillo, destacando contactos frecuentes con Leu162,
Gly163, Asp164, Val165, Arg166, Tyr264, Tyr273, Asn267 y Gln269.

La superposicioén tridimensional de los complejos (Figura 43) mostré que las distintas familias quimicas
se localizaron en una regién comun del sitio de unién, con una conservacién general del acomodo global
de la proteina y variaciones principalmente en la orientacidn fina de los ligandos dentro del bolsillo. En
todos los casos, los compuestos ocuparon una cavidad comparable a la observada para el ligando de
referencia GRL-0617, aunque con diferencias en la extension espacial de sus sustituyentes y en la manera
en que cada andamiaje se proyecto hacia los bordes del sitio de union.

Tabla 10 valores de Xp Gscore del top1 de cada familia molecular de Virtual Screening.

Molécula top 1 Virtual screening Xp Gscore
Aminopirimidina -5.291
Benzimidazol -6.858
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Benzodiazepina -6.386
Benzamida -5.895
Benzotiofeno -6.572
Pirimidina aminobenzimidazol -6.572
Pirimido benzimidazol -5.937

Figura 42 Diagramas bidimensionales de interaccion proteina-ligando para los complejos analizados.Los paneles muestran las interacciones
del sitio de unidn entre la proteina y los distintos compuestos: (A) aminopirimidina, (B) benzimidazol, (C) benzamida, (D) benzodiazepina, (E)
benzotiofeno, (F) amino-pirimido-benzimidazol, (G) pirimido-benzimidazol y (H) GRL-0617.

Figura 43 Comparacién estructural de los complejos proteina-ligando representativos para las distintas familias quimicas analizadas. (A)
Superposicion global de las conformaciones proteicas en presencia de los distintos ligandos. La proteina se muestra solo el backbone y cada
complejo se distingue por un color: aminopiridina (beige), benzimidazol (lila claro), benzodiazepina (celeste), benzotiofeno (salmdn), GRL-
0617 (blanco), amino-pirimido-benzimidazol (rosado intenso), pirimido-benzimidazol (amarillo) y benzamida (verde). (B) Complejo con
aminopiridina. (C) Complejo con benzimidazol. (D) Complejo con benzamida. (E). Complejo con benzodiazepina (F) Complejo con
benzotiofeno (G) Complejo con amino-pirimido-benzimidazol. (H) Complejo con pirimido-benzimidazol. () Complejo con GRL-0617. En todos
los paneles, los ligandos se muestran en representacion de sticks, con los heterodtomos coloreados segtn la convencidn estandar, también
estd incluido la posicién del ligando de referencia.
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5.5 Dinamica molecular

5.5.1 Analisis comportamiento solo proteina

Las simulaciones de Dinamica molecular mostraron una convergencia consistente entre las réplicas,
evidenciada por la estabilizacion del RMSD a lo largo del tiempo de simulacién (Figura 44). El analisis de
RMSF identificd una region de mayor movilidad en el loop BL2, donde el residuo Tyr268 presentod la
fluctuacién mas elevada, un valor promedio de 5.48 A, indicando una marcada flexibilidad local (Figura
45).
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Figura 44 Evolucidon temporal del RMSD de la proteina durante la simulacién de dinamica molecular del sistema APO. Las lineas grises
corresponden a las tres réplicas independientes de la simulacion, mientras que la linea negra representa el promedio de las trayectorias. El
eje x muestra el tiempo de simulacion (ns) y el eje y el RMSD (f\) calculado respecto a la estructura inicial.
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Figura 45 Fluctuacion cuadratica media por residuo (RMSF) de la proteina durante la simulacién de dinamica molecular del sistema APO.
Las lineas grises corresponden a las tres réplicas independientes de la simulacion, mientras que la linea negra representa el promedio de
las trayectorias. El eje x indica el numero de residuo, mientras que el eje y muestra el RMSF (A), reflejando la flexibilidad local de cada region
de la proteina a lo largo de la simulacidn.

La distancia catalitica entre Cys111 y His272 se mantuvo estable durante toda la trayectoria, lo que
sugiere la conservacion de la arquitectura del sitio catalitico. Por el contrario, las distancias Tyr268-Arg166
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y Tyr268-Pro299, empleadas como indicadores del movimiento del loop BL2, mostraron variaciones
continuas a lo largo de la simulacidn, reflejando la dinamica conformacional de esta regién (Figura 46).
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Figura 46 Evolucidon temporal de distancias estructurales clave durante la simulacion de dinamica molecular del sistema APO. El panel
izquierdo muestra la distancia catalitica entre Cys111y His272, correspondiente a los residuos del sitio activo. Los paneles central y
derecho muestran las distancias Arg166-Tyr268 y Pro299-Tyr268, respectivamente, utilizadas como descriptores del movimiento del loop
BL2. Las lineas grises representan las tres réplicas independientes de la simulacion, mientras que la linea negra corresponde al promedio
de las trayectorias. El eje x indica el tiempo de simulacién (ns) y el eje y la distancia entre los residuos (A).

El analisis de los angulos diedros de Tyr268 reveldé la presencia de poblaciones conformacionales

preferenciales para los angulos x1 y x2 (Figura 47) indicando la adopcidn recurrente de orientaciones
especificas de la cadena lateral durante la simulacion.

Distribucion angular Tyr268 - sistema APO

X1 X2
90° 90°
135° 45° 135° 45°
180° 0° 180° 0°
-135° -45° -135° -45°
-90° -90°

Figura 47 Distribucién angular de los angulos diedros x, y x, del residuo Tyr268 durante la simulacién de dinamica molecular del sistema APO.
Los diagramas polares muestran la frecuencia de aparicion de cada conformacion angular a lo largo de la trayectoria. Cada barra corresponde

a un intervalo angular de 5° mientras que los circulos concéntricos representan la frecuencia relativa, marcados en incrementos de 10
unidades.

5.5.2 Analisis GRL-0617 molécula de referencia

La simulacion de Dinamica molecular del complejo proteina—GRL-0617 mostré una estabilizacion
progresiva del RMSD de la proteina a lo largo de la trayectoria, alcanzando valores practicamente
constantes después de los primeros nanosegundos de simulacion (Figura 48). Este comportamiento
indica que la estructura global de la proteina se mantiene estable en presencia del ligando. Al comparar
estos resultados con el RMSD de la proteina en ausencia de ligando (Figura 44), se observa que el sistema
complejo presenta una menor fluctuacion estructural, sugiriendo que la unién de GRL-0617 contribuye a
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estabilizar la conformacion de la proteina.

3.5 - Proteina
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Figura 48 RMSD de la proteina con respecto al frame en tiempo 0 a lo largo del tiempo de simulacion 700ns

De manera complementaria, el RMSD del ligando GRL-0617 se mantuvo dentro de un rango reducido
durante toda la simulacién (Figura 49), lo que sugiere que el compuesto permanece firmemente anclado
en el sitio de union sin experimentar desplazamientos significativos ni procesos de disociacion.

7 -
—— GRL-0617
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Tiempo (ns)

Figura 49 RMSD del ligando con respecto a la proteina a lo largo de la simulacion 700ns.

Elanalisis de RMSF de la proteina en el complejo revelé una mayor movilidad en la regidon correspondiente
al loop BL2, donde el residuo Tyr268 presentd la mayor fluctuacién conformacional (Figura 50). Este
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comportamiento es consistente con el papel dindmico de esta regién en la regulacidon del acceso al sitio
de unioén.

I I I I I
0 50 100 150 200 250 300
Indice de atomo
Figura 50 Fluctuacién cuadratica media por residuo (RMSF) de la proteina con GRL-0617 durante la simulacidn. La linea azul representa las

trayectorias. El eje x indica el numero de residuo, mientras que el eje y muestra el RMSF (/Z\), reflejando la flexibilidad local de cada regién de
la proteina a lo largo de la simulacidn.

En la Figura 51 se compara el perfil de RMSF de la PLpro en estado apo con el obtenido para el complejo
con el ligando GRL-0617. En esta comparacién se observa una disminucién de la flexibilidad en la regién
del loop BL2 en presencia del ligando, indicando una estabilizacién local de esta zona de la proteina.
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—— GRL-0617 —e— APO (promedio)

—e— GRL-0617

0 40 80 120 160 200 240 280 320 255 258 261 264 267 270 273 276
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Figura 51 Comparacion de la fluctuacion cuadratica media por residuo (RMSF) entre el sistema APO y el complejo PLpro— GRL-0617 durante
la simulacidn de dindmica molecular. El panel izquierdo muestra el perfil completo de RMSF a lo largo de la proteina, mientras que el panel
derecho presenta una ampliacion de la region correspondiente al loop BL2. La linea negra representa el sistema APO (promedio de las
réplicas) y la linea azul el sistema GRL-0617. El eje x indica el nimero de residuo y el eje y el RMSF (A), permitiendo comparar la flexibilidad
local de la proteina en ausencia y presencia del ligando.

El analisis de las distancias estructurales clave mostré que la distancia catalitica entre Cys111y His272
se mantuvo estable durante toda la simulacién, indicando que la arquitectura del sitio catalitico se
conserva en presencia del ligando. En contraste, las distancias Tyr268-Arg166 y Tyr268-Pro299
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mostraron variaciones a lo largo del tiempo (Figura 52), reflejando un cambio en el movimiento dinamico
delloop BL2.
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Figura 52 Evolucion temporal de distancias estructurales clave durante las simulaciones de dinadmica molecular para los sistemas APO y
PLpro—-GRL-0617. El panel izquierdo muestra la distancia catalitica entre Cys111y His272. Los paneles central y derecho corresponden a
las distancias Arg166-Tyr268 y Pro299-Tyr268, respectivamente, utilizadas como descriptores del movimiento del loop BL2. La linea negra
representa el sistema APO (promedio de las réplicas) y la linea azul el complejo GRL-0617. El eje x indica el tiempo de simulacion (ns) y el
eje y la distancia entre residuos (A).

Finalmente, el analisis de los angulos diedros de Tyr268 mostré poblaciones conformacionales
preferenciales para los angulos X, Yy X, (Figura 47), indicando que la cadena lateral del residuo adopta
orientaciones recurrentes durante la simulacién del complejo proteina-ligando.
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Figura 53 Distribucién angular de los dngulos diedros x; y x, del residuo Tyr268 durante las simulaciones de dinamica molecular de los
sistemas APO y PLpro-GRL-0617. Los diagramas polares muestran la frecuencia de las conformaciones angulares observadas a lo largo de
la trayectoria. Los paneles superiores corresponden al sistema APO (promedio de las réplicas) y los inferiores al complejo GRL-0617. Cada
barra representa un intervalo angular de 5°, mientras que los circulos concéntricos indican la frecuencia relativa de ocurrencia.

5.5.3 Analisis de la familia pirimido-benzimidazol
Dentro de las familias benceno, 1-naftilo, 2-naftilo, antracenoy pireno, se observa que el comportamiento
dinamico de la proteina en presencia de la mayoria de los ligandos es similar al observado para elinhibidor
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de referencia GRL-0617 (Figura 54-Figura 58). En particular, el sustituyente 4-NMe, muestra el
comportamiento mas consistentemente cercano al del inhibidor de referencia, manteniendo valores de
RMSD contenidos a lo largo de todas las series analizadas. Un comportamiento igualmente similar al
control se observa para 4-OH-3-OMe, especialmente en las familias benceno, 2-naftilo, antraceno y
pireno, aunque en la familia 1-naftilo este derivado presenta una desviacién transitoria mas marcada

durante la simulacién.

En contraste, los mayores incrementos del RMSD de la proteina se detectan para el sustituyente 2-OH,
particularmente en la serie 1-naftilo, donde la trayectoria alcanza valores cercanos o incluso superiores a
los observados para la proteina en estado apo. Este mismo sustituyente también genera aumentos
notorios del RMSD en las familias benceno y pireno, mientras que en la familia 2-naftilo permanece

relativamente estable.

Por su parte, el derivado 4-NO, muestra en general un comportamiento similar al del inhibidor de
referencia, a excepcion de la familia 1-naftilo, donde se observa unincremento mas evidente del RMSD de

la proteina.
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Figura 54 Evolucién temporal del RMSD de la proteina durante las simulaciones de dinamica molecular para los sistemas APO, PLpro—GRL-
0617y los distintos derivados bencénicos evaluados. Cada panel corresponde a un ligando diferente (cinamilo, 4-OH-3-OMe, 4-NMe,, 4-CF,,
4-NH,, 4-NO,, 4-iPry 2-OH). La linea negra representa el sistema APO (promedio de las réplicas), la linea azul el complejo PLpro-GRL-0617,
y la linea de color corresponde al sistema con el ligando evaluado. El eje x indica el tiempo de simulacién (ns)y el eje y el RMSD de la proteina

(A) respecto a la estructura inicial.
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Figura 55 Evoluciéon temporal del RMSD de la proteina durante las simulaciones de dinamica molecular para los sistemas APO, PLpro-GRL-
0617y los derivados 1-naftilicos evaluados.
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RMSD de la proteina - 2-naftilo
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Figura 56 Evolucion temporal del RMSD de la proteina durante las simulaciones de dindmica molecular para los sistemas APO, PLpro-GRL-
0617y los derivados 2-naftilicos evaluados.

RMSD de la proteina - Antraceno
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Figura 57 Evolucién temporal del RMSD de la proteina durante las simulaciones de dindmica molecular para los sistemas APO, PLpro-GRL-
0617y los derivados de antraceno evaluados.
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RMSD de la proteina - Pireno
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Figura 58 Evolucion temporal del RMSD de la proteina durante las simulaciones de dinamica molecular para los sistemas APO, PLpro-GRL-
0617y los derivados de pireno evaluados.

El analisis del RMSD del ligando permite evaluar la estabilidad de cada compuesto dentro del sitio activo
a lo largo de la simulacién (Figura 59-Figura 63). Como referencia, el inhibidor cristalografico GRL-0617
mantiene un RMSD cercano a ~4 A.

En la familia benceno, ninguno de los derivados evaluados muestra un comportamiento comparable al
del inhibidor de referencia. La mayoria de los ligandos presenta incrementos pronunciados del RMSD,
alcanzando valores superiores a 20-40 A, lo que indica que abandonan la posicién inicial dentro del sitio
activo durante la simulacion. Algunos derivados muestran mesetas relativamente definidas tras el
aumento inicial del RMSD, lo que sugiere que se estabilizan en otras regiones de la proteina. Este
comportamiento se observa, por ejemplo, en 4-OH-3-OMe, 4-CF; y 4-iPr, cuyos valores de RMSD se
mantienen relativamente constantes después de un desplazamiento inicial. Otros ligandos presentan
desviaciones aun mas marcadas; el derivado 4-NMe, muestra fluctuaciones amplias con incrementos
que superan los 50 A, mientras que cinamiloy 4-N H, exhiben incrementos progresivos del RMSD a lo largo
de la simulacion. En conjunto, estos resultados indican que los derivados de esta familia no permanecen
en el sitio activo y probablemente exploran otras regiones de la proteina.

El comportamiento cambia al analizar los derivados 1-naftilo. En esta serie se observan varios ligandos
que, aunque abandonan el sitio activo, muestran trayectorias con mesetas relativamente definidas en
valores superiores a 10 A. Este patrdn se aprecia particularmente en cinamilo y 4-NO,, cuyos RMSD se
estabilizan en torno a ~15-20 A durante gran parte de la simulacion, lo que sugiere una posible
estabilizacién en cavidades cercanas o regiones alostéricas de la proteina. En contraste, el sustituyente
2-OH presenta un comportamiento mucho mas cercano al del inhibidor de referencia, manteniendo
valores relativamente bajos de RMSD durante la simulacion. Los demas derivados, incluyendo 4-NMe,, 4-
CF;, 4- NH, y 4-iPr, muestran incrementos mas pronunciados del RMSD, lo que indica desplazamientos
importantes respecto a la posicién inicial del ligando.

En la serie 2-naftilo se observan nuevamente desplazamientos importantes para varios compuestos. Los
derivados cinamilo, 4- NH, y 2-OH presentan incrementos significativos del RMSD que alcanzan valores
cercanos a 20-45 A, lo que sugiere que abandonan el sitio activo y se estabilizan en otras regiones de la
proteina. El derivado 4-CF; también muestra un desplazamiento temprano seguido de una estabilizacién
en valores cercanos a ~17 A. Sin embargo, en esta familia aparece uno de los comportamientos mas
similares al inhibidor de referencia: el derivado 4-OH-3-OMe, cuyo RMSD permanece cercano a 3-4 A
durante toda la trayectoria. Los sustituyentes 4-NMe, y 4-iPr muestran valores intermedios de RMSD,
generalmente entre 7y 12 A lo que sugiere desplazamientos moderados dentro de la proteina.

Los derivados de la familia antraceno presentan comportamientos mas heterogéneos. Algunos ligandos
muestran incrementos importantes del RMSD desde etapas tempranas de la simulacidon, como ocurre con
cinamilo y 4-NO,, cuyos valores alcanzan aproximadamente 35-40 A, indicando desplazamientos
significativos del sitio inicial. Otros derivados presentan trayectorias mas contenidas, con estabilizacion
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moderada en valores cercanos a 8-10 A, como se observa para 4- NH,, 4-OH-3-OMey 4-CF;, lo que sugiere
una posible permanencia en cavidades cercanas al sitio activo. En contraste, los ligandos 4-iPry 2-OH
muestran valores de RMSD mas cercanos al inhibidor de referencia, manteniéndose alrededor de 4-6 A
durante gran parte de la trayectoria.

Finalmente, en la familia pireno se observa un comportamiento mas irregular para la mayoria de los
compuestos. Varios derivados presentan incrementos tempranos del RMSD seguidos de fluctuaciones
amplias, indicando desplazamientos importantes del sitio inicial de union. Este comportamiento se
observa, por ejemplo, en cinamilo y 4-NMe,, cuyos valores alcanzan aproximadamente 15-20 A. Algunos
ligandos muestran trayectorias relativamente mas contenidas, como 4-CF; y 4-iPr, cuyos RMSD
permanecenentre 7y 12 A durante gran parte de la simulacidn. Dentro de esta serie, el derivado 4-OH-3-
OMe presenta el comportamiento mas cercano al inhibidor de referencia, aunque aun con desviaciones
mayores que las observadas para GRL-0617.

Los resultados muestran que la mayoria de los ligandos presentan desplazamientos importantes respecto
ala posicidéninicial de unidn, mientras que solo algunos derivados especificos muestran valores de RMSD

comparables al inhibidor de referencia, sugiriendo una mayor estabilidad dentro del bolsillo proteico.
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Figura 59 Evolucién temporal del RMSD del ligando durante las simulaciones de dinédmica molecular para los distintos derivados bencénicos
evaluados en el sitio de unién de PLpro. Cada panel corresponde a un ligando diferente (cinamilo, 4-OH-3-OMe, 4-NMe,, 4-CF,, 4-NH,, 4-NO,,
4-iPry 2-OH). La linea azul representa el ligando GRL-0617 utilizado como referencia, mientras que la linea de color corresponde al ligando
evaluado.

RMSD del ligando - 1-naftilo

Cinamilo 4-0H-3-0Me 4-NMe, 4-CF3
—— GRLOB1T — GRL0617 —— GRLOB1T — GRLO617
70 { — Cinamila 70 { — 4-0H-3-0Me 70 { — d-Hvle; 70 { — 4CF;
60 60 60 60
= £ = <
~ 50 — 50 =~ 50 — 50
o o o o
- ° ° °©
< e < |5
g a0 g0 840 g %0
3 30 ;Dr\ 30 % 30 % 30
= = = =
= -3 = 4
20 20 20 20
10 10 10 10
v ~ S~ &
04— T T T T T T T [ T T T T T T T 0+ T T T T T T T 0 T T T T T T T
4] 100 200 300 400 500 600 700 0 100 200 300 400 500 600 700 0 100 200 300 400 500 600 700 [ 100 200 300 400 500 600 700
Tiempo (ns) Tiempo (ns) Tiempo (ns) Tiempo (ns)
4-NH; 4-NO; 4-iPr 2-OH
—— GRL-0617 — GRL-0617 —— GRL-0B17 — GRL-0B17
70 4-NH; 70 { — ano, 70 { — 4-iPr 70 2.0H
60 60 60 60
g 50 g 50 g 50 g 50
o =] o o
o k=] o b=}
S 5 g 5
o 40 3 40 & 40 S 40
3 30 8 30 E 30 3 30
= = = =
o o o o
20
10

20 20 20

. . W .

0 100 200 300 400 500 600 700 0 100 200 300 400 500 600 700 100 200 300 400 500 600 700 [ 100 200 300 400 500 600 700
Tiempo (ns) Tiempo (ns) Tiempo (ns) Tiempo (ns)

=4

Figura 60 RMSD del ligando durante las simulaciones de dinadmica molecular para los derivados 1 naftilicos evaluados.
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Figura 61 RMSD del ligando durante las simulaciones de dindmica molecular para los derivados 2 naftilicos evaluados.
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Figura 62 RMSD del ligando durante las simulaciones de dindmica molecular para los derivados de antraceno evaluados.
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Figura 63 RMSD del ligando durante las simulaciones de dinadmica molecular para los derivados de pireno evaluados.

El andlisis de las fluctuaciones residuo a residuo (RMSF) permitié evaluar el impacto de los distintos
ligandos sobre la dinamica del loop BL2 (residuos 255-275), una regién clave en la regulacion
conformacional del sitio activo de la proteina. En el sistema apo, esta region presenta las mayores
fluctuaciones estructurales, con un maximo centrado aproximadamente en el residuo 267, lo que refleja
la naturaleza altamente flexible del loop en ausencia de ligando. En contraste, el inhibidor de referencia
GRL-0617 reduce significativamente estas fluctuaciones, indicando una clara estabilizacion de esta
region estructural. Los perfiles completos de RMSF para cada sistema se muestran en las Figura 64-Figura
68, mientras que un acercamiento especifico a la region BL2 se presenta en las Figura 69-Figura 73.
En la familia de los bencenos, la mayoria de los derivados produce un efecto intermedio de rigidizacion
delloop BL2 en comparacion con el estado apo. En general, todos los sustituyentes reducen parcialmente
la flexibilidad del loop, aunque sin alcanzar el nivel de estabilizacidon observado para el inhibidor de
referencia. Entre ellos, el derivado 4-CF, destaca por inducir la mayor rigidizacién dentro de esta familia,
mostrando una disminucién mas marcada en las fluctuaciones del BL2. Otros sustituyentes, como 4-OH-
3-OMe, 4-NMe, y 4-iPr, presentan un comportamiento intermedio, reduciendo la movilidad del loop de
forma moderada.
En la serie 1-naftilo se observa nuevamente un comportamiento predominantemente intermedio. Sin
embargo, algunos compuestos muestran una capacidad mayor de estabilizaciéon del loop BL2. En
particular, el derivado 2-OH presenta una de las reducciones mas notables de la flexibilidad en esta
region. En contraste, el derivado 4-NO, muestra un perfil de fluctuacion mas similar al observado en la
proteina en estado apo, lo que sugiere una menor capacidad para rigidizar el loop BL2. Por su parte, el
sustituyente 4-OH-3-OMe mantiene un comportamiento relativamente estable, con fluctuaciones
moderadas dentro de esta region.
Para la familia 2-naftilo, se observa una modulacidon mas clara de la dinamica del loop BL2. Dentro de esta
serie, los derivados que inducen la mayor rigidizacién corresponden a 4-OH-3-OMe (derivado tipo
vainilina) y 4-iPr, los cuales muestran una reduccién mas marcada en las fluctuaciones del centro del BL2.
Otros compuestos presentan un efecto estabilizador intermedio, aunque sin alcanzar el nivel observado
para estos dos sustituyentes. En contraste, los derivados 4-CF, y 4-NO, muestran perfiles de fluctuacion
mas elevados en estaregién, con valores que se aproximan al comportamiento observado para la proteina
en estado apo, lo que sugiere una menor capacidad para restringir la movilidad del loop BL2.
Para la familia antraceno, la mayoria de los compuestos tiende a rigidizar el loop BL2 de forma mas clara
que en las familias anteriores. Varios derivados muestran una disminucién significativa de las
fluctuaciones en esta regidn, indicando una mayor restriccion conformacional del loop. No obstante, una
excepcién notable corresponde al derivado 4-NO,, el cual incrementa la flexibilidad del BL2 incluso por
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encima del comportamiento observado en el estado apo, sugiriendo que este sustituyente no favorece la
estabilizacién de esta region estructural.

Finalmente, en la serie pireno se observa un comportamiento mas limitado en cuanto a la rigidizacion del
loop BL2. En general, la mayoria de los compuestos mantiene fluctuaciones relativamente cercanas al
estado apo, indicando un efecto menor sobre la dindamica de esta regidon. Dentro de esta familia, el Gnico
derivado que muestra una reduccion clara de la movilidad del BL2 es 4-NMe,, cuyo perfil de RMSF
evidencia una estabilizacién mas marcada del loop en comparacién con los demas compuestos.

El RMSF destaca distintos ligandos modula la dindmica del loop BL2 en distintos grados dependiendo
tanto del nucleo aromatico como del sustituyente presente. Algunos compuestos como 4-CF; en la serie

benceno, 4-OH-3-OMe y 4-iPr en la familia 2-naftilo, y 4-NMe, en la serie pireno, destacaron por disminuir
larigidez de la zona.
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Figura 64 RMSF por residuo de la proteina durante las simulaciones de Dinadmica molecular de los complejos PLpro-derivados bencénicos.

Cada panel muestra el perfil de flexibilidad de la proteina para un ligando diferente. La region sombreada indica el loop BL2 (residuos 255-
275), asociado con el control del acceso al bolsillo de union.

RMSF - 1-naftilo (BL2 sombreado: 255-275)
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Figura 65 RMSF por residuo de la proteina para los derivados 1-naftilicos evaluados. La region correspondiente al loop BL2 (255-275).
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Figura 66 RMSF por residuo de la proteina para los derivados 2-naftilicos evaluados. La region correspondiente al loop BL2 (255-275).
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Figura 67 RMSF por residuo de la proteina para los derivados de antraceno evaluados. La regidon correspondiente al loop BL2 (255-275).

114



RMSF - Pireno (BL2 sombreado: 255-275)
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Figura 68 RMSF por residuo de la proteina para los derivados de pireno evaluados. La region correspondiente al loop BL2 (255-275).
Zoom del RMSF en la region BL2 - Benceno (residuos 255-275)
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4
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Residuo
=== APO (promedio n=3) === 4-NMe; === 4-NO;
s GRL-0617 — 4-CF3 e 4-iPF
w— Cinamilo s 4-NH e 2-0OH
s 4-OH-3-OMe

Figura 69 Zoom del perfil de RMSF en el loop BL2 (residuos 255-275) durante las simulaciones de dinadmica molecular de los complejos PLpro—
derivados bencénicos. Se incluyen los sistemas APO, GRL-0617 y los ligandos evaluados, permitiendo comparar las variaciones de
flexibilidad en esta region estructural clave del sitio de union.
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Zoom del RMSF en la region BL2 - 1-naftilo (residuos 255-275)
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Residuo

=== APO (promedio n=3) === 4-NMe; == 4-NO;

= GRL-0617 — 4-CF3 e 4-iPF
= Cinamilo s 4-NH; — 2-OH
w——= 4-OH-3-OMe

Figura 70 Zoom del RMSF en la region BL2 (255-275) para los derivados de 1-naftilo evaluados.
Zoom del RMSF en la region BL2 - 2-naftilo (residuos 255-275)
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Figura 71 Zoom del RMSF en la region BL2 (255-275) para los derivados de 2-naftilo evaluados.

275.0
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Zoom del RMSF en la regién BL2 - Antraceno (residuos 255-275)
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e GRL-0617 — 4-CF3 e 4-iPF
= Cinamilo s 4-NH; 2-OH
w——= 4-OH-3-OMe

Figura 72 Zoom del RMSF en la region BL2 (255-275) para los derivados de antraceno evaluados.
Zoom del RMSF en la regién BL2 - Pireno (residuos 255-275)

255.0 257.5 260.0 262.5 265.0 267.5 270.0 272.5 275.0

Residuo
= APO (promedio n=3) e 4-NMe; e 4-NO;
— GRL-0617 — 4-CF3 e 4-iPr
w— Cinamilo s 4-NH 2-OH
s 4-OH-3-OMe

Figura 73 Zoom del RMSF en la region BL2 (255-275) para los derivados de pireno evaluados.

Los resultados de distancias Cys111-His272 muestran que la mayoria de los sistemas mantiene valores
de distancia muy similares a los observados tanto para la proteina en estado apo como para el complejo
con el inhibidor de referencia GRL-0617(Figura 74-Figura 78), con fluctuaciones centradas
aproximadamente entre 6.4y 6.8 Aalo largo de las trayectorias de Dinamica molecular. Esto indica que la
presencia de los distintos ligandos no genera perturbaciones significativas en la geometria del sitio
catalitico.

La unica desviacidn relativamente mas evidente se observa en el derivado 4-OH-3-OMe del fragmento 2-
naftilo, el cual presenta una tendencia a valores ligeramente menores de distancia en comparacién con
los demas sistemas. Sin embargo, incluso en este caso las variaciones permanecen dentro de un rango
estrecho y no representan un cambio estructural importante en la organizacién de la diada catalitica.
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Distancia C111-H272 - Benceno

Cinamilo 4-0H-3-OMe 4-NMe, 4-CF4
9.0 9.0 9.0 9.04
— APO (promedio n=3} — APO (promedio n=3) — APO (promedio n=3) — APO (promedio n=3)
— GRL-0617 — GRL-0617 — GRL0617 — GRL-0G17
8.5 1 — Cinamils 8.5 7 == 4.0H-3-OMe 851 — a.NMe; 8.5 4 e a.cFy

@
E)
@
o
@
)

<75 <75 < 75 < 7.5

= ® = =

270 210 & 7.0 704

z bl z pil

» ] ] i

A 65 A 6s A 65 A 65
6.0 6.0 6.0 6.0
5.5 5.5 5.5 55

5.0 5.0 5.0 5.0
0 100 200 300 400 500 60D 700 0 100 200 300 400 500 600 700 0 100 200 300 400 500 600 700 0 100 200 300 400 500 600 700
Tiempo (ns) Tiempo (ns) Tiempo (ns) Tiempo (ns)
4-NH; 4-NO; 4-iPr 2-OH
901 — 60 (promedia n=3) 909 — a2 (promedio n=3) 901 — 420 (aromedio n=3) 901 APO (pramedio n=3)
— GRL-0617 — GRL0617 —— GRL-0617 — GAL0G17
851 —— aH, 851 —— a0, 85— aipr 859 — 2.0n
B0 8.0 8.0 8.0
<75 <75 =75 <75
= © ® =
2 7.0 270 70 270
T I T I
@ 0 ] a
A 65 a 65 B 65 A 6.5
6.0 6.0 6.0 4 6.0 1
5.5 5.5 5.5 5.5
5.0 r i 5.0 - - r x 5.0 r - T T T T r 5.0 1~ x r - r T r -
0 100 200 300 400 500 600 700 0 100 200 300 400 500 600 700 0 100 200 300 400 500 600 700 0 100 200 300 400 500 600 700
Tiempo (ns) Tiempo (ns) Tiempo (ns) Tiempo (ns)

Figura 74 Evolucidon temporal de la distancia Cys111-His272 (CA-CA) durante las simulaciones de Dinamica molecular. Cada panel muestra la
trayectoria de la distancia catalitica para uno de los compuestos evaluados. La linea negra corresponde al promedio de las tres réplicas de la
proteina APO, mientras que la linea azul representa el complejo con el inhibidor de referencia GRL-0617. Las lineas de colores corresponden a los
distintos derivados de acetofenona evaluados con sus respectivo derivados de aldehido (Cinamilo, 4-OH-3-OMe, 4-NMe,, 4-CF;, 4-NH,, 4-NO,, 4-
iPry 2-OH). En todos los sistemas, la distancia entre los residuos cataliticos se mantiene relativamente constante a lo largo de la trayectoria de
700 ns, indicando la conservacion de la geometria del sitio catalitico de PLpro durante la simulacion.

Distancia C111-H272 - 1-naftilo
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Figura 75 Evolucion temporal de la distancia Cys111-His272 (CA-CA) para los derivados con sustituyente 1-naftilo.
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Distancia C111-H272 - 2-naftilo
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Figura 76 Evolucion temporal de la distancia Cys111-His272 (CA-CA) para los derivados con sustituyente 2-naftilo.
Distancia C111-H272 - Antraceno
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Figura 77 Evolucion temporal de la distancia Cys111-His272 (CA-CA) para los derivados con sustituyente antraceno.
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Figura 78 Evolucion temporal de la distancia Cys111-His272 (CA-CA) para los derivados con sustituyente pireno.

Con respecto a las distancias Tyr268-Arg166 se vieron diferentes comportamiento con respecto a cada
familia(Figura 79-Figura 83).

En la familia benceno, varios derivados mostraron una tendencia a disminuir la distancia Tyr268-Arg166
respecto al estado apo, acercandose al comportamiento delinhibidor de referencia. Entre ellos, 4-CF,y 2-OH
presentaron los perfiles mas claramente asociados a distancias menores, mientras que otros sistemas, como
4-OH-3-OMe, 4-NMe,, 4-NH, y 4-iPr, mostraron trayectorias mas erraticas o transiciones entre estados.

En la serie 1-naftilo, las trayectorias mostraron comportamientos mas variables entre sistemas. El derivado 4-
NMe, presento valores de distancia mas elevados durante gran parte de la trayectoria. Por otro lado, 4-CF, y
2-OH mostraron perfiles con valores cercanos a los observados para GRL-0617. Otros ligandos, como 4-NH,,
4-NO, y 4-iPr, alternaron entre intervalos de distancia menores y mayores a lo largo de la simulacion.

En la familia 2-naftilo, se observaron diferencias claras entre los sistemas. El derivado cinamilo mantuvo los
valores de distancia mas altos incluso que la propia proteina nativa durante gran parte de la trayectoria. En
contraste, 4-NMe,, 4-iPry 2-OH mostraron valores de distancia menores , relativamente estables y similares
a GRL-0617. El derivado 4-OH-3-OMe presenté un perfil relativamente constante, con valores ligeramente
superiores a los delinhibidor de referencia. Por su parte, 4-CF,y 4- NH, se mantuvieron en un rango intermedio
de valores.

En la serie antraceno, varios sistemas mostraron valores de distancia Tyr268-Arg166 menores que los
observados para el estado nativo. Este comportamiento se observé particularmente en los derivados 4-NMe,,
4-CF;, 4-NH,y 4-iPr, cuyos perfiles se mantuvieron cercanos o por debajo delrango observado para GRL-0617.
En contraste, el derivado cinamilo presenté valores mas elevados durante la trayectoria, mientras que 2-OH
mostré fluctuaciones mas pronunciadas con cambios hacia valores menores en la parte final de la
simulacion.

Para la familia pireno también se observaron diferencias entre sistemas. El derivado 4-NMe, presentd valores
de distancia menores durante gran parte de la trayectoria. Otros compuestos, como 2-OH, también
alcanzaron intervalos de distancia baja, aunque con mayor variabilidad. En contraste, cinamilo y 4-NO,
mostraron valores de distancia altos como la proteina en estado nativo.
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Figura 79 Evolucion temporal de la distancia Tyr268-Arg166(CA-CA) para los derivados con sustituyente benceno.
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Distancia Tyr268-Arg166 - 1-naftilo
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Figura 80 Evolucion temporal de la distancia Tyr268-Arg166(CA-CA) para los derivados con sustituyente 1-naftilo.
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Figura 81 Evolucion temporal de la distancia Tyr268-Arg166(CA-CA) para los derivados con sustituyente 2-naftilo.
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Figura 82 Evolucion temporal de la distancia Tyr268-Arg166(CA-CA) para los derivados con sustituyente antraceno.
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Figura 83 Evolucion temporal de la distancia Tyr268-Arg166(CA-CA) para los derivados con sustituyente pireno.

Para la distancia Tyr268—-Pro299, se observaron diferencias entre sistemas en comparacién con el estado apo
y con el complejo GRL-0617 (Figura 84-Figura 88).

En la familia benceno, el derivado cinamilo mostré inicialmente valores estables cercanos al rango observado
para GRL-0617, aunque hacia el final de la trayectoria se registré un incremento de la distancia. El derivado 4-
OH-3-OMe presentd valores comparables a los del estado apo durante gran parte de la simulacién. De manera
similar, 4-NMe, mostré valores cercanos a apo, con fluctuaciones moderadas. En contraste, 4-CF;, 2-OH y 4-
NO, mostraron intervalos en los que la distancia disminuy6 por debajo de los valores observados para GRL-
0617, aunque con trayectorias mas variables. Otros sistemas dentro de esta serie mostraron fluctuaciones
amplias sin una tendencia constante.

En la serie 1-naftilo, se observaron comportamientos mas heterogéneos. El derivado cinamilo presenté
valores de distancia intermedios entre apo y GRL-0617. El sistema 4-OH-3-OMe mostré inicialmente
distancias menores, seguidas de un aumento progresivo durante la trayectoria. El derivado 4-NMe, alcanzd
valores de distancia superiores tanto a apo como a GRL-0617 durante una parte significativa de la simulacién.
En contraste, 4-CF; presentd intervalos con distancias menores, cercanas o inferiores a las observadas para
elinhibidor de referencia, aunque con fluctuaciones. Los derivados 4-NH, y 4-NO, mostraron trayectorias mas
variables, alternando entre valores mayores y menores respecto a GRL-0617. El sistema 4-iPr mostré valores
cercanos al inhibidor de referencia, mientras que 2-OH presentd valores préximos a GRL-0617 durante gran
parte de la trayectoria.

En la familia 2-naftilo, el derivado cinamilo presento valores de distancia superiores a los observados para
GRL-0617. El sistema 4-OH-3-OMe mostro un perfil practicamente superpuesto al del inhibidor de referencia.
El derivado 4-NMe, presentd valores de distancia menores que GRL-0617 durante gran parte de la trayectoria.
Por su parte, 4-CF; mostro valores mas elevados y fluctuantes. Los sistemas 4-NH, y 4-NO,, presentaron
trayectorias erraticas con transiciones entre valores mayores y menores respecto al inhibidor de referencia. El
derivado 4-iPr mostro valores cercanos a GRL-0617, mientras que 2-OH present6 fluctuaciones moderadas
con valores ligeramente menores.

En la serie antraceno, los derivados 4-NMe, y 4-OH-3-OMe mostraron valores de distancia comparables a los
del estado apo, con fluctuaciones a lo largo de la trayectoria. Un comportamiento similar se observoé para 4-
NH,. Otros sistemas presentaron intervalos con valores menores o mayores respecto a GRL-0617, sin un
patréon constante.

Finalmente, en la familia pireno, el derivado cinamilo mostré valores de distancia superiores a los observados
para GRL-0617 durante gran parte de la trayectoria. El sistema 4-OH-3-OMe present6 valores cercanos a los
del estado apo, con fluctuaciones moderadas. El derivado 4-NMe, mostro valores proximos al inhibidor de
referencia. En algunos sistemas, como 2-OH, se observé una disminucidén progresiva de la distancia hacia el
final de la simulacioén.
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Figura 84 Evolucidon temporal de la distancia Tyr268-Pro299(CA-CA) para los derivados con sustituyente benceno. La definicion de las lineas y
condiciones de simulacion es la misma que en la Figura 68.
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Figura 85 Evolucién temporal de la distancia Tyr268-Pro299(CA-CA) para
condiciones de simulacion es la misma que en la Figura 68.

los derivados con sustituyente 1-naftilo. La definicion de las lineas y
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Figura 86 Evolucion temporal de la distancia Tyr268-Pro299 (CA-CA) para los derivados con sustituyente 2-naftilo. La definicion de las lineas y
condiciones de simulacion es la misma que en la Figura 68.
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Figura 87 Evolucion temporal de la distancia Tyr268-Pro299(CA-CA) para los derivados con sustituyente antraceno. La definicion de las lineas y
condiciones de simulacion es la misma que en la Figura 68.
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Figura 88 Evolucion temporal de la distancia Tyr268-Pro299(CA-CA) para los derivados con sustituyente pireno. La definicion de las lineas y
condiciones de simulacion es la misma que en la Figura 68.

Para los dngulos de diedro del aminoacido Y268 se observaron diferentes tendencias(Figura 89-Figura 98)
: En la familia benceno, la distribucién del angulo x, mostré que la mayoria de los derivados presentan
poblaciones predominantes alrededor de —-45°, similares a las observadas para varios sistemas con
ligando. En contraste, los derivados 4-NO, y 2-OH mostraron poblaciones dominantes cercanas a 180°,
coincidiendo con la orientacion predominante observada en el inhibidor de referencia GRL-0617. El resto
de los sustituyentes, incluyendo cinamilo, 4-OH-3-OMe, 4-NMe,, 4-CF,y 4-iPr, presentaron distribuciones
centradas principalmente alrededor de —45°, con menor poblacién en otros intervalos angulares.

Para el angulo x, en esta misma familia, la mayoria de los sistemas presentaron distribuciones verticales
alrededor de £90°, patréon también observado para GRL-0617. Este comportamiento fue mas pronunciado
en los derivados 4-OH-3-OMe, 4-iPr, 2-OH y 4-NH,. En contraste, el derivado 4-NO, mostré una
distribucion mas dispersa con poblaciones adicionales fuera de este eje principal.

En la serie 1-naftilo, el angulo x, mostré que el derivado cinamilo presenta una distribucion cercana a 180°,
similar a la observada para GRL-0617. Un patron comparable también se observé para 4-OH-3-OMe. Por
el contrario, otros sistemas como 4-CF;, 4-iPry 2-OH mostraron poblaciones predominantes alrededor de
-45°, mientras que 4-NO, presentd nuevamente una distribucidon centrada en 180°.

Para el angulo x, en 1-naftilo, se observé un patron diferente para cinamilo, cuya poblacion principal se
desplazé hacia valores cercanos a 45°, alejandose del comportamiento observado para GRL-0617 y el
sistema apo. Un comportamiento similar también se observo para 4-NO,. En contraste, los demas
sistemas presentaron distribuciones dominantes alrededor de +90°, comparables a las observadas para
elinhibidor de referencia.

En la familia 2-naftilo, el angulo x, mostré que cinamilo presenta poblaciones predominantes cercanas a
-45°, similares al patron observado para el sistema apo. En cambio, el derivado 4-OH-3-OMe mostré una
distribucion practicamente superpuesta con la delinhibidor GRL-0617, centrada en 180°. Otros derivados
como 4-CF;, 4-NH, y 4-iPr presentaron poblaciones predominantes cercanas a -45°, mientras que 4-NO,
mostré nuevamente una distribucion centrada en 180°.

Para el angulo x, en esta serie, el derivado 4-OH-3-OMe mostr6 nuevamente una distribucion
practicamente idéntica a la observada para GRL-0617, con poblaciones dominantes alrededor de £90°. El
resto de los sistemas también presentaron poblaciones en este intervalo, aunque con mayor dispersion.
En la familia antraceno, el angulo x, mostré que cinamilo presenta una distribucién centrada alrededor de
180°, similar a GRL-0617. Un patron comparable también se observo para 4-CF,;y 2-OH, cuyos angulos se
agrupan en torno a esta region. En contraste, derivados como 4-OH-3-OMe, 4-NMe, y 4-iPr mostraron
poblaciones predominantes alrededor de —45°.

Para el angulo x, en antraceno, ninguno de los sistemas reprodujo exactamente la distribucién observada
para el inhibidor de referencia. La mayoria de los derivados presentaron poblaciones alrededor de +90°,
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aunque con distribuciones mas amplias. El derivado cinamilo mostré una distribucidn particularmente
desplazada hacia —45°.

En la familia pireno, el angulo x, mostré que la mayoria de los derivados presentan poblaciones alrededor
de -45° mientras que el derivado 4-NMe, mostré una distribucion mas concentrada en torno a 180°,
similar al patrén observado para GRL-0617. En cuanto al angulo x,, la mayoria de los sistemas mostraron
distribuciones dispersas sin una orientacién predominante claramente definida, aunque el derivado 4-iPr
presentd una distribucidon mas marcada alrededor de £90°, cercana al patrén observado para el inhibidor
de referencia.
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Figura 89 Distribucién polar del angulo diedro x, del residuo Tyr268 durante las simulaciones de Dinamica molecular para los complejos
con derivados de la familia benceno. Los paneles superiores muestran la distribucion para la proteina APO (promedio de tres réplicas) y
para el complejo con el inhibidor de referencia GRL-0617, mientras que los paneles restantes corresponden a los distintos derivados
evaluados (Cinamilo, 4-OH-3-OMe, 4-NMe,, 4-CF;, 4-NH,, 4-NO,, 4-iPr y 2-OH). La distribucién angular se representa en coordenadas
polares, donde el radio corresponde a la frecuencia de observacion del angulo durante la trayectoria de Dinamica molecular de 700 ns.
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Figura 90 Distribucién polar del dngulo diedro x, del residuo Tyr268 durante las simulaciones de Dinamica molecular para los complejos
con derivados de la familia benceno. La organizacion de los paneles y la definicién de las curvas corresponden a las descritas en la Figura

83.
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Figura 91 Distribucién polar del angulo diedro x, del residuo Tyr268 durante las simulaciones de Dinamica molecular para los complejos
con derivados de la familia 1-naftilo La organizacion de los paneles y la definicion de las curvas corresponden a las descritas en la Figura
83.
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Figura 92 Distribucién polar del dngulo diedro x, del residuo Tyr268 durante las simulaciones de Dinamica molecular para los complejos
con derivados de la familia 1-naftilo. La organizacion de los paneles y la definicion de las curvas corresponden a las descritas en la Figura
83.
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Distribucién polar de y1 - 2-naftilo
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Figura 93 Distribucién polar del angulo diedro x, del residuo Tyr268 durante las simulaciones de Dinamica molecular para los complejos
con derivados de la familia 2-naftilo La organizacién de los paneles y la definicién de las curvas corresponden a las descritas en la Figura

83.
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Figura 94 Distribucién polar del dngulo diedro x, del residuo Tyr268 durante las simulaciones de Dinamica molecular para los complejos
con derivados de la familia 2-naftilo. La organizacién de los paneles y la definicién de las curvas corresponden a las descritas en la Figura

83.
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Distribucién polar de x1 - Antraceno

APO (promedio) - 31 GRL-0617 - 1 Cinamilo - ¥ 4-0H-3-OMe - x1
90° 90° 90° 90°
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4-NMe2 - ya
20°

2-0OH - 1

Figura 95 Distribucién polar del angulo diedro x, del residuo Tyr268 durante las simulaciones de Dinamica molecular para los complejos
con derivados de la familia antraceno. La organizacion de los paneles y la definicién de las curvas corresponden a las descritas en la Figura

83.
Distribucién polar de ¥z - Antraceno
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Figura 96 Distribucién polar del angulo diedro x, del residuo Tyr268 durante las simulaciones de Dinamica molecular para los complejos
con derivados de la familia antraceno. La organizacion de los paneles y la definicién de las curvas corresponden a las descritas en la Figura

83.
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Distribucién polar de ¥1 - Pireno

APO (promedio) - 31 GRL-0617 - 1
90° 90°

180° 0° 180° 0°

-90°

4-CF3 - 1

180" 0* 180° 0°

Cinamilo - ¥
90°

180° 0

4-NO2 - xa

180° 0°

180°

180°

4-0H-3-OMe - 1
9%0°

4-iPr - xa
90°

0

o

180°

180°

4-NMe2 - ya
20°

2-0OH - 1

Figura 97 Distribucién polar del dngulo diedro x, del residuo Tyr268 durante las simulaciones de Dinamica molecular para los complejos
con derivados de la familia pireno. La organizacidn de los paneles y la definicion de las curvas corresponden a las descritas en la Figura 83.
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Figura 98 Distribucién polar del angulo diedro x, del residuo Tyr268 durante las simulaciones de Dinamica molecular para los complejos
con derivados de la familia pireno. La organizacidn de los paneles y la definicion de las curvas corresponden a las descritas en la Figura 83.
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5.5.4 Top 2 mejores moléculas de cada familia

Las dos moléculas con mejor puntaje de docking dentro de cada familia (Figura 99) fueron seleccionadas
para los analisis posteriores, con excepcion de las dihidrobenzodiazepinas y dihidropirazoles, cuya
exclusién se discute en el apartado de discusién de esta seccion.

Aminopirimidinas Benzodiazepinas

NH;
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=
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Figura 99 Estructuras representativas de cada familia junto con sus dos compuestos mejor posicionados segun el puntaje de docking (XP
GScore).

Los resultado de su RMSD de proteinas se ven en la Figura 100 . De manera consistente, todos los
complejos proteina-ligando evaluados presentan valores de RMSD comparables o inferiores a los
observados para GRL-0617, manteniéndose predominantemente en el rango de 2-3 A durante la mayor
parte de la simulacién.
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RMSD de la proteina - Benzodiazepinas
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Figura 100 RMSD de la proteina a lo largo de las simulaciones de Dinamica molecular para los complejos con los ligandos evaluados de las
cinco familias estructurales. La linea negra representa el sistema APO promedio, la linea azul el complejo con el inhibidor de referencia GRL-
0617y la linea verde el complejo con el ligando analizado en cada panel.

Los perfiles de RMSD del ligando durante las simulaciones de Dindmica molecular se muestran en la
Figura 101 . En el caso de las aminopirimidinas, el derivado 2-naftilo-4-CF;-fenilo se mantiene
relativamente estable durante aproximadamente los primeros 400 ns, tras lo cual se observa un aumento
abrupto en el RMSD que indica una migracién del ligando fuera de la posicidn inicial. En contraste, el
derivado antraceno-4-CF,-fenilo presenta una alta variabilidad conformacional durante la simulacién,
con fluctuaciones amplias del RMSD.

Para la familia de benzodiazepinas, ambos ligandos muestran un comportamiento relativamente estable
a lo largo de la simulacion. En particular, el derivado pireno-2-OH-fenilo presenta un perfil de RMSD muy
similar al observado para el ligando de referencia GRL-0617, manteniéndose en valores cercanos a ~4-5
A durante toda la trayectoria.

En el caso de las chalconas, se observa en general una mayor desviaciéon estructural respecto a la
conformacion inicial. El derivado 1-naftilo-4-CF;-fenilo presenta un incremento abrupto del RMSD
seguido de una estabilizacidn en valores elevados (~30 A), mientras que el derivado pireno-4-NO,-fenilo
muestra fluctuaciones moderadas con valores cercanos a 15-18 A durante la mayor parte de la
simulacion.

Para la familia pirimidina-aminobenzimidazol, el derivado 1-naftilo-4-CF;-fenilo se mantiene estable
durante aproximadamente los primeros 200 ns, tras lo cual el RMSD aumenta bruscamente y se estabiliza
posteriormente en valores cercanos a 27-30 A. Por su parte, el derivado pireno-4-CF,-fenilo presenta una
alta variabilidad en el RMSD durante la simulacién, con episodios de aumento abrupto seguidos de una
posterior estabilizacion.

Finalmente, en la familia pirazol, el derivado 1-naftilo-cinamilo muestra una elevada desviacion
estructural y una marcada variabilidad durante toda la simulacion, alcanzando valores superiores a 40 A.
En contraste, el derivado pireno-3-OMe-4-OH-fenilo presenta un comportamiento mas estable,
manteniendo valores de RMSD cercanos a 8-10 A a lo largo de la trayectoria.
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RMSD del ligando - Benzodiazepinas
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Figura 101 RMSD del ligando durante las simulaciones de Dinamica molecular para los complejos correspondientes a la familia pirazol. La
linea azul representa el inhibidor de referencia GRL-0617y la linea verde el ligando evaluado en cada panel. Los graficos muestran la
evolucién temporal de la desviacidn estructural del ligando respecto a su conformacion inicial durante la trayectoria de simulacion.

Los perfiles de RMSF de la proteina durante las simulaciones de Dinamica molecular se muestran en la
Figura 102, mientras que un acercamiento a la region del loop BL2 (residuos 255-275) se presenta en la
Figura 103. En todas las simulaciones, el sistema APO presenta las mayores fluctuaciones en la region
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correspondiente al loop BL2, con un maximo alrededor del residuo Tyr268, mientras que el complejo con
elinhibidor de referencia GRL-0617 muestra valores de RMSF menores en esta region.

En la familia de aminopirimidinas, el derivado 2-naftilo-4-CF,-fenilo presenta un perfil de RMSF similar al
sistema APO en la region BL2, mientras que el derivado antraceno-4-CF,-fenilo muestra valores
ligeramente menores de RMSF en comparacion con APO.

Para la familia de benzodiazepinas, ambos derivados evaluados (antraceno-4-CF,-fenilo y pireno-2-OH-
fenilo) presentan valores de RMSF menores que el sistema APO en la region BL2. En ambos casos, los
valores observados son cercanos a los del complejo con GRL-0617.

En el caso de las chalconas, los derivados 1-naftilo-4-CF;-fenilo y pireno-4-NO,-fenilo muestran perfiles
de RMSF en la regién BL2 similares a los observados para el sistema APO, con diferencias minimas en la
amplitud de las fluctuaciones.

Para la familia pirimidina-aminobenzimidazol, el derivado 1-naftilo-4-CF;-fenilo presenta una disminucién
parcial del RMSF en la regién BL2 en comparacion con APO, mientras que el derivado pireno-4-CF,-fenilo
muestra valores de RMSF menores en esta region.

Finalmente, en la familia de pirazoles, el derivado 1-naftilo-cinamilo presenta valores de RMSF similares
alos delsistema APO en elloop BL2, mientras que el derivado pireno-3-OMe-4-OH-fenilo muestra valores
menores de RMSF en esta region.
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RMSF completo - Chalcona
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Figura 102 RMSF de la proteina durante las simulaciones de dinamica molecular para los complejos correspondientes a la familia pirazol. La
linea negra corresponde al sistema APO promedio, la linea azul al complejo con el inhibidor de referencia GRL-0617 y la linea verde al
complejo proteina-ligando correspondiente a cada derivado evaluado. Sombreado en gris correspondiente a loop BL2 (255-275).
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RMSF BL2 (255-275) - Pirazol
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RMSF BL2 (255-275) - Benzodiazepinas
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Figura 103 RMSF de los residuos correspondientes al loop BL2 (255-275) durante las simulaciones de Dinamica molecular para los
complejos de la familia pirazol. La linea negra representa el sistema APO promedio, la linea azul el complejo con el inhibidor de referencia
GRL-0617y la linea verde el complejo con el ligando evaluado en cada panel.

Las distancias estructurales monitoreadas durante las simulaciones de Dinamica molecular se muestran
en la Figura 104. En todos los sistemas analizados, la distancia catalitica C111-H272 se mantiene estable
a lo largo de la simulacién, fluctuando principalmente alrededor de 6-7 A, sin diferencias significativas
entre los complejos proteina-ligando y los sistemas de referencia (APO y GRL-0617).

Para la familia aminopirimidina, ambos derivados evaluados mantienen valores de la distancia catalitica
comparables a los sistemas de referencia durante toda la trayectoria. En cuanto a las distancias asociadas
al movimiento del loop BL2, el derivado antraceno-4-CF,-fenilo muestra valores similares a los
observados en el sistema APO, mientras que el derivado 2-naftilo-4-CF,-fenilo presenta variaciones
moderadas en la distancia Tyr268-Arg166, manteniéndose dentro del rango observado para los sistemas
de referencia.

Enelcasode las benzodiazepinas, la distancia catalitica permanece estable en ambos complejos durante
toda la simulacién. Las distancias relacionadas con el loop BL2 muestran fluctuaciones comparables a
las observadas en el sistema APO, sin alteraciones relevantes respecto al ligando de referencia.

Para la familia chalcona, la distancia catalitica C111-H272 se mantiene igualmente constante durante
toda la trayectoria. Sin embargo, se observan variaciones mas amplias en las distancias Tyr268-Arg166 y
Tyr268-Pro299, particularmente para el derivado pireno-4-NO,-fenilo, que muestra valores superiores a
los observados para el complejo con GRL-0617 durante ciertos intervalos de la simulacién.

En la familia pirimidina-aminobenzimidazol, ambos ligandos mantienen la distancia catalitica estable
durante toda la trayectoria. Las distancias asociadas al loop BL2 presentan fluctuaciones moderadas,
especialmente en el derivado 1-naftilo-4-CF,-fenilo, que muestra aumentos transitorios en la distancia
Tyr268-Arg166 hacia la segunda mitad de la simulacion.

Finalmente, en la familia pirazol, la distancia catalitica permanece estable durante toda la simulacion para
ambos complejos. El derivado 1-naftilo-cinamilo presenta variaciones moderadas en las distancias
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relacionadas con el loop BL2, mientras que el derivado pireno-3-OMe-4-OH-fenilo mantiene valores mas
cercanos a los observados para el ligando de referencia durante la mayor parte de la trayectoria.
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Figura 104 C111-H272, Tyr268-Arg166 y Tyr268—Pro299 durante las simulaciones de dinamica molecular para los complejos proteina-ligando
de cada familia. Negro: sistema APO promedio; azul: complejo con GRL-0617; verde: complejo con el ligando evaluado.

El anadlisis de la distribucién angular de los diedros X, y X, del residuo Tyr268 revela patrones
conformacionales diferenciados entre las distintas familias evaluadas (Figura 105). En general, la
conformacion dominante del dngulo x, se concentra alrededor de valores cercanos a 180°, consistentes
con la orientacién observada en los sistemas de referencia, lo que sugiere que la mayoria de los ligandos
no inducen cambios conformacionales significativos en esta rotacion lateral del residuo.

En la familia aminopirimidina, los compuestos analizados muestran distribuciones angulares de ¥,
comparables al sistema de referencia, con un maximo predominante cercano a 180°. En contraste, el
angulo x, presenta una distribucion mas amplia, evidenciando poblaciones adicionales alrededor de -90°
a —120°, lo que indica una mayor flexibilidad rotacional del anillo fenélico de Tyr268 en esta dimensioén
conformacional.

En los sistemas derivados de benzodiazepina, la distribucién de x, también permanece centrada
alrededor de 180°, manteniendo una conformacién similar a la observada en el sistema de referencia. Sin
embargo, el analisis de x, muestra poblaciones bien definidas en regiones angulares cercanas a £120°,
sugiriendo la coexistencia de multiples estados conformacionales accesibles durante la simulacion.

Las chalconas presentan patrones conformacionales altamente similares a los sistemas de referencia
tanto para x, como para X,. En particular, x, permanece fuertemente concentrado alrededor de 180°,
mientras que X, muestra poblaciones dominantes alrededor de 90°y -90°, indicando que la dinamica del
residuo Tyr268 permanece mayormente conservada en presencia de estos ligandos.

En la familia pirimidina-aminobenzimidazol, la distribucidén angular de x, continia mostrando un maximo
predominante en 180°, con escasa dispersion hacia otras regiones angulares. Para X, se observa
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nuevamente una distribucidon bimodal alrededor de £120°, similar a la observada en otras familias, lo que
sugiere un comportamiento conformacional consistente del residuo dentro del bolsillo de unién.

Los derivados pirazol muestran distribuciones de x, comparables a las demas familias, manteniendo un
maximo alrededor de 180°. No obstante, en X, se observa una distribucion mas dispersa, con poblaciones
extendidas entre —120° y -60°, indicando una mayor variabilidad conformacional del residuo Tyr268 en
presencia de estos ligandos.
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Diedros Tyr268 - Aminopirimidina
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Figura 105 Distribucion de los dangulos diedros x, y X, del residuo Tyr268 durante las simulaciones de Dinamica molecular. Los histogramas
polares representan la frecuencia de los valores angulares observados a lo largo de la trayectoria. La escala radial corresponde al numero

de frames de la simulacion.

5.5.5 Analisis derivados de benzimidazoles

El analisis de las trayectorias de Dindmica molecular permitié evaluar la estabilidad estructural del
sistema proteina-ligando y los efectos estructurales inducidos por los derivados benzimidazol. La
estabilidad global de la proteina se evalué mediante el RMSD de la proteina a lo largo de la simulacién
(Figura 106).

En la proteina en estado apo se observa un incremento progresivo del RMSD que alcanza valores
cercanos a 3.5-4.0 A, indicando una mayor desviacion estructural a lo largo de la trayectoria. En
contraste, varios de los complejos proteina-ligando presentan trayectorias mas estables, con valores de
RMSD menores y fluctuaciones mas contenidas. En particular, los complejos con benzimidazol 1,
benzimidazol 3y benzimidazol 6 muestran trayectorias relativamente estables, manteniendo valores
cercanos a ~2 A durante gran parte de la simulacién. El complejo con GRL-0617 presenta también un
comportamiento estable, con fluctuaciones moderadas alrededor de ~2.0-2.5 A. La superposicién de
todas las trayectorias confirma que varios complejos con benzimidazoles presentan desviaciones
estructurales menores que la proteina en estado apo.
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Figura 106 RMSD de la proteina durante las simulaciones de Dindmica molecular. Trayectorias de RMSD para la proteina en estado apo, el
complejo con el ligando de referencia GRL-0617 y los complejos con los derivados benzimidazol. El panel final muestra la superposicion de
todas las trayectorias para facilitar la comparacion entre sistemas.

El comportamiento dinamico de los ligandos se evalué mediante el RMSD del ligando respecto a su
posicion inicial (Figura 107). El ligando de referencia GRL-0617 mantiene valores bajos de RMSD (~3-5 A),
indicando una posicién estable dentro del sitio alostérico durante toda la simulacion. Entre los derivados
evaluados, benzimidazol 3 y benzimidazol 5 muestran valores relativamente estables de RMSD tras los
primeros nanosegundos de simulacion, lo que indica que permanecen localizados en la region de unidn
durante la trayectoria. En contraste, otros derivados presentan incrementos marcados del RMSD,
alcanzando valores superiores a 20-40 A, lo que sugiere desplazamientos del ligando respecto a su
posicién inicial. En algunos casos estos desplazamientos convergen posteriormente hacia valores
constantes, indicando que el ligando puede estabilizarse en otras regiones de la proteina.
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Figura 107 RMSD de los ligandos durante la Dinamica molecular. Evolucion temporal del RMSD de los ligandos respecto a su posicion inicial
para GRL-0617y los derivados benzimidazol. El panel final muestra la superposicion de todas las trayectorias.

La flexibilidad local de la proteina se analizé6 mediante el RMSF por residuo (Figura 108). En general, la
mayor parte de la estructura presenta fluctuaciones inferiores a ~2 A, mientras que regiones especificas
muestran picos de mayor movilidad. Entre estas destaca laregién correspondiente al loop BL2 destacado
en gris la Figura 108. El anélisis comparativo muestra que algunos complejos presentan una reduccién en
la amplitud de las fluctuaciones en esta region. En particular, los complejos con benzimidazol 2 y
benzimidazol 3 muestran valores menores de RMSF en el loop BL2 en comparacién con la proteina apo.
La superposicion de los perfiles RMSF confirma esta tendencia, observandose una disminucion de la
amplitud del maximo localizado alrededor de los residuos 265-270 (Figura 109).
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Figura 108 Perfil de RMSF de la proteina. Fluctuaciones cuadraticas medias por residuo para la proteina apo y los complejos proteina-ligando.

La region sombreada corresponde al loop BL2.
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Figura 109 Superposicion de RMSF y ampliacion del loop BL2. Comparacion directa de las fluctuaciones por residuo entre los distintos
sistemas y ampliacion de la region BL2 (residuos 255-275).

Con el fin de caracterizar posibles cambios estructurales en el entorno del sitio alostérico se analizaron
distancias entre residuos clave a lo largo de la simulacién. La distancia catalitica entre Cys111 y His272
se mantiene aproximadamente constante en todos los sistemas evaluados (Figura 110), con valores
cercanos a ~6-7 A, lo que indica que la geometria del sitio catalitico no presenta cambios significativos
durante las trayectorias.
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Figura 110 Distancia catalitica Cys111-His272. Evolucion temporal de la distancia entre los residuos cataliticos Cys111y His272 durante las
simulaciones.

Se analizaron ademas distancias asociadas al movimiento delloop BL2. La distancia entre Pro299y Tyr268
presenta variaciones dependientes del ligando (Figura 111). EL complejo con GRL-0617 mantiene valores
cercanos a ~11-12 A durante la simulacién. Entre los derivados evaluados, el complejo con benzimidazol
3 muestra un comportamiento similar, con valores comparables al ligando de referencia. Otros derivados
presentan desplazamientos mas amplios, con valores que oscilan entre ~10y ~18 A, indicando diferentes
grados de apertura del loop BL2.
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Figura 111 Distancia Pro299-Tyr268 asociada al movimiento del loop BL2.

De manera similar, la distancia entre Arg166 y Tyr268 también muestra diferencias entre los sistemas
(Figura 112). Mientras que el ligando de referencia mantiene valores relativamente constantes cercanos a
~16 A, algunos derivados presentan cambios mas pronunciados en esta distancia a lo largo de la
trayectoria, reflejando variaciones en la posicién relativa del loop BL2, destacando nuevamente el
benzimidazol 3 por su estabilidad en la distancia entre ambos aminodacidos por toda la simulacion.
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Figura 112 Distancia Arg166-Tyr268 asociada a la apertura del sitio alostérico.
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Finalmente, se analizaron las distribuciones de los angulos diedros x1y x2 del residuo Tyr268 (Figura 113
y Figura 114). Las distribuciones angulares muestran que diferentes ligandos inducen poblaciones
conformacionales distintas de este residuo. En el caso de x1, los complejos con benzimidazol 1,3,5y 6
muestran distribuciones similares, con poblaciones predominantes cercanas a +180°. En contraste, otros
sistemas presentan distribuciones mas dispersas. Para el angulo x2, varios complejos muestran
poblaciones concentradas alrededor de valores cercanos a *90°, mientras que otros presentan
distribuciones mas amplias. En particular, benzimidazol 3 presenta una distribucién mas repartida entre
diferentes regiones angulares, mientras que benzimidazol 2 y benzimidazol 4 muestran poblaciones
concentradas alrededor de ~100° y ~—60°.
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Figura 113 Distribucion angular del diedro x1 del residuo Tyr268.
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Figura 114 Distribucion angular del diedro x2 del residuo Tyr268.

0° 180"

5.5.6 Analisis moléculas Top 1 Virtual screening

En los resultados de la evolucion del RMSD de la proteina durante las simulaciones mostrado en Figura
115. La proteina en estado apo mostrd una tendencia progresiva al aumento del RMSD, alcanzando los
valores mas altos hacia la segunda mitad de la trayectoria. En cambio, el complejo con GRL-0617 y la
mayoria de los complejos proteina-ligando presentaron fluctuaciones mas acotadas, con valores
generalmente intermedios respecto al sistema apo. Entre los complejos evaluados, la aminopirimidina
mostré el comportamiento mas cercano al sistema apo, con un aumento mas marcado del RMSD proteico
durante la simulacion. Elresto de las familias mantuvo trayectorias relativamente similares entre siy mas
préximas al comportamiento observado para el complejo con el ligando de referencia.
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Figura 115 RMSD de la proteina durante las simulaciones de Dindmica molecular. Trayectorias de RMSD para la proteina en estado apo, el
complejo con el ligando de referencia GRL-0617 y los complejos con las moléculas para cada familia. El panel final muestra la superposicion
de todas las trayectorias para facilitar la comparacion entre sistemas.

ELRMSD del ligando para el complejo con GRL-0617 y para las moléculas representativas de cada familia
mostrado en la Figura 116. El ligando de referencia presenté una trayectoria estable y de baja magnitud
durante toda la simulacién. Entre las familias evaluadas, benzamida, benzodiazepina y pirimidina
aminobenzimidazol mostraron perfiles relativamente estables desde etapas tempranas de la dinamica,
aunque con diferentes magnitudes absolutas de RMSD. El benzimidazol presenté un comportamiento
intermedio, con un aumento progresivo del RMSD durante la trayectoria. En contraste, benzotiofeno,
pirimido-benzimidazol y aminopirimidina presentaron los valores mas altos de RMSD del ligando, con
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cambios abruptos y trayectorias mas variables, lo que las diferencia claramente de los sistemas mas
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Figura 116 RMSD del ligando durante las simulaciones de Dindmica molecular. Trayectorias de RMSD con el ligando de referencia GRL-0617
y los complejos con las moléculas para cada familia. El panel final muestra la superposicion de todas las trayectorias para facilitar la
comparacion entre sistemas.

En la Figura 117 se presentan los perfiles de RMSF por residuo para la proteina apo, el complejo con GRL-
0617 y los complejos por familia. En todos los sistemas se observaron fluctuaciones localizadas en
regiones especificas de la proteina, incluyendo los extremos de la secuenciay la region correspondiente
alloop BL2. La proteina apo presenté una fluctuacién marcada en la region BL2, especialmente alrededor
de los residuos cercanos a Tyr268. El complejo con GRL-0617 mostré una reduccidon notoria de la
fluctuacién en esta region. Entre las familias evaluadas, benzamida y pirimidina aminobenzimidazol
fueron las que presentaron una menor fluctuacion del loop BL2 en comparacion con el sistema apo. Las
demas familias mostraron perfiles intermedios o con mayor flexibilidad local en esta region.
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Figura 117 Perfil de RMSF de la proteina. Fluctuaciones cuadraticas medias por residuo para la proteina apo y los complejos proteina—

ligando. La region sombreada corresponde al loop BL2.

El efecto de reduccion de la flexibilidad del loop bl2 se ve con mayor claridad en la Figura 118.
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RMSF por residuo de la proteina sola y de los complejos
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Figura 118 Superposicién de RMSF y ampliacién del loop BL2. Comparacion directa de las fluctuaciones por residuo entre los distintos
sistemas y ampliacion de la region BL2 (residuos 255-275).

Enla Figura 119 se muestra la evolucidon temporal de la distancia entre Cys111 e His272. En general, todos
los sistemas mantuvieron esta distancia dentro de un rango relativamente estrecho durante la simulacién,
sin separaciones abruptas ni cambios sostenidos de gran magnitud. El complejo con GRL-0617 tendié a
ubicarse en valores ligeramente superiores hacia la segunda mitad de la trayectoria. Benzimidazol
presentdé una mayor variabilidad local, mientras que benzodiazepinay aminopirimidina mostraron algunos
intervalos con distancias algo menores. Sin embargo, en términos generales, la distancia catalitica
Cys111-His272 no evidencid diferencias tan marcadas como las observadas en el RMSD del ligando o en
las distancias asociadas al loop BL2.
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Figura 119 Distancia catalitica Cys111-His272. Evolucién temporal de la distancia entre los residuos cataliticos Cys111 y His272 durante las
simulaciones.

En las distancias asociadas al movimiento del loop BL2, se observaron diferencias mas evidentes entre
sistemas(Figura 120). Para la distancia Tyr268-Arg166, el complejo con GRL-0617 mantuvo un perfil
relativamente estable. Benzamida y pirimidina aminobenzimidazol presentaron comportamientos
cercanos al del ligando de referencia, con distancias moderadas y sin grandes transiciones. En cambio,
benzotiofeno y benzodiazepina mostraron valores mas altos durante gran parte de la simulacién. Pirimido-
benzimidazol presentd un cambio abrupto cercano a la mitad de la trayectoria, mientras que benzimidazol
mostré un aumento marcado hacia los ultimos nanosegundos. Aminopirimidina también presentd una
transicién temprana hacia valores mayores de distancia.
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Figura 120 Distancia Arg166-Tyr268 asociada al movimiento del loop BL2.

Para la distancia Tyr268-Pro299, se observo un patron similar. EL complejo con GRL-0617 mantuvo una
distancia baja y estable durante la simulacion (Figura 121). Benzamida y pirimidina aminobenzimidazol
conservaron valores cercanos a este comportamiento. En contraste, benzodiazepina y benzotiofeno
mostraron distancias mas elevadas, mientras que pirimido-benzimidazol y benzimidazol presentaron
transiciones claras durante la trayectoria. Aminopirimidina mostré un aumento temprano de la distancia
y luego una estabilizacion en valores superiores a los observados para GRL-0617.
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Figura 121 Distancia Pro299-Tyr268 asociada al movimiento del loop BL2.

En la Figura 122se presenta la distribucién angular del diedro x1 de Tyr268. La proteina apo mostré una
distribucion concentrada principalmente en angulos negativos, mientras que GRL-0617 presentd una
poblacion angular desplazada hacia valores cercanos a *180° Las familias evaluadas mostraron
distribuciones diferentes entre si. Benzamida destacé por presentar una orientacion angular distinta tanto
del sistema apo como del complejo con GRL-0617, con una poblacién predominante en valores positivos.
Benzotiofeno, pirimido-benzimidazol y benzimidazol mostraron distribuciones parcialmente
superpuestas con regiones ocupadas por el sistema apo o por el ligando de referencia. Por otro lado,
benzodiazepina, pirimidina aminobenzimidazol y aminopirimidina presentaron poblaciones mas
concentradas en sectores angulares negativos, con cierta similitud entre ellas.
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Figura 122 Distribucidon angular del diedro x1 del residuo Tyr268.
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En la Figura 123 se muestra la distribucidon angular del diedro x2 de Tyr268. El sistema apo presentd una
distribucion mas dispersa, mientras que GRL-0617 mostro poblaciones angulares mas definidas en torno
a orientaciones cercanas a +90°. Entre las familias evaluadas, benzotiofeno y benzamida fueron las que

mostraron distribuciones mas préximas al

patrén observado para GRL-0617,

aunque con

desplazamientos en la orientacién predominante. Pirimido-benzimidazol, benzimidazol, benzodiazepina

y pirimidina aminobenzimidazol también presentaron poblaciones preferentes, pero con mayor
variabilidad o desplazamiento respecto al ligando de referencia. Aminopirimidina mostré una distribucion
mas diferenciada, con una orientacién angular desplazada respecto a los demas sistemas.
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Figura 123 Distribucion angular del diedro x2 del residuo Tyr268.

5.6 Farmacocinética

5.6.1 Chalconas y derivados heterociclicos

5.6.1.1Drogabilidad (drogability)

Se evalué la drogabilidad de los compuestos de los compuestos mediante la regla de Lipinski y el criterio
de Veber. La primera considera peso molecular, lipofilicidad y capacidad de formacién de enlaces de
hidrégeno, mientras que la regla de Veber relaciona la biodisponibilidad oral con la superficie polar
topoldgicay la flexibilidad molecular .

La regla de Lipinski establece que los compuestos con mayor probabilidad de presentar adecuada
biodisponibilidad oral suelen cumplir los siguientes criterios: peso molecular < 500 Da, logP < 5, no mas
de 5 donadores de enlace de hidrégeno (HBD) y no mas de 10 aceptores de enlace de hidrégeno (HBA).
Por su parte, la regla de Veber relaciona la biodisponibilidad oral con la superficie polar topolégica (TPSA)
y la flexibilidad molecular, estableciendo como criterios TPSA < 140 A’y < 10 enlaces rotables.

Los resultados obtenidos para las propiedades fisicoquimicas de los compuestos analizados se
presentan en la Tabla IV del Anexo. En total, se evaluaron 400 moléculas pertenecientes a las distintas
familias estructurales consideradas en este estudio.

El analisis del cumplimiento de la regla de Lipinski mostré que 386 compuestos no presentan violaciones
a este criterio, mientras que 14 moléculas presentan al menos unaviolacion. En relacidon con el criterio de
Veber, todas las moléculas analizadas (400 compuestos) cumplen los parametros establecidos para la
superficie polar topolégica y el numero de enlaces rotables.

Los valores individuales de peso molecular, lipofilicidad (logP), numero de donadores y aceptores de
enlace de hidrégeno, superficie polar topolégica y nimero de enlaces rotables para cada uno de los
compuestos analizados se presentan en Anexo IV.
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5.6.1.2 Absorcion

Las propiedades relacionadas con la absorcidn intestinal de las moléculas fueron estimadas mediante
modelos de prediccion ADMET. Los resultados se resumen en las Figura 124y Figura 126.

La clasificacién empirica de absorcion intestinal humana (HIA) indica que la totalidad de las moléculas
analizadas se ubican dentro de la categoria favorable, de acuerdo con los umbrales establecidos por el
modelo predictivo (Figura 124). En consecuencia, ninguna molécula fue clasificada dentro de las
categorias intermedia o desfavorable, observandose una distribucion completamente concentrada en la
region correspondiente a absorcion favorable.

La prediccién de interaccién con la glicoproteina P (P-gp) muestra que 235 moléculas fueron clasificadas
como potenciales inhibidores de P-gp, mientras que 165 compuestos no presentaron esta caracteristica
(Figura 124). En contraste, el andlisis de sustrato de P-gp indica que Unicamente 5 moléculas fueron
predichas como posibles sustratos, mientras que 395 compuestos no presentan probabilidad significativa
de ser transportados por esta proteina.

La distribucion de los valores de permeabilidad predicha en el modelo Caco-2 se presenta en la Figura
125. El grafico de violin muestra una distribucion relativamente compacta de los valores de
permeabilidad, con una mediana aproximada cercana a —4.9 log cm/s. Considerando el umbral empirico
de permeabilidad (-5.15 log cm/s), se observa que la mayoria de los compuestos se situa en la regién
asociada a alta permeabilidad, mientras que un total de 14 moléculas presentavalores iguales o inferiores
adicho limite.

Con el fin de comparar estas propiedades entre las diferentes familias estructurales estudiadas, se
calculé el promedio de cada descriptor de absorcidn y se representd mediante un mapa de calor (Figura
126). En este analisis, la probabilidad de absorcién intestinal favorable (expresada como 1 - HIA)

(1-HIA) presenta valores cercanos a 1.0 en todas las familias, indicando una tendencia uniforme en este
parametro. Por su parte, la permeabilidad Caco-2 promedio varia entre las distintas familias quimicas,
con valores que oscilan aproximadamente entre 0.16 y 0.72 en la escala normalizada utilizada.

Respecto a la interaccién con P-gp, se observan diferencias entre las familias estructurales. Algunas
familias presentan probabilidades promedio mas altas de inhibicién de P-gp, mientras que otras muestran
valores considerablemente menores. En contraste, la probabilidad de actuar como sustrato de P-gp se
mantiene baja en todas las familias analizadas.

A Clasificacién empirica de HIA B Pprediccién de interaccién con P-gp
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Figura 124 Propiedades de absorcion intestinal e interaccion con P-glicoproteina predichas.

(A) Clasificacion de las moléculas segun la probabilidad de absorcidn intestinal humana (HIA). De acuerdo con la escala empirica del modelo,
valores entre 0-0.3 corresponden a compuestos con absorcion intestinal favorable, valores entre 0.3-0.7 indican absorcidon intermedia,
mientras que valores entre 0.7-1.0 se asocian a una absorcién desfavorable.

(B) Distribucién de moléculas predichas como inhibidores de P-glicoproteina (P-gp) y sustratos de P-gp, utilizando un umbral de probabilidad
de 0.5 para la clasificacion binaria. Los valores indican el nimero total de compuestos en cada categoria.
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Distribucion de la permeabilidad Caco-2
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Figura 125 Distribucion de la permeabilidad Caco-2 predicha para el conjunto de compuestos. El diagrama de violin representa la densidad
de la distribucion, mientras que los puntos individuales corresponden a cada molécula evaluada. La linea negra indica la mediana. Los
compuestos con valores superiores a -5.15 log cm/s se muestran en verde (alta permeabilidad), mientras que aquellos con valores iguales o
inferiores a este umbral se muestran en rojo (baja permeabilidad). La linea roja discontinua indica el umbral empirico de permeabilidad
intestinal asociado a una adecuada absorcion.
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Perfil de absorcion promedio por familia
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Figura 126 Perfil de absorcion intestinal promedio por familia quimica.

Mapa de calor que resume las propiedades de absorcion predichas para las distintas familias de compuestos analizadas. Las propiedades
incluidas corresponden a: probabilidad de absorcidn intestinal humana (HIA), permeabilidad Caco-2 normalizada, probabilidad de inhibicién
de P-glicoproteina, y probabilidad de actuar como sustrato de P-glicoproteina.
Para facilitar la interpretacion visual, el valor de HIA fue transformado como 1 - HIA, de modo que valores mas altos en el mapa de calor
representen un perfil de absorcion mas favorable. Los valores mostrados corresponden al promedio de las moléculas pertenecientes a cada
familia quimica, permitiendo comparar tendencias globales entre los distintos scaffolds estructurales.

5.6.1.3Distribucion

Las propiedades de distribucion de las moléculas fueron evaluadas mediante los descriptores de
permeabilidad a la barrera hematoencefalica (BBB), unidn a proteinas plasmaticas (PPB), fraccion libre en
plasma (Fu) y volumen de distribuciéon en estado estacionario (VDss), utilizando los modelos predictivos.
La clasificacion de la permeabilidad a la barrera hematoencefalica muestra que el conjunto de moléculas
se distribuye entre compuestos con capacidad de penetracidon cerebral (BBB+) y aquellos sin dicha
capacidad (BBB-) (Figura 127A). En términos cuantitativos, se observa una distribucién relativamente
equilibrada entre ambas categorias, lo que evidencia una variabilidad en este parametro dentro del
conjunto analizado.

La distribucién de los valores de unién a proteinas plasmaticas (PPB) se presenta en la Figura 127B. El
grafico de violin muestra que la mayoria de las moléculas exhibe valores elevados de PPB,
concentrandose en un rango estrecho cercano a los valores maximos del modelo predictivo. Esta
tendencia se refleja en una distribucién sesgada hacia altos porcentajes de unién, con una dispersion
limitada de los datos.

En concordancia con lo anterior, la distribucion de la fraccion libre en plasma (Fu) en la Figura 127(C)
muestra valores predominantemente bajos para la mayoria de las moléculas analizadas. La distribucidon
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se encuentra concentrada en la region inferior del rango evaluado, indicando una baja proporcion de
compuesto libre en plasma en términos generales.

Los valores de VDss de la Figura 127D muestran que todas la moleculas analizadas se encuentras dentro
delrango 6ptimo.
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Figura 127 Distribucidn de las propiedades farmacocinéticas relacionadas con la distribucion para el conjunto de compuestos analizados.
(A) Clasificacion de la permeabilidad a la barrera hematoencefalica (BBB), donde valores de probabilidad superiores a 0.5 se consideran
indicativos de compuestos con capacidad de penetracion al sistema nervioso central (BBB+), mientras que valores inferiores corresponden
a compuestos con baja probabilidad de penetracion (BBB-).

(B) Distribucion de la unién a proteinas plasmaticas (PPB), expresada como porcentaje. El diagrama de violin representa la densidad de los
datos, mientras que los puntos individuales corresponden a cada molécula. La linea central indica la mediana de la distribucidn. La linea
discontinua representa el umbral empirico de alta unidon a proteinas plasmaticas (>90%).

(C) Distribucién de la fraccidn libre en plasma (Fu), expresada como porcentaje. El grafico de violin muestra la dispersion de los valores
predichos, donde la linea central corresponde a la mediana. Las lineas discontinuas indican valores de referencia empiricos para fraccion
libre baja (~5%) y moderada (~20%).

(D) Distribucién del volumen de distribucién en estado estacionario (VDss), expresado en L/kg y representado en escala logaritmica. De
acuerdo con el criterio empirico del modelo ADMETlab 3.0, valores entre 0.04 y 20 L/kg se consideran favorables (rango en verde), mientras
que valores fuera de este rango se consideran desfavorables.

Con el fin de comparar las propiedades de distribucién entre las distintas familias estructurales, se
calculd el valor promedio de cada descriptor y se representd mediante un mapa de calor (Figura 128). En
este analisis, la probabilidad de penetracion BBB muestra variaciones entre familias, evidenciando
diferencias en la capacidad de acceso al sistema nervioso central. Por su parte, los valores asociados a
PPB favorable y fraccion libre se mantienen bajos de manera consistente entre las distintas familias
quimicas. En contraste, el volumen de distribucion (VDss) presenta variaciones moderadas entre familias,
indicando diferencias en latendencia de los compuestos a distribuirse en compartimentos tisulares, pero
estos siempre dentro del rango 6ptimo.
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Perfil de distribucion promedio por familia
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Figura 128 Mapa de calor que resume las propiedades de distribucion predichas para las distintas familias estructurales analizadas. Las
variables incluidas corresponden a la probabilidad de penetracion a la barrera hematoencefalica (BBB), la unidn a proteinas plasmaticas
transformada como 1-PPB/100 (PPB favorable), la fraccidn libre en plasma (Fu) y el volumen de distribucion en estado estacionario (VDss),
estos ultimos normalizados para facilitar la comparacion visual. Los valores mostrados corresponden al promedio de cada descriptor dentro
de cada familia quimica. La escala de color representa la magnitud relativa de cada propiedad.

5.6.1.4 Metabolismo

Lainteraccion de las moléculas con enzimas del sistema citocromo p450 fue evaluada mediante modelos
predictivos, considerando tanto la probabilidad de inhibicion como de sustrato para las principales
isoformas involucradas en el metabolismo de farmacos (CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6y CYP3A4).
La distribucién de probabilidades de inhibicidon para cada isoforma se presenta en la Figura 129. En
general, se observa una variabilidad en los valores predichos entre las distintas isoformas, evidenciando
perfiles diferenciados de interaccidn en la serie de compuestos analizados. Algunas isoformas presentan
distribuciones desplazadas hacia valores elevados de probabilidad, mientras que otras muestran una
mayor dispersién o tendencia hacia valores intermedios.
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Distribucion de probabilidades de inhibicion de CYP450
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Figura 129 Distribucion de las probabilidades predichas de inhibicion de isoformas del sistema Citocromo P450 (CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19,
CYP2D6 y CYP3A4) para el conjunto de moléculas analizadas. Los diagramas tipo violin representan la densidad de distribucion de las
probabilidades en el rango de 0 a 1, mientras que la linea central indica la mediana de cada distribucién. Los puntos individuales
corresponden a valores muestreados para visualizar la dispersion de los datos.

En la Figura 130 se muestra la distribucidon de probabilidades asociadas al comportamiento como sustrato
de las mismas isoformas. De manera analoga a lo observado para la inhibicién, se identifican diferencias
entre isoformas, con distribuciones que abarcan desde valores bajos hasta altos, indicando una
heterogeneidad en la propensién de las moléculas a ser metabolizadas por estas enzimas.
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Figura 130 Distribucion de las probabilidades predichas de comportamiento como sustrato para las principales isoformas del sistema
Citocromo P450 (CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 y CYP3A4). Los diagramas tipo violin muestran la densidad de los valores predichos
enelrangode 0a 1, mientras que la linea central representa la mediana de cada distribucion. Los puntos superpuestos ilustran la variabilidad
de los datos individuales.

Por otra parte, el perfil metabdlico promedio agrupado por familia estructural se resume en la Figura 131.
Este analisis permite visualizar tendencias globales en la interaccién con las distintas isoformas de
CYP450, observandose variaciones en los valores promedio de probabilidad tanto para inhibicion como
para sustrato entre las distintas familias.
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Figura 131 Perfil metabdlico promedio por familia estructural, representado como un mapa de calor de las probabilidades predichas de
inhibicién (inh) y comportamiento como sustrato (sub) para las principales isoformas del sistema Citocromo P450. Los valores corresponden
al promedio de las probabilidades dentro de cada familia, en una escala de 0 a 1. La intensidad de color refleja la magnitud de la probabilidad
promedio, permitiendo comparar las tendencias metabdlicas entre familias estructurales.

5.6.1.5 Excrecion

Las propiedades relacionadas con la excrecién de los compuestos fueron evaluadas mediante
predicciones ADMET, considerando el clearance plasmatico (CL) y la vida media (t,/,) como parametros
principales.

La distribucién global de estos parametros se presenta en la Figura 132. En el caso del clearance
plasmatico, los valores predichos se distribuyen principalmente en un rango intermedio, con una
dispersidon que abarca desde valores bajos hasta cercanos al umbral superior del modelo. La mediana del
conjunto se situa en torno al limite inferior de la categoria intermedia. Por su parte, la vida media presenta
una distribucién mas concentrada, con valores predominantemente bajos y una menor dispersion en
comparacioén con el clearance plasmatico.

El andlisis por familia quimica (Figura 133) evidencia diferencias en la distribucion de ambos parametros
entre los distintos grupos estructurales. Para el clearance plasmatico, las familias muestran rangos de
valores diferenciados, con distribuciones que varian en amplitud y posicidn central. En particular, algunas
familias presentan distribuciones centradas en valores intermedios, mientras que otras exhiben una
mayor dispersion hacia valores superiores. En el caso de la vida media, las distribuciones se mantienen
mayoritariamente en rangos bajos, con una variabilidad limitada entre familias.

El analisis de los valores promedio por familia quimica (Figura 134) permite observar tendencias globales
en el comportamiento de los parametros de excrecidon. El clearance plasmatico presenta valores
promedio diferenciados entre familias, destacando variaciones en la magnitud de este parametro entre
los distintos grupos estructurales. Por su parte, la vida media muestra valores promedio relativamente
homogéneos entre familias, con diferencias de menor magnitud en comparacion con el clearance
plasmatico.
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Figura 132 Distribucion global de los parametros de excrecion. Diagramas tipo violin que muestran la distribucion de los valores predichos de
clearance plasmatico (CL) y vida media (t,/,) para el conjunto total de compuestos. Los puntos representan valores individuales. Las lineas
discontinuas indican los umbrales empiricos del modelo ADMETlab para la clasificacién de clearance plasmatico (5 y 15 mL/min/kg) y vida
media (1,4y 8 h).
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Figura 133 Distribucion de los parédmetros de excrecion por familia quimica.

Diagramas tipo violin que representan la distribucion del clearance plasmatico (CL) y la vida media (t,/,) agrupados segtin la familia estructural
de los compuestos. Los puntos corresponden a valores individuales. Las lineas discontinuas indican los umbrales empiricos del modelo
ADMETlab para la clasificacidon de clearance plasmatico (5 y 15 mL/min/kg) y vida media (1, 4y 8 h).
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Perfil promedio de excrecion por familia
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Figura 134 Perfil promedio de excrecion por familia quimica.

Mapa de calor que muestra los valores promedio de clearance plasmatico (CL) y vida media (t,/,) para cada familia quimica. La escala de
color representa la magnitud relativa de los valores dentro de cada propiedad, mientras que los valores numéricos corresponden a los
promedios calculados para cada grupo estructural.

5.6.1.6 Toxicidad

Los resultados predichos revelaron una alta prevalencia de eventos clasificados como positivos en
multiples endpoints toxicoldgicos, entendidos como efectos adversos especificos evaluados de manera
independiente por el modelo ( Figura 135). . Con el fin de evitar una clasificacion estrictamente binaria, las
probabilidades predichas se agruparon en tres categorias interpretativas: baja (< 0,30), intermedia (0,30-
0,70) y alta (> 0,70) probabilidad de toxicidad.

La distribucion de estas categorias ( Figura 135) revela que una proporcion significativa del conjunto se
concentra en el rango de alta probabilidad para varios efectos criticos. En particular, la hepatotoxicidad
humana, la toxicidad respiratoria y el dafo hepatico inducido por farmacos (DILI) presentan las mayores
fracciones de compuestos en la categoria de alto riesgo. De manera consistente, efectos como la
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genotoxicidad, la inhibicion del canal hERG y FDAMDD también muestran una clara dominancia de valores

elevados, indicando un perfil toxicolégico globalmente desfavorable.

En contraste, algunos efectos como la corrosion ocular y la citotoxicidad en lineas celulares especificas

presentan una mayor proporcion de compuestos en las categorias de baja o intermedia probabilidad, lo

que sugiere una menor contribucion relativa de estos mecanismos al riesgo global del conjunto.
Distribucion de la probabilidad de toxicidad por efecto evaluado

Genotoxicidad 1

DILI 4

Hepatotoxicidad humana
Neurotoxicidad -

Toxicidad respiratoria -
FDAMDD 4

Nefrotoxicidad -

Ames

Citotox. HEK293
hERG (10 uM) -
Ototoxicidad 1 |

Carcinogenicidad 1 ‘

Hematotoxicidad 1 |

Efecto toxicolégico evaluado

Irritacién ocular - ‘

Citotox. A549 | |

Sensibilizacion cutanea - ‘

hERG - |

Toxicidad oral aguda
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Figura 135 Clasificacion toxicoldgica por endpoint. Distribucidn porcentual de compuestos clasificados como positivos y negativos para los
distintos endpoints toxicologicos predichos por ADMETlab 3.0. La clasificacion se realizé considerando baja probabilidad (< 0.30),
probabilidad intermedia (0.30-0.70) y alta probabilidad (> 0.70). Los endpoints incluidos corresponden a probabilidades de
positividad/toxicidad reportadas por el modelo.

El analisis del perfil promedio por familia quimica ( Figura 136) revela diferencias estructurales marcadas
en la propension a la toxicidad. La familia pirimidina—aminobenzimidazol destaca por presentar valores
consistentemente elevados en multiples efectos evaluados, indicando un perfil de riesgo pronunciado y
generalizado. Por el contrario, las chalconas exhiben valores relativamente mas moderados en varios
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parametros, aunque aun mantienen niveles intermedios a altos en efectos criticos como la inhibicién de
hERG y la carcinogenicidad, lo que sugiere que ninguna familia esta completamente exenta de riesgo.
Perfil toxicolégico promedio por familia quimica
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Figura 136 Perfil toxicolégico promedio por familia quimica. Mapa de calor que representa los valores promedio de probabilidad para los
distintos endpoints toxicolégicos agrupados segun la familia estructural de los compuestos. La escala de color muestra la magnitud relativa
dentro de cada endpoint, mientras que los valores numéricos corresponden a los promedios observados en cada familia.

La distribucién global de la carga toxicoldgica (Figura 137) definida como el numero de efectos con
probabilidad superior a 0,5 por molécula, muestra que la mayoria de los compuestos se agrupa entre 13
y 16 efectos positivos, con una mediana cercana a 14. Esta acumulacion de senales adversas indica que
las moléculas evaluadas presentan un perfil de riesgo multifactorial, caracterizado por la coexistencia de
multiples alertas toxicolégicas simultaneas.

Distribucion global de la carga toxicoldgica

18 - °
16
14 -+
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10 o

NUmero de endpoints positivos (> 0.5)

Carga toxicoldgica

Figura 137 Distribucion de la carga toxicoldgica global del conjunto de compuestos, definida como el nimero de efectos toxicolégicos con
probabilidad predicha superior a 0,5 por molécula. El diagrama de violin representa la densidad de la distribucion, mientras que los puntos
individuales corresponden a cada compuesto y la linea horizontal indica la mediana. La concentracion de valores entre 13 y 16 efectos
positivos sugiere una elevada acumulacién de alertas toxicoldgicas en el conjunto analizado.

Los principales resultados evidencian que el perfil toxicoldgico del conjunto esta dominado por una alta
probabilidad de eventos adversos en multiples sistemas bioldgicos, destacando especialmente aquellos
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asociados a cardiotoxicidad, hepatotoxicidad y genotoxicidad. Estas tendencias sugieren que, si bien las
moléculas presentan potencial farmacoldégico, la optimizacidon estructural orientada a reducir su perfil
toxicolégico resulta necesaria para su eventual desarrollo. estructural sera necesaria para reducir el riesgo
toxicolégico global.

5.6.1.7Solubilidad

La muestra el panorama general de los valores de logS (definido como el logaritmo decimal de la
solubilidad molar en agua. En este parametro, valores mas negativos indican menor solubilidad acuosa,
mientras que valores menos negativos reflejan una mayor solubilidad) predichos para la biblioteca
completa(Figura 138). Los valores se distribuyeron entre -9.415 y -2.170, con una mediana global de
-5.726. En conjunto, la mayor parte de los compuestos se ubicé por debajo del umbral de referencia de
logS = -4, y solo 57 de 400 moléculas (14.3%) presentaron valores iguales o superiores a dicho valor. La
distribucion ordenada evidencié ademas un descenso progresivo de logS a lo largo del conjunto, sin
agrupamientos discretos marcados en el panorama global.

Distribucion ordenada de logS
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Figura 138 Distribucion ordenada de los valores de logS predichos para la biblioteca evaluada. Los compuestos se presentan ordenados de
acuerdo con su valor de logS, desde el mayor al menor. La linea horizontal punteada indica el umbral de referencia de logS = -4.

La distribucién de logS por familia se presenta en la Figura 139. Las medianas menos negativas
correspondieron a las familias IV 3,4-dihidropirazol (R) y IV 3,4-dihidropirazol (S), ambas con una mediana
de -5.000. A continuacion se ubicaron Il Aminopirimidina (-5.515) y las familias Il 2,3-
dihidrobenzodiazepina (R) y (S) (-5.588 en ambos casos). Las familias con medianas mas negativas fueron
VI Pirimido-benzimidazol (-6.535) y V Pirimidina-aminobenzimidazol (-6.856). En general, las
distribuciones mostraron desplazamientos diferenciales entre familias, con una tendencia hacia valores
mas negativos en los sistemas benzimidazdlicos fusionados.
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Distribucién de logS por familia
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Figura 139 Distribucidn de logS por familia quimica. Se muestran las distribuciones de los valores de logS predichos para cada familia quimica
mediante graficos de violin, ordenados segtin la mediana de logS. La linea horizontal punteada indica el umbral de referencia de logS = —4.

La Figura 140 muestra la distribucion de logS segun el aldehido empleado. Las medianas menos negativas
se observaron para los derivados de p-aminobenzaldehido (-4.780), salicilaldehido (-4.835) y vainillina
(—4.893). En una zona intermedia se ubicaron los compuestos derivados de p-dimetilaminobenzaldehido
(-5.157) y cinamaldehido (-5.672). Las medianas mas negativas correspondieron a p-nitrobenzaldehido
(-6.207), 4-isopropilbenzaldehido (-6.322) y, especialmente, p-(trifluorometil)benzaldehido (-7.057). En
conjunto, el cambio del aldehido se asocié con desplazamientos notorios en la distribucién de logS.

Distribucién de logS por aldehido
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Figura 140 Distribucion de logS segun el aldehido empleado. Se presentan las distribuciones de logS agrupadas de acuerdo con el aldehido
precursor, mediante graficos de violin ordenados segun la mediana de cada grupo. La linea horizontal punteada indica el umbral de referencia
de logS = —4.
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Ladistribuciéon de logS por cetona se presenta en la Figura 141. Los valores menos negativos se observaron
para los derivados de acetofenona, con una mediana de —-3.802, siendo ademas la Unica cetona cuya
mediana se ubicé porencima delumbral de —-4. Le siguieron 1-acetilnaftaleno (-5.026) y 2-acetilnaftaleno
(-5.140). Las medianas mas negativas correspondieron a 9-acetilantraceno (-6.575) y 1-acetilpireno
(-7.614). Asi, la variacion del fragmento cetdnico produjo un gradiente claro en los valores de logS, desde
sistemas con medianas préoximas o superiores al umbral hasta series desplazadas hacia valores
marcadamente mas negativos.
Distribucién de logS por cetona

Figura 141 Distribucion de logS segun la cetona empleada. Se muestran las distribuciones de logS agrupadas segun la cetona precursora,
mediante graficos de violin ordenados de acuerdo con la mediana de cada grupo. La linea horizontal punteada indica el umbral de referencia
de logS = 4.

5.6.2 Derivados de benzimidazol

5.6.2.1 Drogabilidad (drug like)

Se evalué el caracter drug-like de los seis benzimidazoles mediante la regla de Lipinski y el criterio de
Veber. Los valores individuales de peso molecular, lipofilicidad, donadores y aceptores de enlace de
hidrégeno, superficie polar topolégica y enlaces rotables Tabla 11).

Los seis compuestos cumplen completamente la regla de Lipinski, ya que ninguno presenta violaciones.
De manera consistente, todos exhiben un peso molecular de 349.12 Da, valores de logP entre 3.38y 3.67,
0 donadores y 4 aceptores de enlace de hidrégeno. Estos valores se mantienen dentro de los umbrales
clasicos asociados a una adecuada biodisponibilidad oral.

En cuanto al criterio de Veber, la totalidad de la serie también cumple con los parametros establecidos.
Todos los compuestos presentan una TPSA de 47.78 A>y 3enlaces rotables, valores claramente por debajo
de los limites empiricos de 140 AZ y 10 enlaces rotables, respectivamente. En conjunto, estos resultados
muestran una alta homogeneidad fisicoquimica dentro de la serie y un perfil globalmente favorable de
drogabilidad.

Tabla 11 Descripciones de benzimidazoles para reglas de Lipinsky y Veber(Si=cumple con las reglas, No= No cumple con las reglas).

Molécula MM logP HBD | HBA | Violaciones | TPSA | nRot | Veber
de Lipinsky

Benzimidazol | 349.12 | 3.48773818 | O 4 0 47.78 | 3 Si
1

Benzimidazol | 349.12 | 3.63685682 | 0 4 0 47.78 | 3 Si
2

Benzimidazol | 349.12 | 3.3769211 0 4 0 47.78 | 3 Si
3

Benzimidazol | 349.12 | 3.52631881 | 0 4 0 47.78 | 3 Si
4

Benzimidazol | 349.12 | 3.50366277 | O 4 0 47.78 | 3 Si
5
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Benzimidazol | 349.12 | 3.66982531 | 0 4 0 47.78 | 3 Si
6

5.6.2.2 Absorcion

La clasificacion empirica de absorcidn intestinal humana predicha (HIA) indica que los seis compuestos
se ubican en la categoria favorable. Los valores predichos de HIA se encuentran entre 0.0002y 0.0029,
muy por debajo del umbral de 0.30 asociado a absorcion intestinal favorable(Figura 142A).

A Clasificacion empirica de HIA B Prediccién de interacciéon con P-gp
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Figura 142 Propiedades de absorcion intestinal e interaccion con P-glicoproteina predichas para la serie de benzimidazoles. (A) Clasificacion
de las moléculas segun la probabilidad de absorcién intestinal humana (HIA). Valores entre 0-0.30 corresponden a absorcion favorable, entre
0.30-0.70 a absorcion intermedia y mayores a 0.70 a absorcion desfavorable. (B) Distribucion de compuestos predichos como inhibidores y
sustratos de P-glicoproteina (P-gp), empleando un umbral de probabilidad de 0.5 para la clasificacion binaria.

En relacion con la interaccién con P-glicoproteina, todos los compuestos fueron clasificados como
potenciales inhibidores de P-gp, ya que presentaron probabilidades superiores a 0.5, con un promedio de
0.95. En contraste, ninguno fue predicho como sustrato de esta proteina, con probabilidades bajas y
homogéneas (promedio 0.011) (Figura 142 B)

La distribuciéon de la permeabilidad predicha en el modelo Caco-2 (Figura 143)muestra valores
comprendidos entre —4.55y -4.14 log cm/s, con una mediana de —4.32 log cm/s. Considerando el umbral
empirico de -5.15 log cm/s, todos los benzimidazoles se situan en la regién asociada a alta permeabilidad
intestinal, sin registrarse compuestos en la categoria de baja permeabilidad.
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Distribucion de la permeabilidad Caco-2
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Figura 143 Distribucion de la permeabilidad Caco-2 predicha para la serie de benzimidazoles. El diagrama de violin representa la densidad de
la distribucion y los puntos individuales corresponden a cada compuesto evaluado. La linea negra indica la mediana. Los compuestos con
valores superiores a —=5.15 log cm/s se consideran de alta permeabilidad, mientras que la linea roja discontinua indica el umbral empirico
asociado a una adecuada absorcion intestinal.

El perfil promedio (Figura 144)de absorcion de la serie evidencia un comportamiento muy favorable. La
transformacién 1 — HIA presenta un valor cercano a 1.00, lo que refleja la consistencia de la absorcién
intestinal predicha. Del mismo modo, la probabilidad promedio de inhibicién de P-gp es alta, mientras
que la probabilidad de sustrato de P-gp se mantiene cercana a cero. En conjunto, estos resultados
indican que la serie posee un perfil de absorcién uniforme y favorable, con escasa dispersion entre
compuestos.

Perfil promedio de absorcién de la serie
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Figura 144 Mapa de calor que resume las propiedades de absorciéon predichas para el conjunto analizado. Las propiedades incluidas
corresponden a 1 — HIA, permeabilidad Caco-2 normalizada, probabilidad de inhibicidn de P-glicoproteina y probabilidad de actuar como
sustrato de P-glicoproteina. Los valores corresponden al promedio de la serie.
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5.6.2.3Distribucion

La caracterizacidon de las propiedades de distribucidon de la serie de benzimidazoles se presenta en la
Figura 145. En relacidon con la penetracién a la barrera hematoencefalica (BBB), la serie muestra una
distribucion equilibrada, con tres compuestos clasificados como BBB+ y tres como BBB-, utilizando un
umbralde 0.5 (Figura 145A). Los valores individuales se encuentran en el rango de 0.36 a 0.60.

La unién a proteinas plasmaticas (PPB) presenta valores consistentemente altos en toda la serie,
comprendidos entre 97.08 y 97.94%, con una mediana de 97.53% (Figura 145B). En concordancia, la
fraccion libre en plasma (Fu) se mantiene baja, con valores entre 1.92y 2.78% y una mediana de 2.14%
(Figura 145C).

Por su parte, el volumen de distribucién en estado estacionario (VDss) muestra valores de logVDss entre

-0.28 y 0.12, con un promedio de -0.09 (Figura 145D).
Propiedades de distribucién predichas para la serie de benzimidazoles
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Figura 145 Propiedades de distribucion predichas para la serie de benzimidazoles.(A) Clasificacion de penetracion a la barrera
hematoencefalica (BBB) basada en un umbral de probabilidad de 0.5, mostrando el nimero de moléculas clasificadas como BBB+y BBB-.(B)
Distribucion de la unién a proteinas plasmaticas (PPB, %). La linea negra representa la mediana y la linea discontinua roja indica el umbral de
referencia del 90%.(C) Distribucion de la fraccion libre en plasma (Fu, %). La linea negra representa la mediana, mientras que las lineas
discontinuas indican valores de referencia en 5% y 20%.(D) Distribucion del volumen de distribucién en estado estacionario (VDss, L/kg) en
escala logaritmica. La linea negra indica la mediana y las lineas discontinuas verdes delimitan el rango de referencia (0.04-20 L/kg).Los puntos
representan los valores individuales de cada compuesto.

El perfil promedio de distribucion de la serie (Figura 146) resume estos parametros, evidenciando valores
relativos de 0.48 para BBB, 0.02 para PPB favorable, 2.24 para Fuy 0.40 para VDss normalizado.
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Perfil promedio de distribucion de la serie de benzimidazoles
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Figura 146 Perfil promedio de distribucion de la serie de benzimidazoles. El mapa de calor muestra los valores promedio normalizados de los
parametros de distribucién: penetracion BBB, proporcion de PPB favorable, fraccion libre en plasma (Fu) y volumen de distribucion
normalizado (VDss).La intensidad del color corresponde al valor relativo de cada parametro dentro de la serie. Los valores numéricos
indicados en cada celda representan los promedios calculados para cada descriptor.

5.6.2.4 Metabolismo

El analisis del potencial de inhibicidon de isoformas del citocromo P450 muestra valores elevados para
CYP1A2, CYP2C19 y CYP2C8, con probabilidades promedio cercanas a 1.00, mientras que CYP2C9
presenta valores altos (0.92) y CYP3A4 moderados (0.78) (Figura 147). En contraste, CYP2B6 y CYP2D6
exhiben probabilidades de inhibicidn considerablemente menores, con valores promedio de 0.24y 0.15,
respectivamente.

Distribucién de probabilidades de inhibiciéon de CYP450
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Figura 147 Distribucidn de probabilidades de inhibicién de isoformas del citocromo P450 para la serie de benzimidazoles. Se muestran las
distribuciones de las probabilidades predichas de inhibicion para las isoformas CYP1A2, CYP2B6, CYP2C19, CYP2C8, CYP2C9, CYP2D6 y
CYP3AA4. Los violines representan la densidad de distribucion de los datos, los puntos corresponden a los valores individuales de cada
compuesto y la linea horizontal negra indica la mediana.

En cuanto al comportamiento como sustrato, se observa una mayor variabilidad entre isoformas (Figura
148). CYP2C9 presenta las probabilidades mas altas, con valores entre aproximadamente 0.40 y 0.63 y
una mediana cercanaa 0.43. CYP2D6 muestra valores intermedios, distribuidos entre 0.03y 0.62, conuna
mediana cercana a 0.18. Por su parte, CYP1A2 presenta valores bajos a moderados (0.01-0.39; mediana
~0.24), mientras que CYP2B6, CYP2C19 y CYP3A4 presentan probabilidades cercanas a cero en toda la
serie.
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Lo- Distribucion de probabilidades de sustrato de CYP450

Compuestos
® Benzimidazol 1
@ Benzimidazol 2
@ Benzimidazol 3
0.8 @® Benzimidazol 4
@ Benzimidazol 5
@® Benzimidazol 6
£
T 0.6
&
°
[}
h=d
% 0.4 4
o
e
o
0.2 1
0.0 ‘ i S el : .
© ] 9 © Ul
C{?*)‘l C(??'B C ‘{?1(} o® 2C C(?'LO CWQ,P-

Isoforma CYP

Figura 148 Distribucion de probabilidades de comportamiento como sustrato de isoformas del citocromo P450 para la serie de
benzimidazoles. Se presentan las distribuciones de las probabilidades predichas de ser sustrato para las isoformas CYP1A2, CYP2BS,
CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6y CYP3A4. Los violines muestran la distribucidn de los datos, los puntos representan los valores individuales y la
linea horizontal negra indica la mediana.

El perfil promedio integrado (Figura 149) resume estos resultados, evidenciando una alta probabilidad de
inhibicidon para multiples isoformas del sistema CYP450, particularmente CYP1A2, CYP2C19 y CYP2CS,
junto con una contribucién predominante de CYP2C9y, en menor medida, CYP2D6 en el comportamiento
como sustrato.

Perfil metabdlico promedio de la serie de benzimidazoles
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Figura 149 Perfil metabdlico promedio de la serie de benzimidazoles. El mapa de calor muestra las probabilidades promedio de inhibicion
(inh) y comportamiento como sustrato (sub) para distintas isoformas del citocromo P450. La intensidad del color corresponde al valor de
probabilidad promedio, segun la escala indicada. Los valores numéricos dentro de cada celda representan los promedios calculados para
cada propiedad.

5.6.2.5 Excrecion

La distribucion global de estos pardmetros se presenta en la Figura 150. En el caso del clearance
plasmatico, los valores predichos se distribuyen en un rango bajo. La mediana del conjunto se centra es
ente mismo rango. Por su parte, la vida media presenta una distribucién mas concentrada, con valores
bajos yvidas medias menor a 1h.
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Figura 150 Distribucion global de los parametros de excrecion predichos para la serie de benzimidazoles. Los graficos de violin representan
la densidad de los valores de clearance plasmatico (mL/min/kg) y vida media (h), incluyendo la mediana (linea negra) y los valores individuales
(puntos). Las lineas horizontales discontinuas indican umbrales de referencia para la clasificacion de cada parametro.
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El perfil promedio se ve en la Figura 151, donde se observa que la tendencia previamente descrita se
mantiene a nivel global, evidenciando un comportamiento homogéneo en la serie analizada.
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Figura 151 Perfil promedio de excrecion de la serie de benzimidazoles. Los valores numéricos corresponden al promedio de cada propiedad,
mientras que la intensidad del color representa una escala relativa intra-propiedad (0-1), permitiendo comparar tendencias entre
parametros con diferentes unidades.

5.6.2.6 Toxicidad

La distribucion de estas categorias (Figura 152) evidencia que una fraccién considerable del conjunto se
concentra en el rango de alta probabilidad para varios efectos criticos. En particular, la genotoxicidad, la
toxicidad respiratoria, la neurotoxicidad, la nefrotoxicidad, la hepatotoxicidad humanay el dafo
hepatico inducido por farmacos (DILI) presentan una dominancia clara de valores elevados, con la
totalidad o la mayoria de los compuestos clasificados en la categoria de alto riesgo.

Distribucion de la probabilidad de toxicidad por efecto evaluado
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Carcinogenicidad -
Citotox. A549 | |
Citotox. RPMI-8226 -

Irritacion ocular

Efecto toxicoldgico evaluado

Hematotoxicidad A

Ototoxicidad A

Corrosion ocular

Sensibilizacién cutanea |
hERG (10 uM) 1 —

hERG A [ Probabilidad intermedia (0,30-0,70) |
I Alta probabilidad (> 0,70)

{

0 20 40 60 80 100
Porcentaje de compuestos (%)

Figura 152 Clasificacién toxicoldgica por endpoint para la serie de benzimidazoles. Distribucion porcentual de compuestos en categorias de
baja, intermedia y alta probabilidad de toxicidad, segtn los valores predichos por ADMETlab 3.0. La clasificacion se basa en umbrales de
probabilidad definidos como < 0,30 (baja), 0,30-0,70 (intermedia) y > 0,70 (alta).

De manera consistente, endpoints como FDAMDD, la carcinogenicidad, la toxicidad oralaguday el ensayo
de Ames muestran una distribucidon sesgada hacia probabilidades intermedias a altas, indicando la
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persistencia de sefales toxicolégicas relevantes en el conjunto. Asimismo, la inhibicién del canal hERG
(tanto en condiciones estandar como a 10 uM) presenta predominantemente valores intermedios, lo que
sugiere un riesgo moderado de cardiotoxicidad.

En contraste, algunos efectos como la corrosion ocular, la citotoxicidad en lineas celulares especificas
(RPMI-8226) y, en menor medida, la irritacidon ocular y la sensibilizacion cutanea, muestran una mayor
proporciéon de compuestos en la categoria de baja probabilidad, indicando una contribucién menos
significativa de estos mecanismos al perfil toxicolégico global.

El analisis del perfil promedio (Figura 153) confirma estas tendencias, evidenciando valores elevados de
probabilidad en multiples endpoints, destacando especialmente DILI (0,96), FDAMDD (0,92),
neurotoxicidad (0,97), genotoxicidad (0,91) y nefrotoxicidad (0,84). En contraste, endpoints como
corrosién ocular (0,00), sensibilizacién cutanea (0,28) y citotoxicidad en lineas especificas presentan
valores considerablemente menores.
Perfil toxicoldgico promedio de la serie de benzimidazoles
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Figura 153 Perfil toxicoldgico promedio de la serie de benzimidazoles. Mapa de calor que representa los valores promedio de probabilidad
para los distintos endpoints toxicolégicos. La escala de color refleja la magnitud de la probabilidad, mientras que los valores numéricos
corresponden a los promedios calculados para cada efecto.

La distribuciéon global de la carga toxicoldgica (Figura 154), definida como el numero de efectos con
probabilidad superior a 0,5 por molécula, muestra que los compuestos se agrupan principalmente entre
13 y 15 efectos positivos, con una mediana cercana a 14. Esta concentracién indica una elevada
acumulacion de sehales adversas, reflejando un perfil toxicolégico multifactorial caracterizado por la
coexistencia simultanea de multiples riesgos.

Distribucion global de la carga toxicoldgica
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Figura 154 Distribucion de la carga toxicoldgica global de la serie de benzimidazoles, definida como el nimero de endpoints con probabilidad
superior a 0,5 por molécula. El diagrama de violin representa la densidad de la distribucion, mientras que los puntos individuales
corresponden a cada compuesto y la linea horizontal indica la mediana.

5.6.2.7 Solubilidad

La solubilidad acuosa predicha de los seis benzimidazoles(Figura 155y Figura 156), expresada como logS,
se distribuyd en un rango entre -4.694 y -4.181. El compuesto benzimidazol 5 presenté el valor menos
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negativo (-4.181), seguido de benzimidazol 3 (-4.188) y benzimidazol 4 (-4.389). En valores intermedios
se ubicé benzimidazol 6 (—-4.420), mientras que los valores mas negativos correspondieron a benzimidazol
1 (-4.566) y benzimidazol 2 (-4.694). En conjunto, todos los compuestos presentaron valores de logS
inferiores a —4.
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Figura 155 Distribucion ordenada de los valores de logS predichos para los benzimidazoles evaluados. Los compuestos se muestran
ordenados de acuerdo con su valor de logS, desde el mayor al menor. La linea vertical punteada indica el valor de referencia logS = -4. Los
valores obtenidos se distribuyeron entre —4.694 y —4.181, y en todos los casos se ubicaron por debajo de dicho umbral.
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Figura 156 Distribucion ordenada de logS para los benzimidazoles evaluados. Los compuestos fueron ordenados de acuerdo con su valor de
logS. La linea punteada indica el valor de referencia logS = —4. Todos los compuestos presentaron valores inferiores a este umbral.

5.6.3 Moléculas top1 Virtual screening

5.6.3.1Drogabilidad

Se evalué el caracter drug-like de las moléculas representativas de seis familias quimicas mediante la
regla de Lipinski y el criterio de Veber (Tabla 12). Los parametros analizados incluyeron peso molecular,
lipofilicidad (lLogP), nimero de donadores y aceptores de enlace de hidrégeno, superficie polar topoldgica
(TPSA) y numero de enlaces rotables.
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A diferencia de lo observado en series mas homogéneas, en este caso se evidencié una marcada
variabilidad fisicoquimica entre las familias. Ninguna de las moléculas cumplié completamente la regla
de Lipinski, ya que todas presentaron al menos una violacién. Las familias aminopirimidina y benzotiofeno
mostraron una Unica violacién, mientras que benzimidazol, benzodiazepinay benzamida presentaron dos,
y la familia pirimidina aminobenzimidazol registro tres violaciones, de acuerdo con lo consignado en la
tabla. En general, las desviaciones se asociaron principalmente a valores elevados de peso molecular y/o
lipofilicidad, como se observd en benzimidazol, benzodiazepina y pirimidina aminobenzimidazol,
mientras que aminopirimidina y benzamida destacaron por presentar propiedades mas polares.

En cuanto al criterio de Veber, cuatro de las seis familias cumplieron con los parametros establecidos:
benzimidazol, benzodiazepina, benzotiofeno y pirimidina aminobenzimidazol. Por el contrario,
aminopirimidina y benzamida no cumplieron este criterio, principalmente debido a sus altos valores de
TPSA (154.58 y 167.41 A?, respectivamente), superiores al limite empirico de 140 A®. Estos resultados
indican que la serie presenta una drogabilidad variable entre familias, con perfiles mas favorables en
aquellas que, pese a presentar violaciones de Lipinski, conservaron valores compatibles con el criterio de
Veber.

Tabla 12 Descripciones de las moléculas top 1 del virtual screening para reglas de Lipinsky y Veber(Si=cumple con las reglas, No= No
cumple con las reglas).

Familia Molecular MM logP HBD | HBA | Violaciones | TPSA nRot | Veber
de Lipinsky

Aminopirimidina 194.1 | 0.1184 8 8 1 154.58 | 2 No
Benzimidazol 604.2 | 10.667 0 2 2 17.82 |5 Si
Benzodiazepina 617.26 | 7.8306 1 5 2 4598 |3 Si
Benzamida 594.23 | 1.2709 4 12 2 167.41 | 10 No
Benzotiofeno 603.12 | 3.7980 3 6 1 92.5 8 Si
Pirimidina 617.19 | 8.2154 0 7 3 74.29 |3 Si
Aminobenzimidazol

5.6.3.2Absorcion

La clasificacién empirica de absorcioén intestinal humana predicha (HIA) indica que las siete moléculas
del conjunto de virtual screening se ubican en la categoria favorable. Los valores predichos de HIA se
encuentran entre 0.0000 y 0.00010, todos muy por debajo del umbral de 0.30 asociado a absorcidn
intestinal favorable (Figura 157).
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Figura 157 Propiedades de absorcion intestinal e interaccion con P-glicoproteina predichas para el conjunto de moléculas seleccionadas
mediante virtual screening. (A) Clasificacion de las moléculas segtn la probabilidad de absorcion intestinal humana (HIA). Valores entre 0—
0.30 corresponden a absorcion favorable, entre 0.30-0.70 a absorcion intermedia y mayores a 0.70 a absorcion desfavorable. (B) Distribucion
de compuestos predichos como inhibidores y sustratos de P-glicoproteina (P-gp), empleando un umbral de probabilidad de 0.5 para la
clasificacion binaria. Los puntos coloreados corresponden a las moléculas individuales identificadas en la leyenda.

En relacién con la interaccién con P-glicoproteina (P-gp), el conjunto presenta un comportamiento mas
heterogéneo. Cuatro moléculas fueron clasificadas como potenciales inhibidores de P-gp al presentar
probabilidades superiores a 0.5, mientras que tres se ubicaron bajo ese umbral. En contraste, solo dos
compuestos fueron predichos como sustratos de P-gp, mientras que los cinco restantes presentaron
probabilidades inferiores a 0. Los resultados muestran que, aunque la absorcidon intestinal predicha por
HIA es uniformemente favorable, la interaccidon con P-gp no es homogénea entre las moléculas.

La distribucion de la permeabilidad predicha en el modelo Caco-2 muestra valores comprendidos entre
-5.90y -4.82log cm/s, con una mediana de -5.27 log cm/s (Figura 158). Considerando el umbral empirico
de -5.15 log cm/s, tres compuestos se sitlan en la regién asociada a alta permeabilidad intestinal,
mientras que cuatro se ubican por debajo de ese valor, en la zona de menor permeabilidad relativa. Por
tanto, a diferencia de la clasificacion HIA, la permeabilidad Caco-2 evidencia una dispersion mas
marcada dentro del conjunto evaluado.

Distribucion de la permeabilidad Caco-2 (VS)
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Aminopirimidina
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Figura 158 Distribucion de la permeabilidad Caco-2 predicha para el conjunto de moléculas seleccionadas mediante virtual screening(VsS).
El diagrama de violin representa la densidad de la distribucién y los puntos individuales corresponden a cada molécula evaluada. La linea
negra indica la mediana. Los compuestos con valores superiores a =5.15 log cm/s se consideran de alta permeabilidad intestinal, mientras
que la linea roja discontinua sefiala el umbral empirico de referencia.

5.6.3.3Distribucion
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La caracterizacion de las propiedades de distribucion del conjunto de virtual screening se resume en la
Figura 159. La probabilidad de penetracion a la barrera hematoencefalica (BBB) indicd que cinco
moléculas fueron clasificadas como BBB+ y dos como BBB-, utilizando un umbral de 0.5, con valores
comprendidos entre 1.09 x 10~y 0.998. La PPB presenté una distribucion heterogénea, con valores entre
-0.44 y 98.53% y una mediana de 95.06% , reflejando que la mayoria de los compuestos exhibe una
elevada unidén a proteinas plasmaticas. En correspondencia, la Fu oscilé entre 0.23 y 99.02%, con una
mediana de 5.03% , mostrando que la serie se concentra principalmente en valores bajos, aunque con un
compuesto claramente desplazado hacia valores altos. Finalmente, el VDss vario entre 0.72 y 3.91 L/kg,

con una mediana de 1.89 L/kg, ubicandose todos los compuestos dentro del rango de referencia indicado
en la figura.
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Figura 159 Propiedades de distribucién predichas para el conjunto de moléculas seleccionadas mediante virtual screening(VS). (A)
Clasificacion de penetracion a la barrera hematoenceféalica (BBB) basada en un umbral de probabilidad de 0.5, mostrando el numero de
moléculas clasificadas como BBB+y BBB-. Los puntos coloreados indican las moléculas individuales correspondientes a cada categoria. (B)
Distribucion de la unién a proteinas plasmaticas (PPB, %). La linea negra representa la mediana y la linea discontinua roja indica el umbral de
referencia de 90%. (C) Distribucién de la fraccion libre en plasma (Fu, %). La linea negra representa la mediana, mientras que las lineas
discontinuas indican los valores de referencia de 5% y 20%. (D) Distribucion del volumen de distribucidn en estado estacionario (VDss, L/kg)
en escala logaritmica. La linea negra indica la mediana y las lineas discontinuas verdes delimitan el rango de referencia (0.04-20 L/kg). Los
puntos representan los valores individuales de cada molécula identificada en la leyenda.

5.6.3.4Metabolismo

La caracterizacion del perfil metabdlico del conjunto de moléculas seleccionadas mediante virtual
screening se presenta en la Figura 160 y Figura 161. En términos generales, las probabilidades predichas
de inhibicién y sustrato frente a isoformas de CYP450 muestran un comportamiento heterogéneo, con
distribuciones amplias y, en varios casos, polarizadas hacia valores muy bajos o altos.

En el analisis de inhibicion de CYP450 (Figura 160), la isoforma que mostro la mayor tendencia a
inhibicion fue CYP2CS, con probabilidades elevadas en casi todo el conjunto y una mediana cercana a
1.00. También se observd una propension importante hacia la inhibicion de CYP2C9, con una mediana
de 0.77. En contraste, CYP2B6 y CYP2D6 presentaron medianas mas bajas, de 0.27y 0.12,
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respectivamente, lo que sugiere un comportamiento menos uniforme frente a estas isoformas. Para
CYP1A2, CYP2C19y CYP3A4 se observd una dispersion marcada, con compuestos distribuidos tanto en
la zona de baja como de alta probabilidad de inhibicion.

El analisis de probabilidad de sustrato de CYP450 (Figura 161) también reveld un perfil diferencial entre
isoformas. Las mayores probabilidades de comportamiento como sustrato se observaron para CYP2C9,
CYP2D6y CYP1A2, con medianas de 0.99, 0.99y 0.95, respectivamente. CYP2C19 presenté una
mediana intermedia de 0.55, lo que sugiere una tendencia moderada a comportarse como sustrato. En
cambio, CYP2B6 y CYP3A4 mostraron medianas bajas, de 0.0008 y 0.05, respectivamente, indicando una
menor propension global a ser reconocidos como sustratos de estas isoformas.

Distribucién de probabilidades de inhibicién de CYP450 (VS)
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Figura 160 Distribucion predicha de la probabilidad frente a isoformas de CYP450. En el panel de inhibicion, CYP2C8 presenté la mayor
tendencia inhibitoria, con una mediana cercana a 1.00, seguida de CYP2C9 con una mediana de 0.77. En cambio, CYP2B6 y CYP2D6
mostraron medianas menores, mientras que CYP1A2, CYP2C19 y CYP3A4 exhibieron distribuciones mas dispersas. En el panel de sustrato,
las mayores probabilidades se observaron para CYP2C9, CYP2D6 y CYP1A2, con medianas de 0.99, 0.99 y 0.95, respectivamente, mientras
que CYP2B6 y CYP3A4 presentaron una tendencia globalmente baja. En conjunto, el conjunto VS mostré un comportamiento metabdlico
heterogéneo, con una interaccion particularmente marcada con isoformas especificas del sistema CYP450.
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Figura 161 Distribucion de probabilidades de ser sustrato de isoformas de CYP450 para el conjunto de moléculas seleccionadas mediante
virtual screening. El diagrama de violin representa la densidad de la distribucién para cada isoforma y los puntos coloreados corresponden a

las moléculas individuales identificadas en la leyenda. La linea negra indica la mediana. Se evaluaron las isoformas CYP1A2, CYP2B6,
CYP2C19, CYP2CS8, CYP2C9, CYP2D6 y CYP3A4.

5.6.3.5Excrecion
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La caracterizacién de las propiedades de excreciéon del conjunto de moléculas seleccionadas mediante
virtual screening se presenta en la Figura 162. El clearance plasmatico predicho mostré valores
comprendidos entre 1.40 y 3.58 mL/min/kg, con una mediana de 2.97 mL/min/kg. Todos los compuestos
se ubicaron por debajo del valor de referencia de 5 mL/min/kg, lo que indica un comportamiento
homogéneo dentro del rango de bajo clearance plasmatico.

Por su parte, la vida media predicha presentd valores entre 0.44y 2.07 h, con una mediana de 0.57 h. La
mayor parte de las moléculas se concentré por debajo de 1 h, mientras que solo un compuesto mostré un
valor cercano a 2 h. En todos los casos, los valores permanecieron por debajo del umbral de 4 h, lo que
sugiere una tendencia general hacia una vida media corta en el conjunto evaluado.
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Figura 162 Propiedades de excrecion predichas para las moléculas seleccionadas mediante virtual screening (VS). El clearance plasmatico
oscilé entre 1.40 y 3.58 mL/min/kg, con una mediana de 2.97 mL/min/kg ,ubicandose todas las moléculas por debajo del valor de referencia
de 5 mL/min/kg. De manera consistente, la vida media presento valores entre 0.44 y 2.07 h, con una mediana de 0.57 h concentrandose la
mayoria de los compuestos por debajo de 1 h y sin alcanzar el umbral de 4 h. En conjunto, el perfil de excrecion predicho sugiere una serie
con comportamiento relativamente homogéneo, dominado por bajo clearance plasmatico y vida media breve.

5.6.3.6Toxicidad

La caracterizacion del perfil toxicolégico predicho del conjunto de moléculas seleccionadas mediante
virtual screening se presenta en la . La distribucién de probabilidades por efecto toxicoldgico muestra un
patron marcadamente heterogéneo, con endpoints dominados por probabilidades altas y otros
concentrados en probabilidades bajas (Figura 163)

Los efectos con mayor sefal de riesgo fueron genotoxicidad, DILIy hepatotoxicidad humana, ya que en los
tres casos el 100% de los compuestos se ubicé en la categoria de alta probabilidad. También se observo
una predominancia de probabilidades altas para Ames y ototoxicidad, con 71.4% de los compuestos en
la categoria alta, asi como para neurotoxicidad, hematotoxicidad, nefrotoxicidad y citotoxicidad en
HEK293, donde 57.1% de las moléculas se situd en la franja de alta probabilidad. En contraste, corrosion
ocular e irritacién ocular mostraron un perfil claramente favorable, con el 100% de los compuestos en la
categoria de baja probabilidad. De forma similar, sensibilizacidon cutanea y citotoxicidad en RPMI-8226
concentraron 71.4% de los compuestos en la categoria baja .
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Distribucion de la probabilidad de toxicidad por efecto evaluado (VS)

Genotoxicidad
Hepatotoxicidad humana

DILI

Ames A

Ototoxicidad -

Neurotoxicidad -
Citotox. HEK293 |
FDAMDD -

Hematotoxicidad |

Nefrotoxicidad
hERG (10 pM) 1 |
hERG - |

Carcinogenicidad |

Citotox. A549 -

Efecto toxicolégico evaluado

Toxicidad respiratoria

Toxicidad oral aguda -

Sensibilizacidn cutanea -
Citotox. RPMI-8226 -

Corrosion ocular

{

Irritacién ocular A 1 Probabilidad intermedia (0,30-0,70) ‘
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Figura 163 Distribucion de la probabilidad de toxicidad por efecto evaluado para el conjunto de moléculas seleccionadas mediante virtual
screening. Las barras apiladas muestran el porcentaje de compuestos clasificados en baja probabilidad (< 0.30), probabilidad intermedia
(0.30-0.70) y alta probabilidad (> 0.70) para cada endpoint toxicoldgico.

El perfil toxicolégico promedio (Figura 164) refuerza estas tendencias. Las mayores probabilidades
medias se observaron para genotoxicidad (1.00), DILI (0.96) y hepatotoxicidad humana (0.93). También
destacaron valores promedio elevados para FDAMDD (0.80), ototoxicidad (0.78), Ames (0.71),
citotoxicidad en HEK293 (0.70) y neurotoxicidad (0.70). En un rango intermedio se ubicaron hERG (0.68),
nefrotoxicidad (0.63), hERG a 10 uM (0.61), carcinogenicidad (0.61) y hematotoxicidad (0.60). Por el
contrario, los valores promedio mas bajos correspondieron a corrosién ocular (0.00), irritacidon ocular
(0.03), citotoxicidad en RPMI-8226 (0.18) y sensibilizacién cutanea (0.24).
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Figura 164 Perfil toxicolégico promedio del conjunto de moléculas seleccionadas mediante virtual screening. El mapa de calor representa la
probabilidad media predicha para cada endpoint toxicolégico. La intensidad del color aumenta con la magnitud de la probabilidad promedio
y los valores numéricos se indican dentro de cada celda.
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La distribucion global de la carga toxicolégica, definida como el nimero de endpoints con probabilidad
superior a 0.5, mostré valores entre 4 y 16, con una mediana de 11 (Figura 165). La mayor parte de las
moléculas se agrupd en torno a valores intermedios-altos, lo que indica que el conjunto presenta una
acumulacion relevante de senales toxicoldgicas positivas a través de multiples endpoints, aunque con
una variabilidad apreciable entre compuestos.

Distribucion global de la carga toxicoldgica
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Figura 165 Distribucion global de la carga toxicoldgica del conjunto de moléculas seleccionadas mediante virtual screening. El diagrama de
violin representa la densidad de la distribucion del numero de endpoints con probabilidad superior a 0.5 para cada molécula. Los puntos
coloreados corresponden a los compuestos individuales identificados en la leyenda y la linea negra indica la mediana.

5.6.3.7Solubilidad

La distribucion ordenada de logS para las moléculas seleccionadas mediante virtual screening se
presenta en laFigura 166. Los valores predichos abarcan un rango amplio, desde -12.44 hasta -1.88, lo
que evidencia una variabilidad importante en la solubilidad acuosa del conjunto. La molécula con mayor
solubilidad predicha fue Aminopirimidina (logS = -1.88), seguida de Benzamida (-3.20) y Pirimido
Benzimidazol (-3.23). En contraste, las menores solubilidades se observaron para Benzimidazol (-12.44)
y Pirimidina aminobenzimidazol (-10.59).

Considerando el umbral empirico de logS = -4.0, tres moléculas se ubicaron por encima de este valor, lo
que indica una solubilidad relativamente mas favorable, mientras que las cuatro restantes quedaron por
debajo del umbral, sugiriendo limitaciones de solubilidad méas marcadas. En este contexto, Benzotiofeno
presentd un valor intermedio cercano al punto de corte (-4.44), mientras que Benzodiazepina (-7.48),

Pirimidina aminobenzimidazol (-10.59) y Benzimidazol (-12.44) se desplazaron claramente hacia laregién
de menor solubilidad.
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Figura 166 Distribucion ordenada de logS para el conjunto de moléculas seleccionadas mediante virtual screening. Los puntos coloreados
representan los valores individuales de cada compuesto, identificados en la leyenda. La linea discontinua gris indica el umbral empirico de
referencia en logS = —4.0, utilizado para distinguir compuestos con solubilidad relativamente mas favorable de aquellos con menor solubilidad
predicha.

5.7 Retrosintesis
5.7.1 Chalconasy heterociclos derivados

5.7.1.1 Chalconas

Las chalconas constituyen el nucleo estructural central de la serie de compuestos estudiada, estando
presentes tanto como productos finales como intermediarios en la obtencién de derivados heterociclicos.
Desde un punto de vista retrosintético, estas estructuras pueden ser desconectadas a nivel del doble
enlace q,B-insaturado, generando como fragmentos una cetona aromaticay un aldehido aromatico(Figura
167)

Condesacion
O Claisen-Schmidt @) O

R4 H R»

Figura 167 Andlisis retrosintético de las chalconas. La desconexidn del sistema a,3-insaturado conduce a una cetona aromatica (R,-CO-) y
un aldehido aromatico (R,—~CHOQO), los cuales pueden ser combinados mediante condensacion de Claisen-Schmidt para generar la estructura
final.

La desconexioén identificada corresponde a una transformacién tipo condensacion de Claisen-Schmidt,
en la cual una cetona con hidrégenos a reacciona con un aldehido aromatico para dar lugar al sistema
a,B-insaturado caracteristico de las chalconas.
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5.7.1.2Aminopirimidinas

Por su parte, los derivados aminopirimidinicos pueden ser relacionados retrosintéticamente con una
chalconay guanidina como precursores inmediatos. En este caso, la formacién del anillo heterociclico se
asocia a un proceso de ciclacidn/condensacién entre el sistema a,B-insaturado de la chalcona y el
fragmento nitrogenado aportado por la guanidina, permitiendo establecer una correspondencia directa
entre las estructuras finales y sus bloques d,e construccién(Figura 168).

NH>

N J\
|
R(/I\\/L\R2

Figura 168 Analisis retrosintético de los derivados aminopirimidinicos. La estructura heterociclica puede ser relacionada con una chalcona
como precursor carbonilico a,B-insaturado y guanidina como fragmento nitrogenado. Esta transformacion corresponde a un proceso de
ciclacién/condensacion que conduce a la formacidn del anillo pirimidinico.

N @) NH

— R1)J\/\R J\

2 H2N NH2

5.7.1.3 Dihidrobenzodiazepinas

Los derivados de dihidrobenzodiazepina pueden ser relacionados retrosintéticamente con una chalcona
y o-fenilendiamina como precursores inmediatos (Figura 169). En este contexto, la chalcona aporta el
sistema q,B-insaturado y el grupo carbonilo, mientras que la o-fenilendiamina constituye el fragmento
bifuncional nitrogenado necesario para la formacién del anillo heterociclico.

Este patron de desconexidon permite establecer una correspondencia directa entre las estructuras finales
y sus blogues de construccioén, evidenciando una estrategia comun dentro de la serie analizada.

0O H-oN

N NH _ =
\ R1 R2 H2N

Figura 169 Analisis retrosintético de los derivados de dihidrobenzodiazepina. La estructura heterociclica puede ser relacionada con una
chalcona como precursor a,-insaturado y o-fenilendiamina como fragmento nitrogenado bifuncional, los cuales permiten la construccion
del anillo benzodiazepinico.

5.7.1.4 Dihidropirazol

Los derivados de dihidropirazol pueden ser relacionados retrosintéticamente con una chalcona y una
hidrazina como precursores inmediatos (Figura 170). En este contexto, la chalcona aporta el sistema a,B-
insaturado necesario para la formacién del anillo heterociclico, mientras que la hidrazina constituye el
fragmento nitrogenado bifuncional incorporado en la estructura final.

Este patron de desconexidon permite establecer una relacion directa entre los productos obtenidos y sus
bloques de construccidon, manteniendo una estrategia comun dentro de la serie derivada de chalconas.
NH,
N—NH Q
/ —— =
R1 R, R1 R NH,

Figura 170 Andlisis retrosintético de los derivados de dihidropirazol. La desconexidn del anillo heterociclico conduce a una chalcona como
precursor a,B-insaturado y a hidrazina como fragmento nitrogenado bifuncional.
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5.7.1.5 Benzodiazepinas

Los derivados de benzodiazepina pueden ser relacionados retrosintéticamente con una chalcona y o-
fenilendiamina como precursores inmediatos (Figura 171). En este esquema, la chalcona actua como
precursor a,B-insaturado, mientras que la o-fenilendiamina aporta el fragmento nitrogenado bifuncional
necesario para la formacion del sistema heterociclico.

A diferencia de los derivados dihidro, estos compuestos presentan un sistema aromatico, lo cual implica
una etapa adicional de eliminacién que conduce a la aromatizacion del anillo, permitiendo la obtencién
de la estructura final mas estabilizada.

') HoN

N NH — =
\ R1 RZ H2N

Figura 171 Analisis retrosintético de los derivados de benzodiazepina. La desconexion del sistema heterociclico conduce a una chalcona
como precursor a,[3-insaturado y a o-fenilendiamina como fragmento nitrogenado bifuncional.

5.7.1.6 Pirazol

De manera analoga, los derivados de pirazol pueden ser desconectados retrosintéticamente en una
chalcona y una hidrazina como precursores inmediatos (Figura 172). En este caso, la chalcona
proporciona el sistema a,B-insaturado, mientras que la hidrazina actia como fragmento nitrogenado
bifuncionalincorporado en la estructura final.

En contraste con los dihidropirazoles, la formacién de pirazoles aromaticos involucra una etapa de
eliminacién adicional que conduce a la aromatizaciéon del anillo, generando estructuras mas estables
desde el punto de vista electrénico.

/ — =
R4 Z R, R4 R2 NH,

Figura 172 Analisis retrosintético de los derivados de pirazol. La desconexion del anillo aromatico conduce a una chalcona y a hidrazina como
precursores inmediatos, evidenciando la formacidn de un sistema heterociclico aromatizado a partir de estos bloques de construccion.

NH,

5.7.1.7 Pirimidina-aminobenzimidazol

Los derivados amino-pirimidina-benzimidazol pueden ser relacionados retrosintéticamente con una
chalcona y una guanidina funcionalizada con benzimidazol como precursores inmediatos. En la Figura
173, la chalcona actua como sistema q,B-insaturado, mientras que la guanidina-benzimidazol constituye
el fragmento nitrogenado responsable de la formacion del sistema heterociclico fusionado.
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Figura 173 Anélisis retrosintético de los derivados amino-pirimidina-benzimidazol. La desconexion del sistema heterociclico conduce a una
chalcona como precursor a,B-insaturado y a una guanidina funcionalizada con benzimidazol como fragmento nitrogenado, estableciendo
una relacion directa entre los productos finales y sus bloques de construccion.

5.7.1.8 Pirimido-benzimidazol

Los derivados pirimido-benzimidazol pueden ser relacionados retrosintéticamente con una chalconay un
2-aminobenzimidazol como precursores inmediatos. En este esquema(Figura 174) la chalcona actua
como sistema a,B-insaturado, mientras que el 2-aminobenzimidazol constituye el fragmento nitrogenado
gue participa en la formacién del sistema heterociclico fusionado. Este patréon de desconexidn permite
establecer una correspondencia directa entre las estructuras finales y sus bloques de construccion,
manteniendo una estrategia sintética comun dentro de la serie derivada de chalconas.

(@
N\
N N — R)v\R |_|2|\|—<\
RMR 1 2 N
]

Figura 174 Analisis retrosintético de los derivados pirimido-benzimidazol. La desconexion del sistema heterociclico fusionado conduce a una
chalcona como precursor a,3-insaturado y a un 2-aminobenzimidazol como fragmento nitrogenado bifuncional, estableciendo una relacion
directa entre los productos finales y sus bloques de construccion.

5.7.2 Derivados de Benzimidazoles

Se estableci6 una estrategia retrosintética para los derivados benzimidazol-heteroaromaticos basada en
la desconexion del enlace C-N que conecta el nucleo benzimidazol con el anillo heteroaromatico (Figura
175). Esta desconexidon conduce a dos fragmentos sintéticos principales: o-fenilendiamina y un aldehido
heteroaromatico correspondiente.

A partir de esta aproximacion, se propone la formacion del ndcleo benzimidazol mediante una reaccion
de condensacion entre o-fenilendiamina y el aldehido heteroaromatico, generando el sistema
heterociclico sustituido. Posteriormente, los compuestos obtenidos fueron funcionalizados mediante una
etapa de acilacion, empleando cloruros de acido aromaticos como agentes acilantes (Figura 176).

Los esquemas muestran la obtencion de derivados N-acilados del benzimidazol, en los cuales se
incorporan fragmentos aromaticos adicionales, manteniendo la conectividad entre el sistema
benzimidazoly el heterociclo. La variacion estructural se introduce tanto en el aldehido heteroaromatico
como en el agente acilante, permitiendo generar una serie de compuestos analogos.
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Figura 175 Estrategia de funcionalizacién del ndcleo benzimidazol mediante acilacion con cloruros de acido aromaticos. El proceso permite

la incorporacidn de fragmentos naftilicos, generando derivados N-acilados.
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Figura 176 Analisis retrosintético de los derivados benzimidazol-heteroaromaticos. La estrategia se basa en la desconexion del enlace C-N
clave, conduciendo a o-fenilendiamina y aldehidos heteroaromaticos como precursores, seguido de ciclacion para formar el ndcleo
benzimidazol.

v/

5.8 Avances sintéticos

5.8.1 Chalconas

5.8.1.1Estandarizacion protocolo de sintesis

Para la reaccién de tipo Claisen-Schmidt, se evaluaron distintas condiciones variando los equivalentes
de KOH (Tabla 13). Se observd que, al emplear 5 equivalentes de base, se alcanza el mayor rendimiento
en la sintesis de chalconas derivadas de acetilpireno y nitrobenceno.
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Tabla 13 Rendimientos obtenidos con diferentes equivalentes de KOH y temperaturas durante 24 h.

Equivalentes de KOH | Rendimiento a RT 24 h | Rendimientoa0°C 24 h
0.1 trazas 40
0.5 trazas 46
1 0 70
2 0 87
5 0 91
10 0 87
20 0 83

5.8.1.2Chalcona obtenidas

Las chalconas obtenidas, derivadas de pireno, antraceno y acetofenona, se muestran en la Figura 177
Estructura de chalconas obtenidas., mientras que sus rendimientos se resumen en la Tabla 14. Los
compuestos fueron caracterizados mediante espectroscopia de RMN de 'Hy "*CRMN(Anexo V), todos los
compuestos sintetizados presentaron una adecuada concordancia entre las integraciones y las sefales
correspondientes en los espectros . No obstante, se observé una excepcion en la molécula derivada de
acetilpireno y p-dimetilaminobenzaldehido (chalcona pireno-DMA, ver Anexo VI), la cual presentd
contaminacion residual con dimetilamina (DMA). Esta impureza interfirié en la correcta integracion de las
senales, dificultando su interpretacion espectral precisa.
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Figura 177 Estructura de chalconas obtenidas.
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Tabla 14 Chalconas ordenadas segtn el fragmento acetilado y el aldehido empleado, con sus respectivos rendimientos.

Acetil Aldehido Rendimiento
Pireno P-dimetilaminobenzaldehido | 61.5%
(contaminado)
P-isopropilbenzaldehido 62.2%
P-nitrobenzaldehido 91.0%
Cinamaldehido 82.0%
Antraceno P-nitrobenzaldehido 82.5%
Cinamaldehido 81.8%
2 Naftoil P-nitrobenzaldehido 84.3%
Cinamaldehido 70.4%
1 Naftoil P-nitrobenzaldehido 81.6%
Acetofenona P-dimetilaminobenzaldehido | 66.6%
P-nitrobenzaldehido 83.5%
P- 85.3%
trifluorometanobenzaldehido
Cinamaldehido 60.1%

5.8.1.3 Pirimido benzimidazol

Se obtuvo el derivado pirimido-benzimidazol correspondiente a la estructura mostrada en la Figura 178,
con un rendimiento de 45%.

CF-

Figura 178 Estructura del derivado pirimido-benzimidazol

Los rangos obtenidos para punto de fusién, correspondieron a punto de descomposicién :(249.5-254.0),
(250.0-254.0) y (249.5-253.8).

El infrarrojo se puede visualizar en la Figura 179. Para su tratamiento, se utilizé6 el software OMNIC,
mediante sustraccion de las senales correspondientes al solvente.
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Figura 179 Espectro de infrarrojo de la molécula Pirimido benzimidazol con sustraccion de solvente (acetonitrilo)

Elespectro de "H RMN (Figura 180) muestra sefales en la region aromatica comprendida entre 6 = 6.5-8.5
ppm, consistentes con la presencia de multiples sistemas aromaticos en la estructura. Las integraciones
observadas son coherentes con el niumero esperado de protones, evidenciando un buen ajuste con la
estructura propuesta.
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Figura 180 Espectro de 'H RMN (400 MHz, DMSO-d,) del derivado pirimido-benzimidazol. Se observan sefiales en la regién aromatica (6 = 6.5—
8.5 ppm), consistentes con los protones del sistema heteroaromatico y anillos bencénicos presentes en la estructura.

En particular, se distinguen sefales bien definidas en la zona de 6 = 8.4-8.0 ppm, atribuibles a protones
aromaticos desprotegidos, junto con multiples senales entre & = 7.8-7.0 ppm correspondientes al resto
del sistema aromatico.
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Figura 181 Ampliacién de la regién aromética del espectro de "H RMN (400 MHz, DMSO-d,) del derivado pirimido-benzimidazol. Se

distinguen los patrones de multiplicidad e integraciones correspondientes a los protones aromaticos, evidenciando la complejidad del
entorno quimico.

Por su parte, el espectro de "°C RMN (Figura 182) presenta sefiales en la regién de 3 = 110-160 ppm,
correspondientes a carbonos aromaticos y heteroaromaticos. Se observa ademas la senal caracteristica
del carbono del grupo CF; en & = 126.7(Figura 183), asi como la sefial del disolvente (DMSQO) en la region
de d=39 ppm.
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Figura 182 Espectro de "°C RMN (100 MHz, DMSO-d,) del derivado pirimido-benzimidazol. Se observan sefales en la regién de & ~ 110-160
ppm correspondientes a carbonos aromaticos y heteroaromaticos. La sefal del disolvente (DMSO-d,) se identifica alrededor de & = 39 ppm.
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Figura 183 Ampliacién del espectro de 'C RMN (100 MHz, DMSO-d,) del derivado pirimido-benzimidazol, mostrando el multiplete

caracteristico en la region de 6 = 125-128 ppm, correspondiente al carbono aromatico acoplado al grupo CF;. El patrén de cuarteto observado
se atribuye al acoplamiento Bc-"°F,
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Los experimentos bidimensionales (COSY, HMBC y NOESY) evidencian correlaciones protén-protény
protén-carbono que respaldan la conectividad estructural del sistema.
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Figura 184 Espectro bidimensional "H-"H COSY (400 MHz, DMSO-d,) del derivado pirimido-benzimidazol, mostrando correlaciones entre

protones acoplados a través de enlaces.
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Figura 185 Espectro bidimensional 'H-"~"C HMBC del derivado pirimido-benzimidazol, mostrando correlaciones de largo alcance que

permiten establecer la conectividad entre protones y carbonos no directamente enlazados.
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Figura 186 Espectro bidimensional "H-"H NOESY (400 MHz, DMSO-d;) del derivado pirimido-benzimidazol, evidenciando correlaciones

espaciales entre protones proximos.

Los datos espectroscopicos obtenidos son consistentes con la estructura propuesta. La asignacion
completa de protones y carbonos, basada en el analisis conjunto de los experimentos unidimensionales
y bidimensionales de RMN, se presenta en el apartado de Discusién.

5.8.2 Benzimidazoles y derivados

5.8.2.1 Benzimidazoles
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Los benzimidazoles fueron obtenidos por los tres métodos (Etanol en reflujo, agua en reflujo y morteroy
pistilo en acido acético), los rendimientos obtenidos para los 3 benzimidazoles se muestran en la Tabla
15.

Tabla 15 Rendimientos de los tres métodos de sintesis evaluados. Los compuestos fueron caracterizados via 'H y "*C(anexo V)

Producto Método en agua Mortero y pistilo en | Etanol reflujo
reflujo acido acético

Benzimidazol 2 24% 34% 44%

piridina

Benzimidazol 3 63% 54% 64%

piridina

Benzimidazol 4 91% 82% 76%

piridina

Los compuestos fueron caracterizados via 'Hy *C RMN Anexo V.

5.8.2.2 Benzimidazoles acilados

Los rendimientos obtenidos en cada acilacién se resumen en la Tabla 16.

Tabla 16 Rendimientos obtenidos para cada acilacion

Producto cloruro de 1 naftoil cloruro de 2 naftoil
Benzimidazol 2 piridina 62% 58%

Benzimidazol 3 piridina - 63%
Benzimidazol 4 piridina 71% -

Los espectros de '"H RMN y "*C RMN obtenidos muestran una adecuada concordancia con la estructura
propuesta.

6 Discusion

6.1 QSAR evolutivo y de seleccion manual

6.1.1 Evaluacion QSAR de eleccion de descriptores manuales

6.1.1.1 Depuracion del conjunto de datos y delimitacion del dominio quimico

La construccion del modelo QSAR manual descansa, en primer lugar, en una premisa fundamental de
toda modelacion estructura/actividad: la calidad del modelo no depende Unicamente del algoritmo de
regresion empleado, sino de la coherencia quimica del conjunto de datos que lo alimenta. En este sentido,
el pretratamiento y depuracion de la base de datos no debe interpretarse como una correccién cosmética
destinada a mejorar artificialmente los parametros estadisticos, sino como una etapa de definicion del
dominio quimico sobre el cual la relacién estructura/actividad puede considerarse valida. El modelo
manual se desarrolla a partir de una base depurada y posteriormente validada con métricas internas y
externas, lo que confirma que la ecuacién final no surge de una correlacién fortuita, sino de una sefal
estructura/actividad suficientemente estable.

Desde esta perspectiva de la exclusion de compuestos con residuos elevados cobra pleno sentido
quimico. Cuando una molécula se aparta sistematicamente del comportamiento general de la serie, ello
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puede reflejar que contiene determinantes estructurales no representados de manera adecuada por el
resto del conjunto, o bien que responde a un mecanismo de interaccidon parcialmente distinto al
predominante en la serie. Esto es especialmente relevante en familias quimicas heterogéneas, donde
ciertos derivados pueden incorporar heterodtomos, patrones de conjugacién o arquitecturas rigidas que
alteran de manera desproporcionada la relacidon entre propiedades globales y actividad biolégica. En
consecuencia, la eliminacidon de estos compuestos no solo mejora la estabilidad de la regresion, sino que
evita mezclar en una misma ecuacion sefales quimicas incompatibles entre si.

6.1.1.2Robustez estadistica y validez predictiva del modelo manual

Una vez delimitado el dominio quimico, el siguiente punto central es la validez estadistica del modelo
manual. Este modelo fue sometido a validacion interna, validacion externay pruebas de aleatorizaciéon de
la variable respuesta, observandose un ajuste lineal adecuado para entrenamiento, capacidad predictiva
razonable sobre el conjunto de prueba y una distribucién aleatoria de residuos en torno a cero, sin
tendencias sistematicas. Todo ello es consistente con un modelo robusto y no sesgado.

La coherencia entre R? Q° y validacion externa indica que la ecuacion no solo reproduce el
comportamiento del conjunto de entrenamiento, sino que conserva sefal predictiva frente a compuestos
no usados en el ajuste. Eso es critico, porque en QSAR la principal amenaza no es construir una ecuacion
gue describa bien los datos conocidos, sino construir una ecuacion que parezca buena por memorizar
ruido estructural. En ese sentido, la ausencia de comportamiento anémalo en el grafico de residuos y el
resultado favorable de Y-randomization sostienen que la relaciéon encontrada tiene contenido informativo
real.

Aun asi, desde un enfoque prudente: ningun modelo lineal multivariado, por robusto que sea, demuestra
causalidad estricta. Lo que demuestra es que, dentro del dominio quimico estudiado, existe una
asociacioén cuantificable y consistente entre ciertas propiedades moleculares y la actividad biolégica. Esa
distincién es importante, porque evita sobreinterpretar la ecuacién como si describiera exhaustivamente
el mecanismo molécula de inhibicién. ELQSAR no reemplaza el mecanismo; lo aproxima desde el espacio
de descriptores.

La fortaleza del modelo manual reside en un doble equilibrio: por un lado, presenta respaldo estadistico
suficiente para ser considerado predictivo; por otro, mantiene una complejidad moderada, compatible
con una lectura quimica racional. Esa combinacién es justamente la que lo vuelve valioso como
herramienta de disefo.

6.1.1.3Significado quimico de los descriptores del modelo manual

La principal ventaja del modelo manual frente a aproximaciones mas automatizadas es que sus
descriptores poseen un significado quimico directo. En otras palabras, la ecuacién no solo predice, sino
que también “habla” en un lenguaje quimico comprensible. Esto constituye una fortaleza sustancial en
quimica medicinal, donde el interés no recae Unicamente en clasificar moléculas como mas o menos
activas, sino en comprender qué modificaciones estructurales tienen potencial para mejorar la actividad.
De acuerdo con la interpretacion preliminar, dentro del modelo manual destacan contribuciones ligadas
a lipofilia, conteo o naturaleza de heteroatomos y otros términos de lectura fisicoquimica relativamente
directa. Esa clase de descriptores es particularmente Util porque permite traducir la ecuacion en hipdtesis
de disefio. Si la lipofilia contribuye positivamente, ello sugiere que una superficie molécula mas
hidrofdbica o aromatica favorece el reconocimiento del blanco, probablemente al mejorar el
acoplamiento en regiones apolares del sitio de unién. Si, en cambio, ciertos heteroatomos como oxigeno
o fluor aparecen con coeficientes negativos, ello sugiere que no toda incorporacion de polaridad o
modulacion electronica resulta favorable, y que el efecto de estos atomos depende del contexto
estructural en el que se encuentren.

Este punto merece una discusion cuidadosa. La contribucidn negativa de oxigeno o fluor no debe
interpretarse como una regla absoluta del tipo “estos atomos disminuyen la actividad”, sino como una
observacion contextual: dentro de la serie analizada, su presencia parece asociarse a configuraciones que
desplazan la molécula fuera del balance 6ptimo entre hidrofobicidad, distribucion electronicay geometria
de reconocimiento. En términos de quimica medicinal, esto sugiere que el sistema no recompensa
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simplemente el aumento de polaridad o la introduccidon de sustituyentes fuertemente moduladores, sino
la sintonia fina entre capacidad de interaccién y compatibilidad con el bolsillo.

Ese balance es especialmente verosimil en PLpro, considerando que el reconocimiento de inhibidores no
covalentes se produce en unazona donde la topologia del sitio, la presencia del loop BL2 y la organizacién
de subsitios préximos al canal de entrada imponen restricciones combinadas de tamafo, aromaticidad y
polaridad. En este contexto si una molécula es demasiado polar, puede perder afinidad porque le cuesta
salir del agua y entrar bien al sitio de unién. En cambio, si su estructura no esta bien orientada o es muy
flexible, puede no acomodarse de la forma correcta y no aprovechar bien las interacciones hidrofébicasy
aromaticas

El modelo manual sugiere una interpretacion importante: la actividad no depende de un unico atributo
dominante, sino del equilibrio entre contribuciones hidrofébicas, electrénicas y estructurales. Esa lectura
es mucho mas valiosa que una simple lista de coeficientes, porque permite transformar la ecuacion en
criterio quimico.

6.1.1.4Utilidad del modelo manual para diseno racional

La verdadera prueba de relevancia de un modelo QSAR no es solo si alcanza buenos indicadores
estadisticos, sino si genera conocimiento accionable. Bajo ese criterio, el modelo manual destaca por su
utilidad para diseno racional. Alemplear descriptores interpretables, este modelo permite inferir qué tipos
de modificaciones podrian desplazar la actividad en una direccién favorable y cuales podrian deteriorarla.
Esto lo convierte en una herramienta especialmente Util en etapas tempranas de optimizacién, donde el
investigador necesita justificar por qué selecciona un nuevo derivado, por qué descarta otro y qué
tendencia quimica desea explorar. A diferencia de modelos excesivamente abstractos, el QSAR manual
puede integrarse con intuicién quimica, literatura previa y conocimiento estructural del blanco. En otras
palabras, sirve como puente entre estadistica y quimica medicinal.

Ademas, este tipo de modelo tiene una virtud adicional: obliga a mantener una disciplina interpretativa.
Como cada descriptor debe ser defendible, el modelo reduce el riesgo de caer en correlaciones de alto
ajuste pero escasa plausibilidad quimica. Desde esta perspectiva, el valor del QSAR manual no radica
Unicamente en predecir actividades absolutas, sino en aportar una gramatica estructural para pensar
nuevas moléculas.

6.1.1.5 Limitaciones del modelo manual

Precisamente por su énfasis en interpretabilidad, el QSAR manual también presenta limitaciones. La
primera es que la seleccidén racional de descriptores, aunque quimicamente sensata, puede dejar fuera
combinaciones no obvias de variables que capturen patrones complejos de actividad. Dicho de otro
modo, al privilegiar descriptores legibles, el modelo puede sacrificar parte de la sensibilidad estadistica
frente a relaciones no lineales o distribuciones mas sutiles de propiedades a lo largo de la molécula.

La segunda limitacidn es que la linealidad impone una simplificacidn inevitable. En sistemas biolégicos
como PLpro, donde la unién depende de un entorno conformacional flexible y de una arquitectura de
reconocimiento parcialmente inducida, es improbable que toda la variabilidad de la actividad pueda
resumirse en unos pocos términos lineales. El mérito del modelo manual no es capturarlo todo, sino
capturar una fraccion significativa y quimicamente inteligible del fendmeno.

Estaobservacion no invalida el modelo; mas bien ayuda a ubicarlo: es un modelo particularmente potente
como herramienta de interpretacion y priorizacion inicial, mas que como arbitro Unico del valor absoluto
de plC50.

6.1.2 Evaluacion QSAR de eleccion de descriptores de seleccion evolutivo

6.1.2.1Interpretabilidad frente a rendimiento predictivo

El empleo de un algoritmo genético para construir una segunda ecuacion QSAR representa una
ampliacion metodolégica importante y novedosa respecto del enfoque manual. Mientras el modelo
manual explora un conjunto acotado de hipdtesis quimicamente intuitivas, el enfoque evolutivo permite
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rastrear de manera sistematica un espacio descriptorial mucho mas amplio, integrando variables
topoldgicas, autocorrelacionales, electrotopolégicas y de conteo estructural que serian dificiles de
evaluar exhaustivamente de forma manual. La tesis explicita esta légica al separar metodoldgicamente la
generacion de la ecuacion mediante algoritmo genético, el refinamiento de modelos, el controlde VIF y la
seleccion de la ecuacioén final.

Este punto es crucial para la discusion: el enfoque evolutivo no debe presentarse como un sustituto “mas
moderno” del manual, sino como una estrategia complementaria para explorar patrones estructura—
actividad que escapan a la intuicion inmediata. En ese sentido, el valor del algoritmo genético no radica
solo en encontrar una ecuacién con mejor ajuste, sino en revelar qué regiones del espacio de descriptores
contienen sefal predictiva relevante.

6.1.2.2Convergencia del algoritmo y significado del plateau

El analisis sefialaria que el algoritmo muestra una tendencia de convergencia hacia un plateau de R?, con
una dinamica donde el rendimiento crece, se estabilizay luego alcanza una nueva meseta a generaciones
mas avanzadas. Esto permite argumentar que el algoritmo no se comporté de manera erratica, sino que
efectud una exploraciéon progresiva del espacio de soluciones hasta alcanzar regiones relativamente
estables de desempefio.

El plateau, sin embargo, debe interpretarse con cuidado. No significa necesariamente que el algoritmo
haya encontrado “la verdad” del sistema, sino que encontrd una regién del espacio “descriptorial” donde
mejoras adicionales son marginales bajo la configuracidn utilizada. Esto es compatible con la nocién de
un 6ptimo local robusto. En modelacidn evolutiva, alcanzar una meseta puede considerarse una sefal
favorable de estabilizacidn, siempre que el proceso no haya quedado atrapado prematuramente en una
solucion pobre. En este caso, la recurrencia de ciertos descriptoresy la seleccién final de ecuaciones top
apuntan a que la sefal encontrada no fue arbitraria.

6.1.2.3Recurrencia de descriptores y deteccion de senal estructural

Uno de los hallazgos mas relevantes del enfoque evolutivo es la repetida aparicion de determinados
descriptores a lo largo de multiples generaciones. Se detallan descriptores como AATS7i, ATSCOp,
MATS5e, C3SP2, ETA_Beta_ns_d, AATSCOc, SaasC, n5Ring, n4Ring y nHBd, y se explica su significado
quimico y matematico.

La recurrencia de estas variables tiene implicancias fuertes. En primer lugar, indica que el algoritmo no
esta seleccionando rasgos de manera caprichosa, sino detectando atributos persistentes en la
explicacion de la actividad. En segundo lugar, sugiere que la actividad en esta serie no depende solo de
propiedades globales simples, sino también de como las propiedades electronicas y topoldgicas se
distribuyen internamente a través del esqueleto molécula.

Una de las diferencias mas relevantes respecto del QSAR manual radica en que una mayor lipofilia
favorece la actividad o que ciertos heterodtomos la reducen en promedio, el modelo evolutivo parece
sugerir algo mas fino: no importa solo cuanto caracter electrénico o aromatico tenga una molécula, sino
cémo ese caracter se propaga a determinada distancia topoldgica, como se distribuye su polarizabilidad
alo largo de la red de atomos y qué arquitectura ciclica acompana esa distribucion.

Ese nivel de detalle es quimicamente menos intuitivo, pero teéricamente muy potente. En sistemas
aromaticos y heteroaromaticos, donde la conjugacion, la resonancia y el patron de sustitucion alteran de
forma marcada la densidad electronica, tiene sentido que descriptores autocorrelacionales y
electrotopoldgicos capturen mejor ciertas diferencias finas de actividad que no quedarian reflejadas en
descriptores globales sencillos.

6.1.2.4Discusion quimica de la ecuacion evolutiva seleccionada

La ecuacion final seleccionada por el algoritmo genético incorpora descriptores que pueden organizarse
en varios bloques conceptuales. Un primer bloque corresponde a descriptores de autocorrelacion
ponderados por ionizacién, polarizabilidad o electronegatividad, como AATS7i, ATSCOp, MATS5e y
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AATSCOc. Estos términos codifican la distribucién espacial de propiedades electrénicas a distintas
distancias topolégicas.

Un segundo bloque corresponde a descriptores estructurales de conteo, como C3SP2, n5Ring, n4Ring y
nHBJ. Estos términos reflejan rasgos mas directamente conectables con arquitectura molécula: grado de
insaturacion ciclica, presencia de anillos de distinto tamafo y capacidad de donar enlaces de hidrégeno.
Un tercer bloque corresponde a descriptores de caracter electrotopolégico y electrénico global, como
ETA_Beta_ns_d y SaasC, que resumen cémo la disponibilidad electrénica y la electronegatividad del
sistema se organizan en la molécula. En este contexto ETA_Beta_ns_d cuantifica la contribuciéon de
electrones no compartidos con capacidad de participar en resonancia, mientras que SaasC resume la
electronegatividad de los carbonos del sistema.

Desde el punto de vista quimico, este resultado es relevante, porque Sugiere que el algoritmo percibe
como relevantes tres dimensiones simultaneas: la arquitectura aromatica e insaturada del esqueleto, la
capacidad del sistema para distribuir y modular densidad electrénica, y la presencia de grupos capaces
de establecer interacciones dirigidas. Dicho de otra manera, el modelo evolutivo no premia simplemente
moléculas “mas grandes” o “mas lipofilicas”, sino moléculas cuya organizacion electronica y topolégica
parece especialmente adecuada para interactuar con el blanco.

En el contexto de PLpro, esto es razonable. El reconocimiento de inhibidores no covalentes alrededor del
loopBL2yde los subsitios proximos al canal de acceso no depende solamente de unainteraccién puntual,
sino de como el ligando presenta simultdneamente superficie aromatica, compatibilidad geométricay un
patrén electréonico que favorezca contactos estabilizantes sin incurrir en penalizaciones excesivas. La
aparicion de descriptores relacionados con carbonos sp2, resonancia y autocorrelacion electrénica es
congruente con la idea de que la planicidad parcial, la conjugacién extendida y la distribucién de
polarizabilidad son factores centrales en la serie.

6.1.2.5Control de multicolinealidad, refinamiento y criterio de seleccion final

Un aspecto que fortalece notablemente el enfoque evolutivo es que no se aceptd de manera automatica
la ecuacién con mejor ajuste, sino que se aplicaron filtros adicionales de multicolinealidad y criterio
guimico. En la metodologia y resultados se incluye explicitamente el control de VIF y la depuracién de
ecuaciones antes de elegir la final.

Este paso es esencial. En un entorno de alta dimensionalidad descriptorial, la correlacién entre variables
puede inflar artificialmente la estabilidad aparente de la regresion. El uso de VIF permite reducir esta
redundancia y obliga al modelo a sostener su poder predictivo con variables menos solapadas entre si.
Esto argumentaria que el algoritmo genético no fue tratado como una caja negra, sino que fue sometido a
un proceso de refinamiento racional.

Igualmente importante es la decision de descartar ecuaciones con descriptores excesivamente
abstractos o poco defendibles quimicamente, aunque pudieran mostrar buen desempefio estadistico. Lo
que se intenta hacer es que la mejor ecuacioén no es la que maximiza ciegamente una métrica, sino la que
mantiene un equilibrio entre robustez matematica y capacidad de interpretacion.

6.1.2.6 Potencial y limites del QSAR evolutivo

El modelo evolutivo tiene un poder indudable para capturar relaciones complejas dentro del conjunto de
datos. Su principal fortaleza es que puede integrar simultdneamente variables que representan efectos
electrénicos distribuidos, topologia molécula y rasgos de conteo estructural, generando una lectura mas
rica del espacio quimico que la ofrecida por un modelo manual restringido a pocas hipotesis. Ademas,
parece producir predicciones mas conservadoras en las familias nuevas, lo que puede interpretarse como
una calibracidn mas restrictiva del rango de actividad.

No obstante, esta misma fortaleza constituye también su principal limite. A medida que la ecuacién
incorpora descriptores mas abstractos, disminuye la facilidad con que un quimico puede traducirla en
decisiones sintéticas concretas. Saber que una determinada combinaciéon de autocorrelaciones
ponderadas mejora el ajuste es valioso desde la perspectiva predictiva, pero menos inmediato desde la
perspectiva de disefno racional.

Es por esto que el modelo evolutivo debe entenderse como una herramienta de alta resolucién para
exploracion del espacio estructura/actividad, no necesariamente como un manual directo de sintesis. Su
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utilidad maxima aparece cuando se integra con el modelo manual y con otras aproximaciones
estructurales.

6.1.3 Comparacion critica entre QSAR manual y QSAR evolutivo

6.1.3.1Interpretacién vs prediccion

La comparacion entre ambos modelos revela una tension metodoldgica clasica en QSAR: el compromiso
entre interpretabilidad y rendimiento. El modelo manual ofrece descriptores mas cercanos al lenguaje
quimico tradicional; el evolutivo, en cambio, explora relaciones de mayor complejidad y parece capturar
matices estructurales menos evidentes. Ambos, por tanto, responden a necesidades distintas.

Desde un punto de vista estrictamente aplicado, el modelo manual es superior cuando el objetivo es
orientar el disefio racional de analogos. Su lectura permite formular hipotesis claras: aumentar o modular
aromaticidad, ajustar lipofilia, evitar sobrecargar de heterodatomos ciertas regiones, preservar un
determinado balance estructural. En cambio, el modelo evolutivo es superior cuando el objetivo es
detectar patrones de actividad complejos en una biblioteca amplia y filtrar compuestos con mayor
exigencia estadistica.

Esto no significa que uno sea “mejor” y el otro “peor”. Significa que cada uno ocupa un lugar distinto en la
cadena de descubrimiento. El error seria juzgarlos con un Unico criterio. Si el Unico criterio fuera la
legibilidad, el manual ganaria siempre. Si el Unico criterio fuera la sofisticacién descriptorial, el evolutivo
seria preferible. La tesis gana fuerza justamente porque no cae en esa simplificacién.

6.1.3.2Diferencias en las predicciones y calibracion del espacio de actividad

Un punto particularmente interesante de los resultados es que ambos modelos parecen conservar
tendencias generales semejantes, pero difieren en la magnitud absoluta de las actividades predichas, con
un manual mas alto y un evolutivo mas conservador. Esa diferencia debe discutirse criticamente, no como
una contradiccion, sino como una senal de que ambos modelos calibran de manera diferente el espacio
de actividad.

El modelo manual probablemente responde con mayor sensibilidad a descriptores globales que empujan
la molécula hacia perfiles considerados favorables, lo que puede hacer que sus predicciones se expandan
mas. El modelo evolutivo, en cambio, al incluir términos que penalizan o modulan con mas fineza la
organizacion electrénica y topoldgica, parece actuar con mayor restriccion. Esto podria indicar que el
modelo evolutivo es mas severo al momento de extrapolar combinaciones estructurales nuevas.

Desde un punto de vista practico, esta diferencia es valiosa. Un modelo mas expansivo puede ser Util para
no perder candidatos prometedores en una etapa inicial; uno mas conservador puede servir como
segundo filtro para evitar optimismo excesivo. Asi, en lugar de elegir uno u otro, la estrategia mas sélida es
utilizarlos secuencial o complementariamente.

6.1.3.3Complementariedad de ambos enfoques

El modelo manual y el evolutivo no compiten por describir exactamente la misma realidad, sino que la
abordan desde escalas distintas. El modelo manual captura la capa mas visible y quimicamente
interpretable de la relacién estructura/actividad. El evolutivo, por su parte, captura una capa mas
distribuida y abstracta, donde intervienen patrones de autocorrelacién, resonancia y organizacion
topoldgica menos evidentes.

Por eso, la lectura mas madura no es escoger uno como “correcto” y descartar el otro, sino reconocer que
ambos expresan dimensiones diferentes del mismo fendmeno. El manual responde mejor a la pregunta
“;qué rasgos quimicos parecen favorecer la actividad?”. El evolutivo responde mejor a la pregunta “;qué
combinaciones cuantificables de propiedades discriminan mejor la actividad dentro del conjunto?”. En
conjunto, ambos ofrecen una imagen mas completa que cualquiera de los dos por separado.

6.1.3.4Integracion de los modelos QSAR manual y evolutivo
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La evaluacién conjunta de los modelos QSAR manual y evolutivo permite establecer una diferenciacion
clara en cuanto a su utilidad cientifica y operacional, evidenciando que ambos enfoques abordan la
relaciéon estructura/actividad desde perspectivas complementarias. En términos de entendimiento
gquimico del sistema, el modelo manual presenta una ventaja significativa, ya que permite una
interpretacion directa de los determinantes estructurales de la actividad, facilitando la identificacion de
tendencias asociadas a propiedades fisicoquimicas reconocibles. En contraste, el modelo evolutivo
destaca por su capacidad para explorar con mayor profundidad el espacio “descriptorial”, integrando
combinaciones de variables que no resultan evidentes a partir de un analisis racional convencional.

Esta diferencia conceptual se traduce también en su aplicabilidad practica. El modelo manual constituye
una herramienta particularmente util para orientar modificaciones estructurales concretas, permitiendo
vincular de manera directa los cambios en la estructura molécula con su efecto esperado en la actividad.
Por otro lado, el modelo evolutivo adquiere mayor relevancia como herramienta de filtrado
computacional, al proporcionar una discriminacién mas estricta dentro del dominio quimico definido, lo
que resulta especialmente util en etapas de priorizacion de compuestos.

Desde una perspectiva doctoral, esta distincion resulta fundamental, ya que evita una interpretacion
reduccionista basada exclusivamente en indicadores estadisticos. La calidad de un modelo QSAR no se
limita a su capacidad de ajuste, sino que también depende de su contribucidon al entendimiento del
sistemay de su utilidad en la toma de decisiones quimicas. Bajo este criterio, el modelo manual presenta
una mayor centralidad conceptual, mientras que el modelo evolutivo introduce una capa adicional de
validacion y refinamiento que fortalece la robustez del analisis.

En conjunto, ambos modelos configuran una plataforma QSAR complementaria que permite abordar la
relacidn estructura/actividad desde distintos niveles de complejidad. El enfoque manual proporciona una
lectura quimicamente inteligible, a partir de la cual es posible establecer lineamientos claros para el
disefio racional de nuevas moléculas. En contraste, el enfoque evolutivo amplia la capacidad de
exploracidn del espacio estructural, identificando patrones complejos y aportando un criterio predictivo
mas exigente.

La integracion de ambos enfoques permite reconocer que la actividad frente a PLpro no depende
Unicamente de propiedades globales simples, sino del equilibrio entre hidrofobicidad, organizacién
aromatica, distribucidon electrénica y arquitectura topoldgica de la molécula. En este sentido, la
complementariedad entre interpretabilidad y optimizacién estadistica no constituye una limitacion, sino
una fortaleza metodoldgica.

Por lo tanto, no resulta adecuado plantear una eleccion excluyente entre ambos modelos, sino mas bien
considerar su uso conjunto como una estrategia integradora. El modelo manual emerge como la
herramienta principal para lainterpretacion quimicay el disefio racional, mientras que el modelo evolutivo
actua como un instrumento de exploracion profunda y refinamiento del espacio predictivo. Esta
aproximacion evita tanto el reduccionismo quimico como el estadistico, y refuerza la solidez global del
analisis QSAR en el contexto del disefio de nuevos inhibidores.

6.2 Virtual Screening

6.2.1 Validacion del protocolo de docking mediante la molécula de referencia

Uno de los aspectos criticos en cualquier estudio de virtual screening es la validacion del protocolo de
acoplamiento, particularmente en términos de su capacidad para reproducir modos de unidon
experimentalmente conocidos. En este contexto, el redocking delinhibidor de referencia GRL-0617 (Figura
28) mostré un valor de RMSD bajo, lo que indica una alta concordancia entre la pose predicha y la
conformacioén experimental reportada.

Este resultado no solo valida la parametrizacion del sistema (funcién de scoring, caja de busqueda y
condiciones del docking), sino que ademas sugiere que el protocolo es capaz de capturaradecuadamente
las interacciones clave dentro del sitio S3/S4 de PLpro, incluyendo la estabilizacion del loopBL2. La
correcta reproduccion de esta interaccion es particularmente relevante, dado que la inhibicion de PLpro
depende fuertemente de la ocupacion estérica de este bolsillo mas que de una interaccion directa con la
triada catalitica.

El bajo RMSD obtenido respalda la aplicabilidad del protocolo para el muestreo masivo de compuestos,
proporcionando confianza en la interpretacion de los rankings de afinidad obtenidos posteriormente.
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6.2.2 Robustez y alcance del espacio quimico explorado

El virtual screening realizado se caracteriza por un enfoque exhaustivo, abarcando multiples familias
estructurales relevantes en quimica medicinal, incluyendo benzotiofenos, benzamidas, benzimidazoles,
benzodiazepinas, aminopirimidinas , pirimidinas aminobenzimidazoles y derivados tipo pirimido
benzimidazol.

La seleccion de estas familias no es arbitraria, sino que responde a dos criterios fundamentales:
Relevancia farmacolégica conocida ,Accesibilidad sintética y versatilidad estructural

Nucleos como benzamidas, benzotiofenos y benzimidazoles estan ampliamente representados en
farmacos aprobados, lo que sugiere propiedades fisicoquimicas favorables para interaccién proteina-
ligando. También, sistemas derivados de chalconas y heterociclos condensados (como pirimido-
benzimidazoles) permiten una rapida diversificacién estructural, lo que los convierte en candidatos
ideales dentro de una linea de investigacion QSAR-Docking-Dinamica molecular-sintesis.
Adicionalmente, la magnitud del cribado, que incluyé bases de datos extensas (alcanzando incluso
millones de compuestos en algunas familias como benzamidas), refuerza la representatividad del espacio
quimico explorado. Este nivel de exhaustividad permite considerar que los resultados obtenidos no
corresponden a un muestreo limitado, sino a una exploracion ampliay sistematica del espacio de posibles
inhibidores.

6.2.3 Consideraciones computacionales y escalabilidad del método

Un aspecto frecuentemente subestimado en estudios de virtual screening es el costo computacional
asociado. En este trabajo, el uso de AutoDockGPU permitié reducir significativamente los tiempos de
calculo, haciendo viable el andlisis de bibliotecas de gran tamafo en un entorno académico.

No obstante, es importante destacar que el tiempo total del proceso (mostrado en la Tabla 6) no esta
dominado exclusivamente por el docking, sino que también por las etapas previas de preparacion
molécula, particularmente la conversion de archivos desde formatos como SDF a PDBQT. Este paso,
especialmente en bibliotecas masivas (por ejemplo, benzamidas), puede extenderse hasta uno o dos
dias, constituyendo un cuello de botella relevante.

El flujo de trabajo completo demuestra ser escalable y reproducible a nivel de laboratorio, lo cual
representa una ventaja significativa frente a enfoques que requieren infraestructura de alto rendimiento
exclusiva. Esto posiciona la metodologia empleada como una herramienta accesible para el
descubrimiento temprano de farmacos.

6.2.4 Analisis de afinidad: influencia estructural y coherencia con QSAR

El analisis de los rankings de afinidad revela tendencias estructurales claras entre las diferentes familias
evaluadas. En particular, las benzodiazepinas destacan como la familia con mejores puntajes de union,
alcanzando valores cercanos a —14, seguidas por derivados pirimido-benzimidazol.

Esta superioridad en afinidad puede explicarse principalmente por: Mayor extension aromatica, mayor
superficie de interaccion —mt,capacidad de ocupar eficientemente el bolsillo hidrofébico .

Estas observaciones son altamente consistentes con el modelo QSAR desarrollado previamente,
especialmente el modelo manual, el cual indica que un aumento en la contribucion de descriptores
asociados a aromaticidad y volumen molécula correlaciona positivamente con la actividad biolégica.

El hecho de que ambos enfoques (QSAR y docking) converjan en la misma interpretacion estructural
constituye un resultado de alto valor cientifico, ya que: Refuerza la validez de los modelos predictivos,
reduce la probabilidad de falsos positivos y proporciona una base racional para futuras modificaciones
estructurales.

También se observa que los compuestos top dentro de distintas familias (benzamidas, benzotiofenos,
etc.) comparten una caracteristica comun: alta densidad de anillos aromaticos, lo que sugiere que este
rasgo estructural es un determinante clave de afinidad en PLpro.

6.2.5 Analisis de poses: convergencia estructural y especificidad del sitio de union
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El analisis cualitativo de las poses revela que no solo la energia de unién es relevante, sino también la
localizacion del sitio de interaccion.

Se identifican dos comportamientos principales:

a) Compuestos con alta afinidad y correcta localizacion.

Moléculas como la benzodiazepina (D) presentan una superposicion significativa con la pose delinhibidor
de referencia (GRL-0617), ocupando el bolsillo de inhibicidon. Este comportamiento es coherente con sus
altos puntajes de afinidad y sugiere un mecanismo de inhibicién analogo.

b) Compuestos con baja afinidad y sitio alternativo.

En contraste, compuestos como la aminopiridina (B) muestran poses desplazadas hacia regiones
distintas del sitio activo, lo que explica sus menores energias de unién. Esto indica que no solo la
estructura quimica, sino también la orientacién espacial, determina la efectividad del acoplamiento.
Este analisis pone en evidencia que: La afinidad energética debe interpretarse en conjunto con la pose, la
ocupacion del sitio correcto es determinante para la inhibicidn. Existen falsos positivos potenciales si solo
se considera el score.

6.2.6 Implicancias para el diseno racional de inhibidores

Los resultados obtenidos a partir delvirtual screening permiten establecer directrices estructurales claras
para el disefio racional de nuevos inhibidores de PLpro, las cuales emergen de la integracién entre el
analisis de afinidad, la evaluacién de las poses de unién y la consistencia con los modelos QSAR
previamente desarrollados .

Uno de los hallazgos mas consistentes del estudio es la relevancia de la aromaticidad extendida como
determinante principal de la afinidad. Los compuestos con mejores puntajes presentan multiples
sistemas aromaticos conjugados, lo que sugiere que la interaccidon con la cavidad de unién de PLpro esta
dominada por contribuciones de tipo hidrofébico y —Tt. Esta observacién es coherente con la naturaleza
del entorno proteico, el cual favorece la estabilizacién de ligandos con superficies aromaticas amplias
capaces de establecer interacciones dispersivas y de apilamiento con residuos clave.

En este contexto, la planaridad molécula emerge como un factor critico, ya que permite una mejor
complementariedad geométrica con la cavidad de unidén. Las estructuras planas facilitan un
acoplamiento mas eficiente al reducir la penalizacidon conformacional y maximizar el drea de contacto
con la proteina. Esto explica por qué familias como las benzodiazepinas y los sistemas fusionados tipo
pirimido-benzimidazol muestran desempenos superiores en comparacion con estructuras mas simples o
menos conjugadas.

Elanalisis de las poses refuerza estainterpretacion, evidenciando que los compuestos con mayor afinidad
no solo presentan mejores energias de unidon, sino que ademas adoptan orientaciones consistentes
dentro de la cavidad funcional de la proteina. En particular, aquellos compuestos que logran reproducir la
region de interaccion del inhibidor de referencia tienden a mostrar un comportamiento mas favorable, lo
que sugiere que la correcta ocupacion espacial de esta zona es un requisito indispensable para una
inhibicion efectiva. En contraste, se observa que existen moléculas que, a pesar de presentar
caracteristicas quimicas globales similares ,como un alto grado de aromaticidad o tamafio comparable,
no logran adoptar una orientacion espacial adecuada dentro de la cavidad de unién, lo que se traduce en
una disminucién significativa de su afinidad. Este comportamiento evidencia que la afinidad no depende
exclusivamente de la composicion quimica del ligando, sino también de su capacidad para establecer una
disposicion geométrica compatible con el entorno proteico. En consecuencia, propiedades como la
conectividad entre fragmentos, la distribucién tridimensional de los sistemas aromaticos y la flexibilidad
conformacional adquieren un rol determinante en la eficiencia del acoplamiento.

Otro aspecto relevante es la naturaleza de las interacciones predominantes. Los resultados indican que
la afinidad esta principalmente gobernada por interacciones hidrofobicas extensas complementadas por
contactos T-Tt, mas que por interacciones polares especificas. Esto implica que, en el disefio de nuevos
inhibidores, debe priorizarse la optimizacién de la superficie hidrofébica y la distribucién electrénica del
sistema aromatico, en lugar de una sobrecarga de grupos funcionales polares que podrian no contribuir
significativamente a la estabilidad del complejo.

Por otro lado, se observa que las estructuras con alta flexibilidad conformacional o bajo peso molecular
tienden a presentar un desempeno inferior. Estas moléculas muestran una mayor dispersion en sus poses
y, en muchos casos, no logran establecer interacciones estables dentro de la cavidad de unién. Esto
sugiere que una rigidez estructural moderada es esencial para el anclaje efectivo, ya que permite
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mantener una orientacién definida y reducir la penalizacién entropica asociada a la unidn. En
consecuencia, el diseio de nuevos compuestos debe evitar tanto la excesiva flexibilidad como la
simplicidad estructural, favoreciendo arquitecturas que combinen rigidez y extensidon aromatica.

Un elemento particularmente robusto del estudio es la convergencia entre los resultados de docking y el
modelo QSAR, especialmente en relacidon con descriptores asociados a aromaticidad, volumen molécula
y topologia. Esta coincidencia entre enfoques independientes refuerza la validez de las conclusiones
obtenidas, ya que indica que las tendencias observadas no son artefactos metodoldgicos, sino reflejan
propiedades intrinsecas del sistema proteina-ligando.

En este sentido el flujo de trabajo implementado (QSAR , virtual screening , docking y luego Dinamica
molecular) demostraria ser conceptualmente sélido y altamente eficiente para la exploracion del espacio
quimico. Este enfoque permite una optimizacion iterativa de los compuestos, donde las caracteristicas
estructurales identificadas como favorables pueden ser refinadas progresivamente en cada etapa del
proceso. Asi, el virtual screening no solo cumple una funcion de filtrado, sino que se convierte en una
herramienta generadora de conocimiento estructural aplicable al disefio racional.

6.2.7 Resultados con respecto al QSAR

La coincidencia observada para aminopirimidinay benzimidazol sugiere que ambos modelos reconocen
de manera consistente ciertos rasgos estructurales asociados a baja y alta actividad relativa,
respectivamente. En contraste, las diferencias observadas para pirimido-benzimidazol y pirimidina-
aminobenzimidazol indican que el modelo manual y el evolutivo no ponderan del mismo modo los
atributos vinculados al extremo alto de actividad. En este sentido, el modelo manual parece favorecer una
separacion mas marcada entre los compuestos mejor posicionados, mientras que el modelo evolutivo
muestra una prediccidn mas conservadora. En conjunto, esto respalda el uso complementario de ambos
enfoques durante la priorizacién de compuestos.

6.2.8 Limitaciones del estudio

A pesar de la robustez del enfoque empleado, es importante reconocer las limitaciones inherentes a las
metodologias utilizadas. En primer lugar, el docking molecular considera una representacion simplificada
del sistema proteico, en la cual la flexibilidad conformacional de la proteina es limitada. Este aspecto es
particularmente relevante en proteinas como PLpro, donde regiones modviles pueden influir
significativamente en la interaccién con ligandos.

Asimismo, las funciones de scoring utilizadas presentan limitaciones en la estimacidén cuantitativa de las
energias de union. Estas funciones estan disefiadas principalmente para establecer comparaciones
relativas entre compuestos, por lo que las diferencias absolutas en energia deben interpretarse con
cautela. En este sentido, pequefas variaciones en el score no necesariamente reflejan diferencias reales
en afinidad bioldgica.

El docking no considera explicitamente factores farmacocinéticos ni biolégicos complejos, tales como
solubilidad, permeabilidad, metabolismo o toxicidad. Esto implica que una alta afinidad tedrica no
garantiza necesariamente una actividad biolégica efectiva en sistemas experimentales.

También considerar que las moléculas evaluados son reportadas en literatura, por lo que se limita a un
especio quimico de molécula sintetizada, las moléculas tedricas son excluidas de este analisis.

6.3 Docking inducido (Induced fit docking)

6.3.1 Analisis de derivados de chalconas

Elinduced fit docking constituyé una etapa de refinamiento estructural indispensable dentro del flujo de
trabajo empleado, ya que permitié reevaluar la compatibilidad de los ligandos seleccionados bajo un
esquema mas realista que el docking rigido previo. A diferencia del virtual screening inicial, en este caso
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no solo se permitid la flexibilidad del ligando, sino también la reorganizaciéon local de residuos cercanos
al sitio de unién, lo que resulta particularmente pertinente en PLpro dada la plasticidad conformacional
de regiones adyacentes al bolsillo de reconocimiento, en especial el loop BL2. Desde este punto de vista,
elinduced fit docking no debe entenderse simplemente como una repeticidn de docking con mayor costo
computacional, sino como una aproximacion de mayor exigencia estructural, donde la calidad del
acoplamiento depende de la capacidad del ligando para sostener interacciones favorables incluso
después de que la proteina se adapta a su presencia.
La validacién con GRL-0617 respalda esta interpretacion. El hecho de que la pose inducida reproduzca
razonablemente la orientacion cristalografica con un RMSD cercano a 1.6 A indica que el protocolo
conserva el modo general de reconocimiento del inhibidor de referencia aun cuando se permite la
relajacion conformacional del entorno proteico. Este punto es relevante porque, en un contexto de
flexibilidad proteina-ligando, una desviacién moderada respecto de la estructura cristalografica no
implica necesariamente una pérdida de validez del método; por el contrario, puede reflejar la exploracion
de un estado conformacional alternativo pero fisicamente plausible del complejo. En consecuencia, la
validacion obtenida no solo confirma que el protocolo fue correctamente implementado, sino que
ademas legitima el uso de estas conformaciones refinadas como base para la comparacién entre familias
guimicas. Mas aun, si el patrén esencial de reconocimiento del ligando de referencia se mantiene tras el
ajuste inducido, entonces los compuestos que logran aproximarse a esa logica espacial adquieren mayor
relevancia mecanistica que aquellos que solo obtienen un buen score en una proteina tratada como
rigida.
En términos globales, los resultados muestran que el refinamiento inducido no beneficié por igual a todas
las series, lo que en si mismo es un hallazgo importante. Si una familia mantiene o incluso mejora su
comportamiento al pasar desde una evaluacién inicial de acoplamiento a una etapa donde la proteina
puede reorganizarse localmente, ello sugiere que su afinidad no depende de una coincidencia geométrica
accidental con una conformacién fija, sino de una compatibilidad estructural mas profunda con el
entorno de PLpro. Esta es precisamente una de las mayores fortalezas del induced fit docking dentro del
diseno racional: permite distinguir entre ligandos que “caben” en el bolsillo y ligandos que realmente son
tolerados y estabilizados por la proteina tras un proceso de reconocimiento mutuo.
En el caso de las chalconas y sus derivados heterociclicos, la discusion de los resultados sugiere que el
mejor desempeno de determinadas familias no puede atribuirse Unicamente al incremento inespecifico
de aromaticidad, aunque ese factor ciertamente contribuye. Lo que emerge con mayor claridad es que las
familias mas favorecidas son aquellas que combinan extensién aromatica, rigidez relativa y una
distribucion espacial capaz de adaptarse con eficiencia al bolsillo de uniéon sin sacrificar
complementariedad tras el ajuste inducido. En este sentido, el destacado comportamiento de la familia
pirimidina-aminobenzimidazol resulta especialmente significativo, ya que una mediana superior al resto
de las familias indica no solo la presencia de compuestos extremos muy favorables, sino una robustez de
andamiaje a nivel poblacional. En términos de quimica medicinal, esto es més valioso que un solo top hit
aislado, porque sugiere que el nucleo central de esa familia es intrinsecamente compatible con la
arquitectura de unidon de PLpro y que pequefas variaciones sobre ese esqueleto tienden a conservar una
afinidad razonable. Ese tipo de comportamiento es precisamente el que interesa para etapas posteriores
de optimizacién racional.
La influencia del fragmento derivado de la cetona también ofrece una lectura estructural convincente. El
mejor comportamiento de los derivados de 1-acetilnaftaleno es coherente con la hipdtesis de que ciertos
sistemas aromaticos fusionados presentan una geometria particularmente apta para ser estabilizada
dentro del bolsillo de PLpro una vez que la proteina se reorganiza localmente. Este resultado no debe
reducirse a la afirmacion simple de que “mas anillos aromaticos implican mejor score”, porque no todos
los sistemas extendidos se comportan igual. Lo que parece favorecer al motivo 1-naftilo es una
combinacion mas especifica de superficie hidrofdbica, rigidez conformacionaly direccionalidad espacial.
Su semejanza conceptual con el fragmento naftalénico presente en GRL-0617 refuerza ademas la idea de
que el bolsillo de PLpro reconoce favorablemente este tipo de arquitectura aromatica. No se trata de
afirmar una equivalencia farmacofdrica estricta entre ambos sistemas, pero si de reconocer que la
topologia del 1-acetilnaftaleno parece alinearse de manera particularmente eficiente con los
requerimientos geomeétricos del sitio de union. Desde una perspectiva de disefio, este resultado lo
posiciona como un fragmento privilegiado para desarrollos posteriores.
La influencia del fragmento derivado del aldehido introduce un matiz aun mas interesante, porque revela
que la tendencia central de una serie y sus mejores compuestos individuales no necesariamente
coinciden. El mejor comportamiento global de los salicilicos, reflejado en una mediana mas favorable,
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sugiere que este sustituyente confiere una ventaja mas uniforme a lo largo de la serie. Esa uniformidad
probablemente refleja una combinacién equilibrada entre aromaticidad, polaridad moderaday capacidad
de orientar la molécula dentro del bolsillo sin imponer penalizaciones estéricas excesivas. En contraste,
el hecho de que los derivados trifluorometilados no lideren la distribucion global, pero si generen algunos
de los compuestos individuales con mejores puntajes, indica un comportamiento mas dependiente del
contexto molécula. Es decir, el grupo trifluorometilo no actia como un beneficio generalizado, sino como
un modulador que puede producir un efecto altamente favorable solo cuando se incorpora sobre una
arquitectura que ya posee una orientacion y una distribucidn electrénica adecuadas. Este hallazgo es
especialmente valioso en discusion, porque obliga a abandonar una logica simplista de “sustituyente
bueno” o “sustituyente malo” y reemplazarla por una vision mas realista, donde el rendimiento depende
de sinergias estructurales entre fragmentos. En otras palabras, el induced fit docking pone en evidencia
que el comportamiento del ligando no es aditivo, sino emergente.

Esto se vuelve todavia mas claro cuando se consideran las combinaciones R'/R>. Los resultados sugieren
qgue la afinidad final no depende de la contribucién aislada de cada fragmento, sino de la manera en que
ambos modulan conjuntamente la orientacidon global, la rigidez del sistema y la capacidad de
estabilizacion dentro del bolsillo. Asi, la aparicién de compuestos trifluorometilados entre los mejores
puntajes individuales, pese a una mediana menos destacada, puede entenderse como evidencia de
combinaciones estructurales privilegiadas mas que de un efecto universal del grupo. Desde el punto de
vista metodoldgico, este es precisamente uno de los mayores aportes del induced fit docking frente a
enfoques mas simples: permite detectar relaciones no lineales entre fragmentos, mostrando que ciertas
arquitecturas moleculares adquieren valor no por sus partes en abstracto, sino por la forma en que esas
partes cooperan una vez enfrentadas a una proteina flexible.

6.3.2 Analisis de derivados de benzimidazol

Los resultados obtenidos en los derivados benzimidazol refuerzan esta misma légica a una escala menor
y mas controlada. Dado que la serie es mas corta, el analisis se vuelve menos estadistico y mas
comparativo entre compuestos puntuales. Aun asi, la dispersién de XP GScores entre aproximadamente
-4.35y -7.26 demuestra con claridad que el nucleo benzimidazol, por si solo, no garantiza una afinidad
homogénea. Los mejores valores observados para benzimidazol 1 y benzimidazol 5, junto con su
superposiciéon mas cercana respecto al ligando de referencia en la Figura 40 y su patron de interaccidén
mas favorable en la Figura 41, indican que estos dos compuestos no solo poseen mejor desempeno
energético, sino también una légica espacial de reconocimiento mas convincente. En ellos, la ocupacién
del bolsillo es mas definida y la orientacién del sistema aromatico principal reproduce de forma mas fiel
la disposicion que la proteina parece estabilizar preferentemente. En cambio, benzimidazol 2 y
benzimidazol 3, aun cuando logran insertarse en la cavidad, muestran una red de interacciones mas
limitada y una adaptacion menos eficiente, lo que explica coherentemente sus scores mas modestos. Los
compuestos intermedios, benzimidazol 4 y benzimidazol 6, ilustran una situacion mecanisticamente util:
es posible lograr unainsercion aceptable y una afinidad moderada sin alcanzar la geometria 6ptima de los
mejores candidatos, lo que sugiere modos de unién permisivos pero no ideales.

6.3.3 Analisis de derivados de top 1 moléculas del virtual screening

Los resultados del virtual screening refinado mediante docking flexible mostraron puntajes menos
negativos que los obtenidos previamente con AutoDock rigido, lo que no representa una contradiccion
metodolégica, sino una consecuencia esperable de las diferencias entre ambos enfoques. En primer
lugar, los valores de XP GScore de Glide y las energias estimadas por AutoDock provienen de funciones de
puntuacion distintas, por lo que no son directamente comparables en términos absolutos. En segundo
lugar, el docking flexible incorpora un tratamiento mas realista de la acomodacion del ligando dentro del
sitio de uniodn, e incluso de ajustes locales del entorno proteico, mientras que el docking rigido evalua el
reconocimiento molecular bajo una geometria mas restringida. En este contexto, es razonable que
algunas moléculas presenten puntajes menos favorables en el esquema flexible, ya que este
procedimiento no solo recompensa contactos favorables, sino que también penaliza con mayor
sensibilidad orientaciones subodptimas, tensiones conformacionales o pérdidas de complementariedad
fina durante el ajuste en el bolsillo.
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El docking flexible permitié observar un comportamiento relevante desde el punto de vista estructural.
Todas las familias evaluadas conservaron su capacidad de ocupar una regiéon comun del sitio de unién,
compatible con el bolsillo donde se acomoda el ligando de referencia GRL-0617, aunque con diferencias
en la orientacién, extensiéon y distribucién de sus sustituyentes. Esto sugiere que, mas alla de las
variaciones en score con la metodologia del docking rigido hecho por Autodock, los compuestos
seleccionados por virtual screening mantienen un reconocimiento espacial coherente con el sitio
alostérico analizado. En particular, familias como benzimidazol ,aminopirimidina y benzotiofeno
mostraron un desempenfo relativamente consistente, mientras que otras, como el pirimido-benzimidazol,
evidencio una mayor dependencia del protocolo empleado. Este comportamiento indica que la respuesta
de cada andamiaje quimico no depende Unicamente de su afinidad tedrica, sino también de su capacidad
de adaptarse geométricay electrénicamente a un entorno proteico dinamico.

Desde una perspectiva quimica, estas diferencias son informativas, ya que muestran que la priorizacion
de candidatos puede variar cuando se pasa desde una evaluacién inicial mas simplificada a un
refinamiento estructural mas exigente. Por ello, los resultados del docking flexible no deben interpretarse
como una invalidacién de los obtenidos por AutoDock, sino como una etapa complementaria de
discriminacién, capaz de revelar qué familias conservan interacciones favorables bajo condiciones mas
cercanas a un reconocimiento molecular realista. En este sentido, los compuestos que mantuvieron
puntajes competitivos y modos de unién coherentes tras el refinamiento flexible adquieren mayor solidez
como candidatos para etapas posteriores de analisis.

6.3.4 Limitaciones asociadas al induced fit docking

A pesar del mayor nivel de realismo estructural que introduce el induced fit docking en comparacién con
enfoques de docking rigido, es fundamental reconocer que los resultados obtenidos siguen estando
sujetos a limitaciones inherentes al modelo computacional empleado, las cuales deben ser consideradas
al momento de interpretar la afinidad y el modo de unién de los compuestos evaluados.

En primer lugar si bien el induced fit docking incorpora flexibilidad local de la proteina, esta flexibilidad es
parcialyrestringida, limitada a ciertos residuos cercanos al sitio de unién. En consecuencia, no se captura
completamente la dindmica global del sistema proteico ni los posibles cambios conformacionales de
mayor escala que pueden ocurrir en condiciones fisiolégicas. Esto es particularmente relevante en
proteinas como PLpro, donde regiones maviles pueden influir significativamente en el reconocimiento
molécula. Por tanto, las conformaciones obtenidas deben interpretarse como aproximaciones locales de
estados energéticamente favorables, mas que como representaciones completas del comportamiento
dindmico del sistema.

En segundo lugar, las funciones de scoring utilizadas, incluyendo el XP GScore, presentan limitaciones
conocidas en la estimacién cuantitativa de las energias de union. Estas funciones estan disefiadas
principalmente para establecer comparaciones relativas entre compuestos, y no para predecir valores
absolutos de afinidad con precision termodinamica. En este sentido, diferencias pequenas en los scores
no deben interpretarse como variaciones significativas en afinidad real, especialmente cuando se
comparan compuestos estructuralmente similares.

Adicionalmente, el modelo no contempla si la interaccion ligando-proteina se mantiene en el tiempo,
ademas de como se comporta esa molécula en contexto acuosos. Por lo que hace importante y
fundamental complementar la técnica con Dinamica molecular.

6.4 Dinamica molecular

6.4.1 Discusion de la Dinamica molecular del sistema APO y del complejo con GRL-
0617

El analisis de Dindmica molecular del sistema APO y del complejo con GRL-0617 permite establecer una
base estructural y dinamica fundamental para interpretar el mecanismo de inhibicién de PLpro. Mas que
constituir un simple complemento del docking, esta etapa permite distinguir entre una proteina
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intrinsecamente flexible y un estado conformacional estabilizado por la unién del ligando, lo que resulta
especialmente relevante en una enzima como PLpro, cuya actividad depende no solo de la integridad del
centro catalitico, sino también del comportamiento conformacional de regiones mdviles como el loop
BL2. La simulacién del sistema sin ligando y la del complejo con el inhibidor de referencia, por tanto, no
deben leerse como analisis independientes, sino como dos estados comparativos del mismo paisaje
conformacional.
En el sistema APO, el comportamiento global de la proteina muestra que PLpro conserva estabilidad
estructural general, pero no permanece rigida durante la trayectoria. Aunque las réplicas convergen de
forma consistente, el RMSD aumenta progresivamente hasta valores cercanos a4 A lo que sugiere que la
proteina explora conformaciones alejadas de la estructura inicial antes de alcanzar un régimen
relativamente estable. Este punto es importante, porque evita una interpretacion simplista del RMSD
como si toda desviacion implicara inestabilidad. En este caso, mas que una desestructuracion global, lo
que se observa es la relajacion de la proteina hacia un conjunto de conformaciones accesibles en
ausencia de ligando. En otras palabras, el sistema APO no parece colapsar ni desorganizarse, sino
desplazarse dentro de su propio espacio conformacional, lo que es coherente con una proteina que posee
elementos moviles funcionalmente relevantes.
El analisis de RMSF refuerza esta interpretacién y muestra que esa movilidad no esta distribuida de
manera homogénea. La mayor fluctuacion local se concentra en regiones especificas, destacando
particularmente el loop BL2, donde Tyr268 presenta el valor de RMSF mas alto del sistema, con un
promedio reportado de 5.48 A. Este resultado es altamente significativo desde el punto de vista funcional,
porque identifica al BL2 no como una regién periférica pasivamente flexible, sino como el principal foco
de plasticidad conformacional de la proteina en ausencia de ligando. En palabras mas simples estado
APO de PLpro esta caracterizado por una movilidad acentuada precisamente en el elemento estructural
que regula el acceso al sitio de reconocimiento. Esto apoya fuertemente la idea de que el BL2 constituye
una compuerta conformacional dindmica cuya modulacién puede ser explotada farmacolégicamente.
Las distancias interresiduo analizadas en el sistema APO ayudan a precisar alln mas esta lectura. La
distancia catalitica entre Cys111 y His272 se mantiene esencialmente constante entre réplicas, lo que
indica que el centro catalitico conserva su organizacién geomeétrica a lo largo de la simulacién. Este
hallazgo es relevante porque demuestra que, aun cuando la proteina explora estados conformacionales
diversos, la maquinaria catalitica no se desorganiza. Por tanto, la flexibilidad observada no corresponde a
una pérdida general de integridad estructural, sino a una movilidad localizada en regiones regulatorias del
reconocimiento molécula. Esta distincién es crucial: la proteina puede ser dinamicamente flexible y, al
mismo tiempo, conservar la arquitectura de su nucleo funcional.
En contraste, las distancias entre Tyr268 y Arg166, y entre Tyr268 y Pro299, muestran una variabilidad
mucho mayor, con cambios abruptos a lo largo del tiempo. Este comportamiento es coherente con
movimientos de apertura y cierre del loop BL2 respecto del resto de la proteina. La amplitud de estas
variaciones sugiere que el BL2 no oscila alrededor de una tinica conformacién promedio, sino que transita
entre multiples estados estructuralmente diferenciados. En términos mecanisticos, esto refuerza la
nocion de que el estado APO de PLpro estd asociado a una alta plasticidad del acceso al sitio de unién,
condicién que probablemente facilita el reconocimiento de sustratos naturales como ubiquitina e ISG15.
Asi, el sistema sin ligando puede describirse como conformacionalmente permisivo: mantiene la triada
catalitica intacta, pero conserva un entorno de entrada dindmico y adaptable.
El andlisis angular de Tyr268 ofrece una dimensién adicional a esta discusion. En el sistema APO, la
distribucion de los diedros X, y X, muestra poblaciones predominantes bien definidas, con una fuerte
representacion de ciertos estados conformacionales y la coexistencia de otras orientaciones
secundarias. Desde una perspectiva estructural, esto indica que Tyr268 no rota aleatoriamente, sino que
ocupa un conjunto restringido pero multiple de conformaciones preferentes. La existencia de estos
estados discretos refuerza la idea de que el BL2 alterna entre geometrias funcionalmente diferenciadasy
que Tyr268 puede actuar como un marcador conformacional Util para cuantificar dichos estados. Este
punto es especialmente valioso para la tesis, porque transforma una observacion geométrica en una
posible métrica mecanistica para comparar ligandos posteriores.
Cuando se compara este comportamiento con el del complejo proteina—GRL-0617, emerge con claridad
el efecto conformacional del inhibidor. La simulacion del complejo muestra una estabilizacién progresiva
del RMSD de la proteina, alcanzando valores practicamente constantes tras los primeros nanosegundos.
A diferencia del sistema APO, donde la proteina continla desplazandose hacia conformaciones
progresivamente alejadas de la estructura inicial antes de estabilizarse, en presencia de GRL-0617 la
fluctuacidn estructural global es menor. Esto sugiere que la unidn del ligando restringe parte del espacio
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conformacional accesible de PLproy favorece un estado estructural mas definido. En consecuencia, GRL-
0617 no solo se une a la proteina, sino que parece actuar como un estabilizador conformacional.

El RMSD del propio ligando aporta un elemento importante a esta interpretacion. Aunque GRL-0617
experimenta un ajuste inicial dentro del bolsillo, posteriormente mantiene un RMSD cercano a 3.5-4 A
durante la simulacién, lo que indica permanencia en el sitio de unidon sin expulsion ni reorientaciones
drasticas incompatibles con una unién estable. Este comportamiento es particularmente relevante
porque muestra que la estabilizaciéon de la proteina no depende de un ligando absolutamente inmavil, sino
de un ligando que, aun conservando cierta libertad local, permanece anclado dentro de una regidn
funcionalmente competente. En otras palabras, la estabilidad del complejo no exige rigidez absoluta del
ligando, sino persistencia espacial dentro del sitio alostérico compatible con el mantenimiento del estado
conformacional inhibido.

El efecto mas importante del GRL-0617, sin embargo, no se aprecia solo en el RMSD, sino en el patron de
flexibilidad local. La comparacion del RMSF entre el sistema APO y el complejo muestra una disminucién
clara de la movilidad en la regién del BL2, con una rigidizacion particularmente evidente alrededor de
Tyr268. Este hallazgo tiene gran peso mecanistico porque reproduce precisamente el fendmeno esperado
para un inhibidor no covalente de referencia: no altera de forma relevante la organizacion de la triada
catalitica, pero si modula el paisaje conformacional del loop que regula el acceso al sitio. En este sentido,
la simulacién no solo valida el protocolo computacional, sino que también reproduce el modelo de
inhibicidon descrito en la literatura para GRL-0617, donde la estabilizacién de una conformacién cerrada
del BL2 constituye el evento funcional clave.

Las distancias interresiduo apoyan directamente esta interpretacion. Tal como observaste, la distancia
catalitica entre Cys111 y His272 no muestra un efecto diferencial importante al comparar APO y GRL-
0617, lo que sugiere que la inhibicién no depende de una perturbacién directa del nucleo catalitico. En
cambio, las distancias que involucran a Tyr268 si revelan un cambio mucho mas claro. En presencia de
GRL-0617, las separaciones entre Tyr268 y los otros puntos de referencia del BL2 tienden a valores mas
cortos y menos dispersos que en el sistema APO, lo que es consistente con una conformacién mas
cerrada y menos fluctuante del loop. Esta observacién tiene implicancias funcionales directas: si el BL2
permanece mas proximo y restringido, el canal de acceso para sustratos voluminosos como ubiquitina o
ISG15 se vuelve menos permisivo, lo que ofrece una explicacién estructural plausible para la inhibicidn
observada.

Los diedros de Tyr268 completan esta lectura al mostrar un cambio conformacional mucho mas definido
en el complejo con GRL-0617 que en el sistema APQO. Mientras que en ausencia de ligando Tyr268 explora
varias orientaciones preferentes, en presencia del inhibidor las distribuciones angulares se concentran de
manera mas marcada en regiones especificas del espacio conformacional. Esto sugiere que la unién del
ligando no solo reduce la amplitud del movimiento del loop, sino que selecciona estados rotacionales
concretos de la cadena lateral de Tyr268. Desde el punto de vista conceptual, este es un resultado
especialmente potente, porque indica que los diedros de Tyr268 pueden funcionar como cuantificadores
estructurales del estado inhibido. No se trata solo de un residuo flexible, sino de un sensor conformacional
cuya orientacion distingue entre un entorno abierto y uno rigidizado por ligando.

En conjunto, la comparacion entre APO y GRL-0617 permite extraer una conclusién mecanistica robusta.
El sistema APO describe una PLpro conformacionalmente competente y altamente mdévil en la regidon del
BL2, donde el acceso al sitio de reconocimiento permanece dinamico y probablemente funcional. En
contraste, la union de GRL-0617 no altera de forma importante la geometria del centro catalitico, pero si
restringe de manera clara la movilidad del BL2, disminuye la fluctuacion global de la proteina, acorta y
estabiliza distancias asociadas al movimiento del loop y concentra la distribucién angular de Tyr268 en
estados mas definidos. Este conjunto de evidencias apoya un modelo de inhibicién basado en
estabilizacién conformacional mas que en perturbacién catalitica directa. Dicho de otro modo, GRL-0617
parece inhibir a PLpro no porque rompa su arquitectura enzimatica, sino porque la fijaen un estado menos
permisivo para el reconocimiento de sustratos.

6.4.2 Discusion de la Dinamica molecular de la familia pirimido-benzimidazol

Si se comienza por el RMSD de la proteina, se aprecia que esta familia no genera una respuesta uniforme
sobre la estabilidad global de PLpro. En términos generales, los sustituyentes 4-NMe, y 4-OH-3-OMe son
los que tienden a mostrar trayectorias mas cercanas al complejo con GRL-0617 en varias subseries, lo
que podria sugerir una modulacion global mas compatible con el estado de referencia. En particular, 4-
OH-3-OMe mantiene un comportamiento favorable en las series benceno, 2-naftilo, antraceno y pireno,
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aunque en 1-naftilo presenta una desviacion transitoria mas marcada. En contraste, el sustituyente 2-OH
es el que mas frecuentemente se asocia con aumentos notorios del RMSD proteico, especialmente en 1-
naftilo, donde la trayectoria llega a aproximarse e incluso a superar al sistema APO; también en benceno
y pireno este mismo fragmento induce una desviacidbn mayor, mientras que en 2-naftilo su
comportamiento es comparativamente mas estable. El derivado 4-NO, ocupa una posicion intermedia:
en varias series se aproxima al patron del inhibidor de referencia, pero en 1-naftilo vuelve a aparecer una
desviacion mas evidente. En este primer nivel de analisis, por tanto, no pareceria correcto proponer a 2-
OH como el mejor comportamiento global, porque su efecto sobre la proteina es mas inestable y
dependiente del nucleo aromatico.

ELRMSD del ligando introduce un criterio mas exigente, porque aqui ya no se evalla solo la respuesta de
la proteina, sino la capacidad del compuesto de conservar su ubicacion inicial en el bolsillo. En la serie
benceno, el patrén dominante es desfavorable: la mayoria de los ligandos abandona claramente la pose
inicial y varios parecen estabilizarse en otras regiones de la proteina. En este grupo, 4-iPry 2-OH son los
menos desfavorables, mientras que 4-OH-3-OMe, 4-CF, y especialmente 4-NMe, muestran
desplazamientos mas notorios. En 1-naftilo, la situacidon mejora parcialmente: varios sistemas todavia
abandonan el sitio, pero 2-OH es el que mas se aproxima al comportamiento del ligando de referencia,
mientras que cinamilo y 4-NO, tienden a estabilizarse en mesetas alrededor de 15-20 A y 4-OH-3-OMe
exhibe un reacomodo tardio importante. En 2-naftilo, en cambio, aparece el patrén mas convincente de
toda la familia: 4-OH-3-OMe mantiene un RMSD muy préximo al de GRL-0617 durante practicamente toda
la trayectoria, mientras que 4-NMe, y 4-iPr quedan en una zona intermedia, y cinamilo, 4-NH,, 2-OH y 4-
CF,; muestran desplazamientos claramente mayores. En antraceno, los mejores perfiles corresponden a
4-iPry 2-OH, con trayectorias cercanas a 4-6 A, mientras que 4-OH-3-OMe, 4-N H,y 4-CF; permanecen en
valores moderados, y cinamilo y 4-NO, son los mas inestables. Finalmente, en pireno predomina otra vez
un comportamiento irregular, aunque 4-OH-3-OMe es el sistema mas cercano al control dentro de esa
subserie, mientras que 4-CF,y 4-iPr muestran perfiles intermedios y cinamilo y 4-NMe, vuelven a ser mas
erraticos. En conjunto, el RMSD del ligando sugiere que los mejores desempefios no se concentran en un
unico sustituyente para todas las series, pero si coloca a 2-naftilo-4-OH-3-OMe como el caso mas robusto
cuando se prioriza permanencia espacial dentro del bolsillo.

Cuando se pasa al RMSF, la lectura cambia desde la estabilidad espacial hacia la capacidad de rigidizar
el loop BL2. Aqui se vuelve evidente que no siempre el compuesto que mejor conserva la pose es el que
mas rigidiza estaregion. En la serie benceno, varios ligandos muestran un efecto solo moderado, y los mas
claros en reduccién de la movilidad son 4-CF; y, en menor medida, 2-OH, mientras que 4-OH-3-OMe, 4-
NMe,y 4-iProcupan un comportamiento intermedio. En 1-naftilo, el derivado que mas claramente destaca
es 2-OH, que presenta una de las reducciones mas notables de la flexibilidad del BL2; 4-OH-3-OMe
mantiene una estabilizacion moderada, mientras que 4-NO, se aproxima mas al patrén del APO y
pareceria menos apto para restringir el loop. En la serie 2-naftilo, la modulacién es mas clara y aqui si
sobresalen 4-OH-3-OMe y 4-iPr, que muestran la mayor rigidizacién del centro del BL2; por el contrario, 4-
CF,; y 4-NO, conservan perfiles mas altos y proximos al estado apo. En antraceno, la mayoria de los
compuestos tiende a rigidizar con bastante claridad, salvo 4-NO,, que incluso incrementa la flexibilidad
por encima del APO. En pireno, en cambio, el efecto general es mas débil y el Unico sustituyente que
realmente sobresale es 4-NMe,. Por tanto, si el criterio es estrictamente la reduccion del RMSF en BL2, los
compuestos que mas destacan serian 1-naftilo-2-OH, 2-naftilo-4-OH-3-OMe, 2-naftilo—4-iPr, varios
antracénicos y pireno—-4-NMe,.

Las distancias permiten afinar todavia mas la discusion. La distancia catalitica Cys111-His272 se
mantiene relativamente constante en toda la familia y, por lo tanto, no parece ser el descriptor que mejor
discrimina entre complejos favorables y desfavorables; mas bien sugiere que la geometria del nucleo
catalitico se conserva aun cuando elresto del entorno dindmico varie. La informacién util esta, en cambio,
en las distancias Tyr268-Arg166 y Tyr268-Pro0299, que si capturan mejor el comportamiento del BL2. Para
Tyr268-Arg166, en la serie benceno destacan 4-CF;y 2-OH por mostrar valores menores y mas cercanos
al control, mientras que 4-OH-3-OMe, 4-NMe,, 4-NH, y 4-iPr muestran trayectorias mas erraticas. En 1-
naftilo, los perfiles mas cercanos a GRL-0617 corresponden otra vez a 4-CF,y 2-OH, mientras que 4-NMe,
es claramente el mas desfavorable. En 2-naftilo, sin embargo, el panorama es mas equilibrado: 4-NMe,,
4-iPry 2-OH muestran distancias menores y relativamente estables, mientras que 4-OH-3-OMe mantiene
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un perfil constante, aunque ligeramente por encima del control. Esto es importante porque sugiere que 4-
OH-3-OMe no domina esta distancia en forma extrema, pero tampoco incurre en una trayectoria erratica.

La distancia Tyr268-Pro299 resulta incluso mas reveladora. En la serie benceno, cinamilo se acerca
inicialmente a GRL-0617 pero luego se abre, 4-OH-3-OMe y 4-NMe, permanecen mas cerca del APO,
mientras que 4-CF;, 2-OH y 4-NO, muestran intervalos de cierre mas marcados, aunque con trayectorias
variables. En 1-naftilo, el patrén vuelve a favorecer a 2-OH, que permanece proximo a GRL-0617 durante
gran parte de la trayectoria, mientras que 4-OH-3-OMe empieza con distancias menores pero luego se
abre progresivamente; 4-iPr también mantiene valores bastante cercanos al control. En 2-naftilo, en
cambio, el resultado mas fuerte corresponde a 4-OH-3-OMe, cuyo perfil se describe como practicamente
superpuesto al delinhibidor de referencia; 4-NMe, se mantiene incluso por debajo de GRL-0617 gran parte
deltiempo, mientras que 4-CF;, 4-NH, y 4-NO, son mas fluctuantes o mas altos. Asi, si Tyr268-Pro299 se
interpreta como el descriptor mas directo de un estado cerrado y sostenido del BL2, el complejo 2-naftilo—
4-0OH-3-OMe seria el que mejor reproduce el patron del control.

Para los diedros X, y X, de Tyr268 ayudan a distinguir si esa modulacidon se acompafia o no de una firma
conformacional similar a la observada con GRL-0617. En la serie benceno, el patron mas parecido al
control para X, corresponde a 4-NO, y 2-OH, mientras que 4-OH-3-OMe se concentra principalmente
alrededor de —-45°; para X,, en cambio, 4-OH-3-OMe, 4-iPr, 2-OH y 4-NH, muestran el patrén vertical
alrededor de £90° compatible con GRL-0617. En 1-naftilo, cinamilo y 4-OH-3-OMe son los que mas se
aproximan al control en x,, pero el resto de la subserie se dispersa mas. En 2-naftilo es donde aparece el
resultado mas convincente: 4-OH-3-OMe reproduce simultdneamente la distribucion dominante de ¥,
cercanaa 180°y la de x, alrededor de +90°, es decir, la firma conformacional mas semejante al ligando de
referencia dentro de toda la familia. Desde este punto de vista, la serie 2-naftilo no solo aporta un ligando
estable, sino también el residuo Tyr268 mas claramente “GRL-like”.

Visto asi cada grafico privilegia sistemas distintos. ELRMSD de proteina favorece sobre todo a 4-NMe,, 4-
OH-3-OMey en algunos casos 4-NO,; el RMSD del ligando destaca con fuerza a 1-naftilo-2-OH, 2-naftilo-
4-OH-3-OMe, antraceno—4-iPr, antraceno-2-OH y, mas parcialmente, pireno—-4-OH-3-OMe; el RMSF del
BL2 favorece a 1-naftilo-2-OH, 2-naftilo-4-OH-3-OMe, 2-naftilo—4-iPr, varios antracénicos y pireno—4-
NMe,; las distancias Tyr268-Arg166 privilegian sobre todo a 4-CF; y 2-OH en benceno/1-naftilo, y a 4-
NMe,, 4-iPry 2-OH en 2-naftilo; mientras que Tyr268-Pro299y los diedros favorecen de manera mas clara
a 2-naftilo-4-OH-3-OMe. Esto muestra que la familia no responde a una regla simple de “mejor
sustituyente universal”, sino a una interaccidon entre nucleo aromatico y sustituyente, donde un mismo
grupo puede ser favorable en una métrica y desfavorable en otra.

Al integrar todos los analisis el panorama general sugiere dos comportamientos principales. Por un lado,
existen ligandos que pueden reducir la flexibilidad del BL2 o acortar alguna distancia relevante, pero lo
hacen a costa de una peor permanencia espacial o de una desviacion mayor de la proteina; ahi entrarian
varios sistemas con 2-OH, en especial 1-naftilo-2-OH. Por otro lado, hay complejos que no
necesariamente son los mejores en cada métrica aislada, pero si muestran la mayor coherencia global
entre estabilidad del ligando, modulacién del BL2 y firma conformacional de Tyr268. En esa segunda
categoria, el compuesto que mas claramente sobresale es 2-naftilo-4-OH-3-OMe: no solo mantiene un
RMSD del ligando practicamente superpuesto al del control, sino que ademas rigidiza el BL2, reproduce
muy bien la distancia Tyr268-Pro299 y muestra una distribucion de x,/x, muy semejante a la de GRL-0617.
Bajo una lectura integrada, podria proponerse como el candidato mas equilibrado y mecanisticamente
mas convincente de la familia pirimido-benzimidazol.

6.4.3 Discusion de la Dinamica molecular del Top 2 de las mejores moléculas

derivadas de chalconas
La seleccion de los dos compuestos mejor posicionados de cada familia permite comparar, dentro de un
mismo marco dinamico, si los candidatos mejor rankeados convergen realmente hacia un
comportamiento semejante al delinhibidor de referencia o si, por el contrario, su buen puntaje de docking
responde Unicamente a una complementariedad inicial que no se sostiene a lo largo de la simulacién. En
este analisis no se incluyeron las dihidrobenzodiazepinas ni los dihidropirazoles. En el caso de los
dihidropirazoles, esta exclusiéon puede justificarse con mayor solidez, ya que las pirazolinas han sido
descritas como sistemas susceptibles a aromatizacion oxidativa hacia pirazoles aromaticos incluso en
presencia de atmodsfera ambiente, lo que hace razonable priorizar la forma aromatizada como especie
mas pertinente para el analisis estructural. Para las dihidrobenzodiazepinas, en cambio, se adoptd una
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decisiéon méas conservadora de priorizacidn analitica, favoreciendo las formas aromaticas o méas oxidadas,
al considerarlas potencialmente mas persistentes dentro del marco comparativo del presente estudio?.
Si se observa primero el RMSD de la proteina, el resultado mas general es que este descriptor discrimina
poco entre familias, ya que todos los complejos evaluados mantienen valores comparables o incluso
inferiores a los observados para GRL-0617, predominantemente entre 2y 3 A durante la mayor parte de la
trayectoria. Esto indica que, en términos globales, ninguna de las series induce una desorganizacion
estructuralamplia de PLpro. Sin embargo, precisamente por esa homogeneidad relativa, el RMSD proteico
debe interpretarse mas como un criterio de compatibilidad global que como un marcador directo de
inhibicion. Bajo esta lectura, las aminopirimidinas, benzodiazepinas, pirimidina-aminobenzimidazol,
pirazoles y chalconas comparten una estabilidad general aceptable del esqueleto proteico, por lo que la
diferencia real entre familias debe buscarse en descriptores mas finos, asociados a la permanencia del
ligandoy a la modulacion del BL2.

ELRMSD delligando siintroduce una separacion mucho mas clara entre familias. En las aminopirimidinas,
ninguno de los dos compuestos parece sostener una permanencia convincente durante toda la
simulacion. El derivado 2-naftilo-4-CF;-fenilo se mantiene relativamente bien solo durante los primeros
~400 ns y luego presenta un aumento abrupto, compatible con migracién fuera de la posicion inicial,
mientras que antraceno-4-CF,-fenilo muestra una variabilidad amplia desde etapas tempranas. Esto
sugiere que, aunque el acoplamiento inicial pudiera haber sido favorable, la retencion dindmica del
ligando no se consolida en esta familia. En las benzodiazepinas, en cambio, ambos complejos muestran
un perfil mucho mas robusto: el derivado pireno-2-OH-fenilo se mantiene practicamente superpuesto al
comportamiento de GRL-0617, con valores del RMSD del ligando cercanos a 4-5 A, mientras que
antraceno-4-CF,-fenilo también conserva una estabilidad local razonable. Aqui, a diferencia de las
aminopirimidinas, si se observa una permanencia espacial compatible con un modo de unién sostenido.
En las chalconas, el panorama es notoriamente distinto: 1-naftilo-4-CF;-fenilo sufre un desplazamiento
abrupto y termina estabilizandose alrededor de 304,y pireno-4-NO,-fenilo permanece la mayor parte del
tiempo en torno a 15-18 A. Este comportamiento sugiere que, bajo un esquema no covalente
convencional, la familia no logra conservar una pose estable comparable al inhibidor de referencia. En
pirimidina-aminobenzimidazol, el derivado 1-naftilo-4-CF;-fenilo permanece estable solo durante
aproximadamente 200 ns antes de desplazarse hasta~27-30 A, mientras que pireno-4-CF,-fenilo muestra
una trayectoria muy variable con reacomodos bruscos. Se trata, por tanto, de una familia con efecto
parcial, pero sin una permanencia tan limpia como las benzodiazepinas. En los pirazoles, el contraste
interno es fuerte: 1-naftilo-cinamilo se comporta de forma claramente desfavorable, con valores
superioresa40Ay gran variabilidad, mientras que pireno-3-OMe-4-OH-fenilo mantiene valores cercanos
a 8-10 A durante la trayectoria, lo que lo convierte en el mejor representante de esta familia, aunque
todavia mas dinamico que GRL-0617.
Ese mal desempefio de las chalconas en RMSD del ligando abre, de hecho, una lectura mecanistica
distinta. Como su motivo a,B-insaturado constituye un aceptor de Michael, seria razonable plantear que
su actividad potencial frente a una proteasa cisteina como PLpro podria no expresarse adecuadamente
en un esquema puramente no covalente, sino eventualmente mediante interaccidn covalente con
residuos nucleofilicos, particularmente cisteina. La literatura sobre chalconas describe justamente su
carbonilo a,B-insaturado como un grupo capaz de reaccionar con tioles de cisteina, y en el contexto de
proteasas cisteina de coronavirus se ha planteado que el scaffold chalcona podria aportar inhibicién
irreversible por interaccion tipo Michael. Por ello, el pobre desempeno dinamico observado aqui no
necesariamente invalida a la familia, pero si sugiere que el modelo usado probablemente no captura su
mecanismo mas plausible de accion.
Al pasar al RMSF, la comparacion ya no se centra en si el ligando permanece en el sitio, sino en si logra
reducir la movilidad del BL2. A partir de este analisis se observa un patron definido. En las
aminopirimidinas, el derivado 2-naftilo-4-CF,-fenilo mantiene un perfil practicamente similar al APO en la
region BL2, mientras que antraceno-4-CF,-fenilo solo produce una reduccion leve. Esto sugiere que, aun
cuando la proteina globalmente permanezca estable, la familia aminopirimidina no ejerce unarigidizacion
marcada del loop funcional. En las benzodiazepinas, en cambio, ambos derivados —antraceno-4-CF;-
feniloy pireno-2-OH-fenilo— muestran valores menores de RMSF en BL2 y cercanos a los del sistema con
GRL-0617. Esta coincidencia entre buena permanencia del ligando y reduccidn clara de la movilidad del
BL2 vuelve a la familia benzodiazepina particularmente convincente. En las chalconas, los dos
compuestos seleccionados mantienen perfiles muy parecidos al APO, con diferencias minimas en la
amplitud de las fluctuaciones; es decir, no se observa un efecto real de rigidizacién del BL2. En pirimidina-
225



aminobenzimidazol, el efecto es intermedio: 1-naftilo-4-CF,-fenilo muestra una reduccion parcial del
RMSF, mientras que pireno-4-CF,-fenilo presenta valores menores de RMSF y, por lo tanto, pareceria mas
prometedor desde esta métrica. Finalmente, en los pirazoles, 1-naftilo-cinamilo se comporta casi como
APO, mientras que pireno-3-OMe-4-OH-fenilo si reduce la movilidad del BL2 de manera apreciable. En
consecuencia, si se jerarquiza solo por capacidad de rigidizar el BL2, las benzodiazepinas destacan con
claridad, seguidas por el pirazol pireno-3-OMe-4-OH-fenilo y, de forma mas parcial, por pireno-4-CF,-
fenilo en la serie pirimidina-aminobenzimidazol.

Las distancias confirman esa separacion entre familias. La distancia catalitica Cys111-His272 se
mantiene relativamente constante en casi todos los sistemas, lo que indica que el nucleo catalitico no es
el descriptor mas util para discriminar el efecto de estos ligandos. Las diferencias relevantes emergen en
las distancias que involucran a Tyr268, es decir, aquellas asociadas al movimiento del BL2. Las diferencias
observadas son consistentes con una lectura diferenciada por familias. En las aminopirimidinas, las
trayectorias de Tyr268-Arg166 y Tyr268-Pro299 son mas erraticas y no se alinean de forma convincente
con GRL-0617; incluso el antraceno-4-CF;-fenilo podria favorecer un aumento de la distancia respecto
del sistema de referencia, lo que seria mas compatible con un efecto contrario al cierre del BL2 que con
una estabilizacion del estado inhibido. En las benzodiazepinas, en cambio, ambas distancias son
claramente mas favorables: los perfiles son similares a GRL-0617y, en el caso de antraceno-4-CF,-fenilo,
incluso hay una superposicidon casi completa o valores menores para una de estas distancias. Esa
observaciéon es importante, porque sugiere que esta familia no solo rigidiza BL2, sino que también lo
mantiene en una geometria espacial muy préxima a la del control. En las chalconas, por el contrario, no
se aprecia un efecto claro: las trayectorias permanecen mas proximas al APO y no sugieren un cierre
sostenido del loop. En pirimidina-aminobenzimidazol, si se advierte una modulacién parcial, aunque
menos limpia y menos consistente que en benzodiazepinas. En los pirazoles, el sistema pireno-3-OMe-4-
OH-fenilo parece ser el Unico que se aleja de la tendencia més erratica y podria inducir un efecto parcial
de aproximacién al patréon del control. Bajo esta métrica, nuevamente las benzodiazepinas serian la
familia mas fuerte, mientras que las chalconas quedarian claramente rezagadas.

El analisis de los diedros x, y X, de Tyr268 afiade un ultimo nivel de resolucién. Para el analisis Top 2, en
general, la conformacién dominante de x, se concentra alrededor de 180°, similar a los sistemas de
referencia, y que las diferencias mas relevantes aparecen en X,, donde algunas familias muestran
distribuciones mas amplias y poblaciones adicionales. En las aminopirimidinas, x, se mantiene cercano
al patron de referencia, pero x, revela una mayor flexibilidad rotacional, lo que sugiere que la orientacion
fina del anillo fendlico de Tyr268 no queda tan restringida como en GRL-0617. En las benzodiazepinas,
especialmente el derivado con pireno-2-OH-fenilo, reproducen de manera bastante convincente el patron
diedral del control, reforzando la idea de que esta familia si induce un estado conformacional similar al
del inhibidor de referencia. En las chalconas, en cambio, no se aprecia una reorganizacién diedral
particularmente coherente con un estado inhibido sostenido. Para pirimidina-aminobenzimidazol y
pirazol, la lectura es mas parcial: hay senales de efecto, pero con mayor dispersiény menor nitidez que en
benzodiazepinas. En este punto, es importante destacar que los diedros no contradicen la lectura de
RMSF y distancias, sino que la refinan. Cuando existe evidencia de rigidizacién del loop BL2, las
distribuciones diedrales tienden a acompafar esta tendencia; en cambio, en los sistemas con efectos
parciales, la firma angular se vuelve mas dispersa.

La integracion de los descriptores dindmicos permite establecer una jerarquia general entre las familias
evaluadas. Las aminopirimidinas muestran una estabilidad proteica global aceptable, pero fallan en
permanencia del ligando y no inducen una rigidizacién clara ni una reorganizacion espacial convincente
del BL2; por ello, su efecto global pareceria débil o incluso parcialmente contraproducente. Las
benzodiazepinas emergen como la familia méas sdlida, porque combinan permanencia espacial del
ligando, reduccion clara del RMSF en BL2, distancias muy préximas a GRL-0617 y una firma diedral
compatible con el control; dentro de esta familia, pireno-2-OH-fenilo parece el mas consistente en RMSD
delligando, mientras que antraceno-4-CF,-fenilo seria especialmente fuerte en las distancias del BL2. Las
chalconas muestran el peor comportamiento conjunto en el marco no covalente: sus ligandos migran, no
rigidizan BL2 y no reproducen el patrén espacial del control, por lo que, las chalconas podrian discutirse
mas apropiadamente como posibles estructuras reactivas con potencial covalente, mas que como
inhibidores no covalentes clasicos. La familia pirimidina-aminobenzimidazol presenta un
comportamiento intermedio: algunos indicios de rigidizacion y modulacion del BL2 estan presentes, pero
la permanencia del ligando sigue siendo insuficiente para colocarla al nivel de las benzodiazepinas.
Finalmente, los pirazoles muestran una dicotomia interna marcada: 1-naftilo-cinamilo tiene un
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comportamiento dinamico desfavorable, mientras que pireno-3-OMe-4-OH-fenilo conserva una sefal
parcial de inhibicidny seria el Unico representante de esa familia que destaca.

6.4.4 Discusion de la Dinamica molecular derivados de benzimidazoles

El comportamiento del RMSD de la proteina sugiere que varios complejos conservan una estabilidad
global aceptable a lo largo de la trayectoria, particularmente los sistemas con benzimidazol 1, 3y 6, los
cuales tienden a estabilizarse tras la etapa inicial de relajacion. Sin embargo, esta métrica, por si sola, no
permite discriminar con suficiente precision cuales de estos derivados inducen un estado funcionalmente
mas cercano al del inhibidor de referencia, ya que una proteina globalmente estable no implica
necesariamente una modulacién efectiva de las regiones estructuralmente relevantes para la inhibicion.
La diferencia entre los compuestos se vuelve mas evidente al considerar el RMSD del ligando. Bajo este
descriptor, benzimidazol 3 y benzimidazol 5 emergen como los casos mas favorables, ya que ambos
muestran una permanencia relativamente estable dentro de la regidon de unién tras los primeros
nanosegundos de simulacién, mientras que los demas derivados presentan desplazamientos mas
marcados o trayectorias menos consistentes. Este resultado sugiere que, dentro de la serie, solo una
fraccion de los compuestos logra sostener una interaccion espacial suficientemente persistente como
para justificar unainterpretacion mecanistica mas robusta. En ese sentido, benzimidazol 3y benzimidazol
5 no solo destacan por estabilidad local, sino porque constituyen los dos sistemas en los que la pose
inicial parece mantenerse de manera mas razonable durante la trayectoria.

El analisis del RMSF aporta un criterio adicional de diferenciacién y permite evaluar de forma mas
especifica el efecto de cada ligando sobre la movilidad del loop BL2. En este punto, benzimidazol 3
adquiere particular relevancia, ya que seria el derivado que muestra la reduccién mas marcada de la
fluctuacidén en esta region. Esto resulta importante porque sugiere que su efecto no se limita a permanecer
dentro del bolsillo, sino que ademas podria restringir con mayor eficacia la movilidad local del entorno
estructural asociado a Tyr268. Aunque en los resultados generales también se describe una disminucién
de la flexibilidad para benzimidazol 2, la lectura conjunta de los graficos indicaria que benzimidazol 3 es
el que logra el efecto mas claro y consistente sobre el BL2, lo que le confiere mayor peso interpretativo
dentro de la serie.

Las distancias interresiduo parecen reforzar esta interpretacion. Aunque el efecto sobre la distancia
catalitica no muestra una tendencia particularmente marcada, en benzimidazol 3 se observaria un
acortamiento mas evidente de las distancias asociadas al loop BL2, especialmente aquellas que
involucran Tyr268 con Pro299 y Arg166. Esto podria interpretarse como una aproximacién del loop hacia
una conformacion mas contenida o menos abierta, en concordancia con la reduccién del RMSF
observada para este mismo compuesto. Asi, benzimidazol 3 no solo tenderia a rigidizar localmente la
region, sino que ademads pareceria desplazarla hacia una geometria mas préxima a un estado
conformacional restringido. Desde esta perspectiva, su comportamiento seria mas convincente como
modulador estructural del BL2 que el de otros derivados de la misma serie.

El andlisis de los diedros de Tyr268 introduce, sin embargo, un matiz importante. Segun la lectura
comparativa de las distribuciones angulares, benzimidazol 5, y en menor medida benzimidazol 6,
mostrarian una mayor semejanza con el ligando de referencia en términos de la orientacidn
conformacional de Tyr268. Esto sugiere que, aunque benzimidazol 3 destaque por rigidizacion del BL2 y
por el comportamiento de las distancias, benzimidazol 5 podria ser el sistema que mejor reproduce la
firma angular caracteristica del estado inducido por GRL-0617. En otras palabras, benzimidazol 5 no
pareceria ser el modulador mas fuerte del loop, pero si podria constituir el derivado que maés se aproxima
al patron conformacional fino del inhibidor de referencia.

La serie benzimidazol apunta al benzimidazol 3 ,este destacaria por su capacidad de reducir la movilidad
del BL2 y por inducir un acortamiento mas claro de las distancias asociadas a esta region, lo que lo
posicionaria como el mejor modulador estructural del loop. Por otra, benzimidazol 5 sobresaldria por la
estabilidad delligando y por una firma diedral mas cercana a la delligando de referencia. Bajo esta lectura
integrada, ambos compuestos serian los mas relevantes de la serie, aunque representando
comportamientos distintos: benzimidazol 3 como el sistema con mayor impacto sobre la dinamica del
BL2 y benzimidazol 5 como el sistema con mayor estabilidad en el sitio alostérico.
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6.4.5 Discusion de la Dinamica molécula top 1 del virtual screening

Los analisis dinamicos sugieren que las benzamidas y las pirimidina aminobenzimidazol presentan el
comportamiento mas favorable entre las familias evaluadas. Ambas mantienen una estabilidad proteica
comparable al complejo de referencia, presentan menores alteraciones en la regién BL2 y conservan
distancias Tyr268-Arg166 y Tyr268-Pro299 mas cercanas al patrén observado para GRL-0617. Este
comportamiento es relevante, ya que el loop BL2 participa directamente en la conformacién del sitio
alostérico de PLproy su estabilizacién puede asociarse con una mejor permanencia del ligando en el
bolsillo de union.

El benzimidazol, en cambio, mostr6 un comportamiento intermedio. Aunque no produjo una
desestabilizacion global evidente de la proteina, el RMSD del ligando aumentd progresivamente y las
distancias asociadas a Tyr268 mostraron cambios hacia el final de la trayectoria. Por tanto, esta familia
puede considerarse parcialmente estable, pero menos robusta que benzamida y pirimidina
aminobenzimidazol.

Las familias benzotiofeno, pirimido-benzimidazol y aminopirimidina mostraron un comportamiento
menos favorable, principalmente por los valores elevados de RMSD del ligando y por transiciones
marcadas en las distancias asociadas al loop BL2. Esto sugiere una menor conservacioén de la pose inicial
y una mayor reorganizacion local del sitio de unién durante la simulacién.

La benzodiazepina mostré un comportamiento particular, caracterizado por distancias Tyr268-Arg166 y
Tyr268-Pro299 persistentemente elevadas, junto con una distribucion angular de Tyr268 distinta al patron
observado para GRL-0617. Este perfil sugiere que el complejo podria favorecer o estabilizar una
conformacién mas abierta del loop BL2. Sin embargo, esta interpretacién debe considerarse como una
hipdtesis conformacional, ya que los analisis realizados no permiten asignar directamente un efecto
funcional activador o inhibidor.

6.4.6 Integracion de moléculas favorables

Las moléculas resultantes de este analisis se muestran en la Figura 187 . Donde se destaca por una parte
la presencia de anillos aromaticos para cada una, esto abre la posibilidad de integrar nueva familia de
moléculas fuera de las conocidas benzamidas con un carbono quiral. Esto abriria la oportunidad a una
nueva familia molecular con propiedades antivirales.

MOLECULAS FINALES SELECCIONADAS

PIRIMIDO BENZIMIDAZOL BENZODIAZEPINAS

5 3 VLY,
Nl*/n OL N A~

BENZIMIDAZOLES DERIVADAS DEL VIRTUAL SCREENING (VS)
NH;

Figura 187 Moléculas finales para cada familia analizada y las obtenidas por el Virtual screening.
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6.5 Farmacocinética

6.5.1 Farmacocinética de derivados de chalconas

6.5.1.1Absorciéon y distribucién

En términos generales, los compuestos evaluados presentaron una prediccién favorable de absorcion
intestinal, lo que sugiere que la mayoria de las estructuras conservan una probabilidad adecuada de ser
absorbidas a nivel gastrointestinal. Sin embargo, al examinar descriptores mas especificos, como la
permeabilidad en Caco-2 y el comportamiento frente a P-gp, emergen diferencias relevantes entre
familias.

En particular, algunas familias mostraron una mayor tendencia a comportarse como inhibidores de P-gp,
lo que podria modificar su absorcidon y distribucion, aunque este efecto no necesariamente implica una
ventaja farmacocinética neta, ya que también podria aumentar el riesgo de interacciones. En este
contexto, las chalconas y varios derivados dihidroaromaticos presentaron valores mas altos de inhibicién
de P-gp, mientras que otras familias, como los pirimido-benzimidazoles y algunos pirazoles, mostraron
perfiles mas moderados.

Respecto a la barrera hematoencefalica, una parte importante de las moléculas presenté probabilidad de
penetracion, especialmente dentro de las familias benzodiazepina y pirimido-benzimidazol. Este
comportamiento puede interpretarse como una posible desventaja desde el punto de vista de seguridad,
ya que una mayor distribucién al sistema nervioso central podria favorecer efectos adversos no deseados.
Esta observacién resulta particularmente en las benzodiazepinas, que sugiere que estos compuestos
podrian distribuirse al sistema nervioso central, lo que tiene ldgica, ya que se sabe que estafamiliaes una
famosa familia molécula de farmacos contra diferentes alteraciones o patologias neuronales o
psiquiatricas. Aunque este comportamiento puede ser favorable en farmacos dirigidos a dianas
cerebrales, en el contexto de inhibidores de PLpro constituiria una desventaja potencial, al aumentar el
riesgo de efectos adversos centrales sin aportar necesariamente un beneficio terapéutico directo.

Los valores elevados de unién a proteinas plasmaticas y la baja fraccién libre observada de manera
general indican que, aunque varias moléculas presenten una absorcidon tedrica favorable, su
disponibilidad libre en plasma seria limitada. Asi, la absorcién inicial no deberia interpretarse de forma
aislada como un indicador suficiente para el desarrollo del potencial antiviral, ya que una alta unién
plasmatica puede restringir la fraccidon realmente disponible para interactuar con la diana biolégica.

6.5.1.2Metabolismo y excrecion

El analisis metabdlico sugiere que gran parte de las moléculas evaluadas presenta probabilidad de
interaccién con multiples isoformas del citocromo P450, tanto como inhibidores como sustratos. Esta
tendencia indica que, en varios casos, el metabolismo podria ser complejo y potencialmente susceptible
a interacciones farmacoldégicas.

Dentro de este panorama, CYP2D6 pareceria mantener una posicidon particular, ya que en varios
compuestos la probabilidad de inhibicion fue menor que la observada para otras isoformas, mientras que
la condicidon de sustrato se mantuvo relativamente alta. Esto podria sugerir que, al menos para una
fraccion de las moléculas, esta isoforma participe de manera relevante en su metabolismo. No obstante,
esta tendencia no es completamente uniforme entre familias, por lo que conviene interpretarla como una
posibilidad predominante mas que como una regla absoluta.

En relacién con la excrecidon, la mayoria de los compuestos mostré valores de clearance bajos a
moderados y vidas medias predichas relativamente cortas. Este patrdn indica que, aun cuando algunas
moléculas tengan un comportamiento estructural favorable frente a PLpro, su permanencia sistémica
podria ser limitada, lo que constituye una desventaja para desarrollo oral convencional. Desde un punto
de vista farmacolégico, este resultado sugiere que varios candidatos podrian requerir optimizacién
estructural adicional o estrategias de formulacién si se quisiera mejorar su persistencia en circulacion.
Por otra parte, desde una perspectiva clinica, esta limitacién podria mitigarse mediante vias de
administracién parenterales, como la infusién intravenosa.

229



6.5.1.3Toxicidad

El analisis toxicolégico muestra que ninguna de las familias evaluadas puede considerarse
completamente libre de alertas, ya que en practicamente todas se observaron probabilidades elevadas
para uno o mas endpoints de toxicidad, entendidos como categorias especificas de riesgo toxicoldgico
predicho, tales como genotoxicidad, neurotoxicidad, hepatotoxicidad o toxicidad respiratoria.

La genotoxicidad predicha relativamente alta en varias estructuras podria relacionarse con la abundancia
de sistemas aromaticos extendidos, los cuales favorecen interacciones m y podrian aumentar la
probabilidad de interacciones no deseadas con biomacromoléculas. Del mismo modo, la neurotoxicidad
cobra especial relevancia en aquellas familias que ademas muestran alta probabilidad de penetracién de
barrera hematoencefalica, como las benzodiazepinas, ya que ambos factores podrian potenciarse entre
si desde el punto de vista de seguridad.

La toxicidad se transforma en un criterio decisivo de priorizacién, ya que impide considerar como
candidatos equivalentes a compuestos que, aunque dinamicamente sean favorables, presentan un perfil
toxicolégico comparativamente mas problematico. Se tiene que considerar que el farmaco final no seria
un medicamente de uso prologando , sino al ser un antiviral seria de un uso temporal. Se tiene que
considerar las ventajas en comparacioén a los posibles efectos adversos.

6.5.1.4Solubilidad

La distribucién de los valores de logS mostrd que la solubilidad acuosa predicha constituye una limitacidn
transversal en la biblioteca evaluada, ya que la mayoria de los compuestos se ubicé por debajo del umbral
de referencia de -4, con una mediana global de -5.726. Este comportamiento sugiere que, en términos
generales, la coleccién analizada tiende a presentar un caracter marcadamente hidrofébico, coherente
con la presencia predominante de sistemas aromaticos extendidos, fragmentos fusionados y motivos
estructurales poco ionizables. En este contexto, aunque algunos compuestos alcanzaron valores menos
negativos, el panorama general indica que la solubilidad podria transformarse en un factor limitante
durante etapas posteriores de optimizacidon, particularmente si se busca avanzar hacia perfiles
farmacocinéticos mas equilibrados.

El analisis por familia quimica mostré que las series 3,4-dihidropirazol presentaron las medianas menos
negativas de logS, lo que podria relacionarse con una menor planaridad efectiva y con la interrupcion
parcial de la conjugacién respecto de otras familias mas aromaticas. En contraste, las familias pirimidina-
aminobenzimidazol y pirimido-benzimidazol exhibieron los valores méas desfavorables, probablemente
como consecuencia de una mayor rigidez estructural y de una superficie aromatica mas extensa. Aunque
estos sistemas incorporan heteroatomos, ello no necesariamente se traduce en una mayor solubilidad,
ya que el efecto favorable de la polaridad puede verse compensado por el aumento de hidrofobicidad
asociado al nucleo policiclico y a la elevada planitud molécula. En este sentido, los resultados sugieren
que la incorporacion de anillos fusionados y sistemas heteroaromaticos condensados mejora ciertas
caracteristicas estructurales de interés, pero al costo de deteriorar la solubilidad acuosa.

La comparacién segln el aldehido precursor también reveld tendencias consistentes. Los derivados de p-
aminobenzaldehido, salicilaldehido y vainillina mostraron valores menos negativos de logS, lo que puede
explicarse por la introduccidon de grupos funcionales capaces de aumentar la polaridad global de la
molécula, como amino, hidroxilo y metoxi. Estos sustituyentes favorecen interacciones con el medio
acuosoy, por tanto, tienden a mejorar la solubilidad relativa dentro de la serie. En cambio, los compuestos
derivados de p-(trifluorometil)benzaldehido, 4-isopropilbenzaldehido y p-nitrobenzaldehido presentaron
distribuciones desplazadas hacia valores mas negativos. En el caso del grupo trifluorometilo y del
sustituyente isopropilo, este resultado es coherente con un aumento del caracter lipofilico. Para el grupo
nitro, aunque aporta polaridad, su caracter no ionizable y su contribucidon a sistemas aromaticos
altamente conjugados no parece suficiente paracompensar la menor afinidad global por el medio acuoso.
Asi, el tipo de sustituyente introducido desde el aldehido emerge como un factor importante en la
modulacion de la solubilidad.

El efecto de la cetona precursora fue particularmente marcado. Los derivados de acetofenona mostraron
los valores menos negativos e incluso constituyeron el Unico grupo cuya mediana se ubico por encima de
-4, lo que sugiere que esqueletos aromaticos mas simples y menos extendidos favorecen un perfil de
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solubilidad relativamente mejor. A medida que aumenta el tamafio y la complejidad del sistema
aromatico, como ocurre en 1-acetilnaftaleno, 2-acetilnaftaleno, 9-acetilantraceno y especialmente 1-
acetilpireno, la solubilidad disminuye de forma progresiva. Esta tendencia es quimicamente razonable, ya
que elincremento de la superficie T conjugada suele asociarse con un aumento de la hidrofobicidad y con
una menor compatibilidad con el entorno acuoso. En particular, los derivados de 1-acetilpireno y 9-
acetilantraceno evidencian que la expansidon del nucleo policiclico aromatico ejerce un efecto claramente
desfavorable sobre logS.

Los resultados indican que la solubilidad acuosa predicha esta fuertemente gobernada por el balance
entre polaridad funcional y extensiéon del sistema aromatico. La introduccién de grupos polares en el
aldehido puede mejorar parcialmente este parametro, pero dicho efecto puede verse anulado cuando la
molécula incorpora nucleos altamente fusionados o fragmentos aromaticos extensos. Desde el punto de
vista del diseno racional, esto sugiere que futuras estrategias de optimizacion deberian considerar no solo
la afinidad por el blanco molecula, sino también modificaciones orientadas a reducir la hidrofobicidad
global o a introducir elementos que mejoren la solubilidad sin comprometer de manera importante la
actividad biolégica. En consecuencia, dentro de la biblioteca estudiada, los compuestos derivados de
esqueletos menos extendidos, como los provenientes de acetofenona, y aquellos que contienen
sustituyentes mas polares en el anillo aromatico, aparecen como puntos de partida mas favorables desde
la perspectiva de solubilidad.

6.5.1.5Integracion farmacocinética con dinamica molécula

Al integrar los resultados ADME/Toxicidad con los analisis de dindmica molécula, se observa que los
compuestos con mejor desempeno conformacional no son necesariamente los que presentan el perfil
farmacocinético y toxicolégico mas favorable. Esta discrepancia es particularmente evidente en la familia
benzodiazepina, cuyos representantes destacaron claramente en dinamica molecular por su estabilidad
del ligando, rigidizacién del loop BL2 y comportamiento similar al de GRL-0617, pero mostraron
desventajas importantes en distribucion y seguridad, especialmente por su mayor probabilidad de
penetracion al sistema nervioso central y sus alertas toxicoldgicas.

En contraste, dentro de la familia pirimido-benzimidazol, el derivado 2-naftilo-4-OH-3-OMe surge como
uno de los mejores compromisos entre comportamiento dinamico y perfil ADME/Tox relativo(Tabla 17).
Aungue no puede considerarse exento de limitaciones, mostrdé una combinacién mas equilibrada entre
estabilidad conformacional, permanencia del ligando, modulaciéon del BL2 y propiedades
farmacocinéticas mas aceptables que las observadas en las benzodiazepinas.

Tabla 17 Valores de farmacocinética del pirimido benzimidazol 2-naftilo-4-OH-3-Ome.

Bloque Pardmetro Valor Lectura
Fisicoquimico | logS -4.96 solubilidad baja
Absorcién Caco-2 -4.865 permeabilidad
favorable
Absorcién HIA 0.00003 favorable
Absorcién F20/ F30 0.894 /0.634 favorable / favorable
Absorcién P-gp inh / sub No / No sin sefial relevante de
P-gp
Distribucidn BBB 0.272 BBB-
Distribucion PPB (%) 98.11 alta union
Distribucion Fu (%) 1.41 baja fraccién libre
Distribucidn logVDss -0.032 distribucién moderada
Metabolismo CYP1A2 inh / sub Si/Si probable interaccion /
probable sustrato
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Metabolismo CYP2C19 inh / sub Si/ No probable interaccion /
sustrato poco probable

Metabolismo CYP2C9inh / sub Si/ No probable interaccion /
sustrato poco probable

Metabolismo CYP2D6 inh / sub No / No baja probabilidad /
sustrato poco probable

Metabolismo CYP3A4 inh / sub Si/ No probable interaccion /
sustrato poco probable

Excrecién CL-plasma 4.573 clearance baja-

moderada
Toxicidad hERG / hERG-10 0.609 / 0.786 alerta
UM
Toxicidad DILI 0.885 alerta
Toxicidad Ames 0.829 alerta

Por otra parte, algunos compuestos con desempeno dinamico mas parcial, como ciertos pirazoles,
podrian conservar interés como puntos de partida para optimizacién, precisamente porque su perfil de
seguridad relativa parece menos desfavorable que el de los compuestos dindmicamente mas potentes.
Esto refuerzalaidea de que la priorizacidn final no debe realizarse Unicamente en funcién de la estabilidad
del complejo proteina-ligando, sino a partir de una evaluacién integrada que considere simultaneamente
afinidad estructural, comportamiento dindmico, farmacocinética y toxicidad.

Estos resultados indican que los compuestos mas prometedores del estudio no son necesariamente
aquellos que maximizan una sola dimensidn, sino los que logran el mejor equilibrio entre eficacia
estructural y viabilidad farmacolégica. Bajo esta perspectiva, los derivados benzodiazepinicos pueden
considerarse los mejores hits mecanisticos, mientras que compuestos como 2-naftilo-4-OH-3-OMe
representarian candidatos mas razonables como leads para futuras etapas de optimizacion.

6.5.2 Farmacocinética de derivados de benzimidazoles

6.5.2.1Absorcion y distribucion

Desde el punto de vista de absorcion, la serie de benzimidazoles presenta un comportamiento
globalmente favorable. La homogeneidad fisicoquimica observada en la serie, junto con el cumplimiento
completo de las reglas de Lipinski y Veber, sugiere que estos compuestos conservan propiedades
compatibles con biodisponibilidad oral adecuada. En este sentido, no se trata de una serie penalizada por
peso molecula excesivo, polaridad elevada o flexibilidad estructural desmedida, sino de un conjunto
relativamente bien balanceado desde el punto de vista de drogabilidad.

Esta apreciacion se ve reforzada por los descriptores de absorcion predicha, donde los seis derivados
muestran valores compatibles con una absorcidn intestinal favorable y una permeabilidad epitelial
relativamente alta. En otras palabras, la serie no parece presentar una barrera importante en la etapa
inicial de ingreso al organismo. Sin embargo, este perfil debe interpretarse con cierto cuidado, ya que
todos los compuestos exhiben una alta probabilidad de comportarse como inhibidores de P-gp, mientras
que la probabilidad de actuar como sustratos es baja. Esto podria ser ventajoso en términos de evitar un
eflujo excesivo, pero también podria traducirse en un mayor riesgo de interacciones farmacoldgicas si
estas moléculas se evaluaran en combinacidn con otros compuestos dependientes de transportadores.
En distribucién, el panorama es menos uniforme y resulta mas discriminante. La serie se divide de manera
relativamente equilibrada entre compuestos con mayor y menor probabilidad de atravesar la barrera
hematoencefalica. Esto es importante, porque en el contexto de inhibidores de PLpro una alta penetracién
al sistema nervioso central no constituiria necesariamente una ventaja, y podria incluso convertirse en
una limitacién de seguridad. Bajo esta lectura, benzimidazol 3 y benzimidazol 4 serian relativamente mas
favorables que otros miembros de la serie, ya que presentan una menor probabilidad de distribucion
central.

Por otra parte, todos los derivados muestran una unidn a proteinas plasmaticas muy alta y una fraccion
libre muy baja. Esta combinacidon indica que, aunque la absorcién inicial pueda ser favorable, una porcién
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importante del compuesto permaneceria secuestrada por proteinas plasmaticas, reduciendo la fraccidn
realmente disponible para alcanzar la diana. Para la serie pareceria favorable en absorcién, pero menos
ventajosa en términos de disponibilidad libre sistémica. Dentro de este contexto, benzimidazol 3 vy
benzimidazol 4 mostrarian una leve ventaja relativa, al presentar una fraccion libre algo mayor y una unién
plasmatica ligeramente menor que el resto, aunque la diferencia no es suficientemente amplia como para
modificar por completo la interpretacion global.

6.5.2.2 Metabolismo y excrecion

El perfil metabdlico de la serie constituye uno de sus principales puntos de atencion. En general, los
benzimidazoles presentan una alta probabilidad de inhibicién frente a varias isoformas del citocromo
P450, particularmente CYP1A2, CYP2C19 y CYP2C8, y en varios casos también frente a CYP2C9. Esto
sugiere que la serie podria mostrar una tendencia relativamente marcada a interacciones metabdlicas, lo
que reduce su atractivo como candidatos directos sin optimizacién adicional. En contraste, la inhibicion
de CYP2D6 parece mucho menor en comparacién con otras isoformas, lo que abre la posibilidad de que
esta ruta conserve mayor participacion metabdlica relativa en algunos derivados, aunque no de forma
exclusiva.

Dentro de la serie, benzimidazol 2 pareceria ser el menos problematico respecto a CYP3A4, mientras que
benzimidazol 5y benzimidazol 6 mostrarian una inhibicion mucho mas marcada de esta isoforma. En ese
sentido, benzimidazol 3 vuelve a posicionarse como un caso interesante, ya que aunque conserva la
tendencia general de la serie a inhibir multiples isoformas, su perfil no parece tan desfavorable como el
de varios de sus analogos mas extremos.

En cuanto a excrecion, la serie vuelve a mostrar un comportamiento bastante homogéneo. El clearance
plasmatico predicho se mantiene en rangos bajos a moderados, mientras que la vida media predicha es
corta en todos los compuestos. Esto sugiere que, aun si la absorcidn inicial es favorable, la permanencia
sistémica podria ser limitada, lo que seria una desventaja para desarrollo oral convencional. No obstante,
las diferencias internas permiten nuevamente matizar la serie: benzimidazol 5 presenta el clearance mas
bajo, mientras que benzimidazol 3 se ubica entre los compuestos con vida media relativamente mas alta.
Asi, aunque ninguno de los derivados destaque claramente por un perfil ideal de excrecién, benzimidazol
3 pareceria mantener un compromiso algo mas favorable que otros miembros de la serie.

6.5.2.3 Toxicidad

La toxicidad constituye la principal limitacion de los benzimidazoles. Los resultados del analisis muestran
que la serie no puede considerarse limpia desde el punto de vista toxicoldgico, ya que multiples endpoints
presentan probabilidades elevadas de respuesta positiva. Entre los mas preocupantes destacan
genotoxicidad, toxicidad respiratoria, neurotoxicidad, nefrotoxicidad y hepatotoxicidad inducida por
farmacos. Este patron no corresponde a una alerta aislada, sino a una carga toxicolégica multiple y
relativamente consistente dentro de toda la serie.

A pesar de ello, la comparacion interna sugiere que no todos los compuestos son igualmente
desfavorables. Benzimidazol 3 pareceria ser el menos problematico del conjunto, ya que presenta valores
relativamente menores en varios endpoints criticos, incluyendo Ames, neurotoxicidad, hERG vy
nefrotoxicidad, aunque todavia mantiene probabilidades altas en DILI y genotoxicidad. En contraste,
benzimidazol 4 y benzimidazol 6 muestran perfiles mas comprometidos en varios de estos mismos
parametros, lo que los vuelve menos atractivos desde una perspectiva de priorizacion farmacoldgica.
Esta lectura resulta particularmente relevante al cruzarse con la dinamica molecular. En la discusion
previa, benzimidazol 3 ya habia emergido como uno de los compuestos mas interesantes por su
capacidad de modular el BL2 y mantener una permanencia razonable en la region de unidn, mientras que
benzimidazol 5 se habia destacado por su semejanza conformacional con el estado inducido por GRL-
0617. Al integrar ahora el perfil ADME/Tox, la balanza tenderia a inclinarse mas claramente hacia
benzimidazol 3, ya que conserva interés dinamico y ademas presenta el perfil farmacocinético y
toxicolégico relativamente menos desfavorable de la serie. Por ello, dentro de los benzimidazoles,
benzimidazol 3 podria proponerse como el mejor compromiso global entre comportamiento dinamico y
viabilidad farmacolégica, mientras que benzimidazol 5 conservaria valor principalmente como hit
mecanistico, pero con un perfil ADME/Toxicidad menos atractivo para priorizacién directa.
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6.5.2.4 Solubilidad

En la serie de benzimidazoles, los valores de logS se distribuyeron entre -4.694 y -4.181, ubicandose en
todos los casos por debajo del umbral de referencia de —4. Esto indica que, dentro de este subconjunto,
la solubilidad acuosa predicha es uniformemente baja, aunque con diferencias moderadas entre
compuestos. En términos comparativos, Benzimidazol 5 y Benzimidazol 3 presentaron los valores menos
negativos, mientras que Benzimidazol 2 y Benzimidazol 1 mostraron los valores mas desfavorables.

Este comportamiento sugiere que, aun cuando los benzimidazoles incorporan heteroatomos
nitrogenados capaces de aportar polaridad, ello no resulta suficiente para compensar el efecto
hidrofébico asociado a los fragmentos aromaticos presentes en la serie. Por tanto, en estos compuestos
la solubilidad probablemente constituye una limitacidon a considerar en etapas posteriores de
optimizacidn, especialmente si se busca mejorar su perfil farmacocinético sin comprometer la actividad
bioldgica.

6.5.3 Integracion de resultados de farmacodinamica predicha de benzimidazoles y
derivados de chalconas

La integracion de los resultados de dindmica molecular con el anélisis farmacocinético y toxicolégico
muestra que los compuestos con mejor desempefo estructural frente a PLpro no coinciden
necesariamente con aquellos que presentan el perfil ADME/Toxicidad mas favorable. Dentro de las
familias derivadas de chalconas y heterociclos, las benzodiazepinas emergieron como los sistemas mas
solidos desde el punto de vista dinamico, al reproducir de manera mas consistente el patrén
conformacional asociado al inhibidor de referencia; sin embargo, su perfil de distribucién y toxicidad las
vuelve menos atractivas como candidatos directos. En contraste, la familia pirimido-benzimidazol
presentd un equilibrio mas favorable entre comportamiento dinamico y desarrollabilidad, destacando
particularmente el derivado 2-naftilo-4-OH-3-OMe como uno de los compuestos mas consistentes al
integrar estabilidad del ligando, modulacion del BL2 y un perfil farmacocinético relativamente menos
desfavorable. A su vez, en la serie independiente de benzimidazoles, benzimidazol 3 se posicioné como el
mejor compromiso global, al combinar un efecto dinamico relevante con el perfil ADME/Tox
comparativamente mas aceptable dentro de su serie. En este sentido, los resultados no solo permiten
identificar hits mecanisticos, sino también diferenciar aquellos compuestos que podrian constituir puntos
de partida mas realistas para optimizacién futura, orientando el diseno posterior hacia estructuras que
conserven la capacidad de modulacion conformacional de PLpro, pero con menores restricciones
farmacocinéticas y toxicoldgicas.

6.5.4 Farmacocinética de moléculas top 1 del virtual screening

6.5.4.1Absorcion y distribucion

Aunque todas las moléculas seleccionadas mediante virtual screening fueron clasificadas como
favorables segun HIA, el analisis conjunto con P-gp y Caco-2 muestra que el comportamiento absortivo
no es equivalente entre compuestos. En este contexto, Benzimidazol, Benzodiazepina y Pirimidina
aminobenzimidazol presentaron los valores mas favorables de permeabilidad predicha en Caco-2,
ubicandose por sobre el umbral asociado a alta permeabilidad intestinal. En cambio, Aminopirimidina,
Pirimido benzimidazol, Benzamida y Benzotiofeno quedaron por debajo de dicho umbral, lo que sugiere
una permeacion intestinal mas limitada pese a la clasificacion favorable observada en HIA. Esto indica
que la senal global de absorcion intestinal debe interpretarse con cautela, ya que la permeabilidad
efectiva parece ser claramente dependiente de la familia quimica.
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La interaccién con P-glicoproteina refuerza esta diferenciacién. Benzimidazol, Benzotiofeno y Pirimidina
aminobenzimidazol mostraron altas probabilidades de comportarse como inhibidores de P-gp, pero bajas
probabilidades de ser sustratos, lo que sugiere que podrian no verse fuertemente penalizados por eflujo
directoy, al mismo tiempo, tener potencial para interferir con este transportador. Benzodiazepina presentd
un comportamiento mas complejo, ya que mostro alta probabilidad tanto de inhibicion como de sustrato,
lo que sugiere una interaccion dual con P-gp: por una parte podria ser reconocida y expulsada por el
transportadory, por otra, competir con él o modular su actividad. En términos practicos, esto vuelve mas
dificil anticipar su absorcion neta y su exposicion real. En contraste, Aminopirimidina mostré una
probabilidad practicamente nula de inhibicion, pero una probabilidad muy alta de comportarse como
sustrato, lo que sugiere que su absorcion efectiva podria verse particularmente afectada por mecanismos
de eflujo. Benzamida y Pirimido benzimidazol, en cambio, mostraron bajas probabilidades tanto de
inhibicion como de comportamiento como sustrato, lo que sugiere una interaccion menor con P-gp y un
perfilmas neutro desde este punto de vista.

Desde la perspectiva de la distribuciéon, la mayoria de las moléculas fue clasificada como BBB+,
incluyendo Aminopirimidina, Benzimidazol, Benzodiazepina, Pirimidina aminobenzimidazol y Pirimido
benzimidazol, mientras que Benzamida y Benzotiofeno fueron clasificadas como BBB-. Este resultado
sugiere que la mayor parte del conjunto presenta una propension a atravesar la barrera hematoencefalica,
lo que podria traducirse en exposicidn al sistema nervioso central. Esto podria suguerir mayor riesgo de
efectos secundarios centrales. En ese escenario, Benzamida y Benzotiofeno tendrian un perfil mas
conservador, al mostrar una menor probabilidad de penetracién cerebral.

La unién a proteinas plasmaticas (PPB) fue alta para la mayoria de los compuestos, especialmente en
Benzimidazol, Benzodiazepinay Pirimidina aminobenzimidazol, todos con valores cercanos al 98%, lo que
fue consistente con fracciones libres muy bajas. Benzotiofeno y Pirimido benzimidazol también mostraron
una unién plasmatica elevada, aunque menos extrema. Benzamida presentd una PPB claramente menor
y, en consecuencia, una fraccién libre (Fu) mas alta. Aminopirimidina constituyé un caso atipico dentro
del conjunto, ya que el modelo predijo una PPB practicamente nula y una Fu cercana al 100%; este
comportamiento sugiere una disponibilidad libre muy alta, aunque por tratarse de un valor extremo
conviene interpretarlo con cautela. En términos comparativos, Benzamida, Benzotiofeno y Pirimido
benzimidazol son los compuestos que presentan las fracciones libres més intermedias o amplias dentro
del conjunto, mientras que Benzimidazol, Benzodiazepina y Pirimidina aminobenzimidazol se
mantuvieron mas restringidos en su fraccion libre circulante.

Por otra parte, el VDss se mantuvo dentro de un rango globalmente adecuado para todas las moléculas,
lo queindica que ningun compuesto se desplazd hacia comportamientos extremos de distribucion tisular.
No obstante, se observaron diferencias relativas: Benzimidazol y Pirimidina aminobenzimidazol
presentaron los valores mas altos, seguidos de Benzotiofeno y Benzodiazepina, lo que sugiere una
distribucion tisular comparativamente mayor. En cambio, Aminopirimidina, Benzamida y Pirimido
benzimidazol mostraron valores mas bajos, aunque todavia dentro del rango considerado aceptable.

Estos resultados indican que los compuestos con el perfil mas consistente en absorcion y distribucién
fueron Benzimidazol y Pirimidina aminobenzimidazol, ya que combinaron buena permeabilidad en Caco-
2, alta probabilidad de inhibicion de P-gp pero baja tendencia a comportarse como sustratos, penetracion
BBB favorable y parametros de distribucién compatibles con una adecuada exposicion sistémica.
Benzodiazepina también mostré buena permeabilidad, aunque su interaccién dual con P-gp introduce
mayor incertidumbre. Por su parte la Aminopirimidinay Benzamida presentaron perfiles mas particulares:
la primera por su alta probabilidad de ser sustrato de P-gp y su comportamiento plasmatico atipico, y la
segunda por su baja permeabilidad y su menor penetracion BBB. Benzotiofeno y Pirimido benzimidazol
ocuparon posiciones intermedias, con ventajas en algunos parametros pero sin un desempeno tan
equilibrado como el observado para los compuestos mas favorables.

6.5.4.2 Metabolismo y excrecion

El analisis del metabolismo predicho mostré diferencias importantes entre las moléculas seleccionadas
mediante virtual screening, lo que confirma que no comparten un comportamiento metabdlico uniforme.
En este contexto, Aminopirimidina fue el compuesto con el perfil mas favorable, ya que no presentd
probabilidades altas ni de inhibicidn ni de comportamiento como sustrato frente a las isoformas de

235



CYP450 evaluadas. Esto sugiere una menor dependencia de estas rutas metabdlicas y, al mismo tiempo,
una menor probabilidad de interferir con ellas, lo que representa una ventaja farmacocinética relativa
dentro del conjunto.

En el extremo opuesto, Benzodiazepina presentd el perfil mas comprometido, con alta probabilidad de
inhibicion sobre CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP3A4, CYP2B6 y CYP2C8, y ademas alta probabilidad de
comportarse como sustrato de CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9y CYP2D6. Este patron sugiere unainteraccion
metabdlica amplia y poco favorable, ya que combina una fuerte dependencia de varias rutas oxidativas
con una elevada probabilidad de interferir con ellas, lo que podria traducirse en un mayor riesgo de
interacciones metabodlicas y en una farmacocinética menos predecible.

Benzimidazoly Pirimidina aminobenzimidazol mostraron un comportamiento similarmente desfavorable.
Benzimidazol presenté alta probabilidad de inhibicién sobre CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP3A4 y
CYP2C8, ademas de probabilidad alta de ser sustrato de CYP1A2, CYP2C9 y CYP2D6. Por su parte,
Pirimidina aminobenzimidazol mostrd inhibicidn probable de CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6,
CYP3A4y CYP2CS8, junto con comportamiento como sustrato de CYP1A2, CYP2C9, CYP2D6y CYP2B6. En
ambos casos, la combinaciéon de multiples isoformas inhibidas y varias rutas potenciales de
biotransformacién sugiere un perfil metabdlico complejo, con riesgo elevado de variabilidad en
depuracion e interacciones farmacoldgicas.

En una posicion intermedia se ubicaron Benzamida, Benzotiofeno y Pirimido Benzimidazol. Benzamida
mostré inhibicion probable de CYP2C9y CYP2C8, y comportamiento como sustrato de CYP2C19, CYP2C9
y CYP3A4. Benzotiofeno presento inhibicion de CYP2B6 y CYP2C8, ademas de probabilidad alta de ser
sustrato de CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 y CYP3A4. En cambio, Pirimido Benzimidazol fue mas acotado,
ya que solo mostré inhibicion relevante sobre CYP2C8 y comportamiento como sustrato de CYP1A2 y
CYP2C19. Por lo tanto, aunque estos tres compuestos no presentan un perfil tan problematico como
Benzodiazepina, Benzimidazol o Pirimidina aminobenzimidazol, si mantienen una dependencia
metabdlica apreciable de isoformas especificas.

Desde el punto de vista de la excrecidn, el comportamiento fue mas homogéneo. Todas las moléculas
presentaron clearance plasmatico bajo, con valores inferiores al umbral de referencia de 5 mL/min/kg.
Dentro de este rango, Benzamida presento el valor mas bajo, seguida de Pirimidina aminobenzimidazoly
Aminopirimidina, mientras que Benzodiazepina, Benzotiofeno, Benzimidazol y Pirimido Benzimidazol
mostraron valores algo mayores, aunque todavia dentro de un intervalo bajo. Esto indica que, en términos
de clearance, ninguna molécula se asocia a una eliminacién particularmente rapida.

Sin embargo, la vida media si permitio distinguir mejor a los compuestos. Aminopirimidina destacd
claramente al presentar la vida media mas prolongada del conjunto (2.07 h), mientras que el resto de las
moléculas se concentrd en valores considerablemente mas bajos, entre aproximadamente 0.44y 0.77 h.
Los valores mas breves correspondieron a Benzotiofeno, Benzodiazepina y Benzimidazol, mientras que
Benzamida, Pirimido Benzimidazol y Pirimidina aminobenzimidazol mostraron valores intermedios,
aunque todavia cortos. Esto sugiere que, aunque el clearance plasmatico es bajo en todo el conjunto, la
permanencia sistémica efectiva sigue siendo reducida para la mayoria de las moléculas.

Los resultados indican que Aminopirimidina presenta el perfil mas favorable en el eje metabolismo-
excrecioén, al combinar una baja interaccién predicha con CYP450 con la vida media mas prolongada del
conjunto. Por otra parte la Benzodiazepina, Benzimidazol y Pirimidina aminobenzimidazol son las
moléculas mas comprometidas desde el punto de vista metabdlico, debido a su alta probabilidad
simultanea de inhibicidn y comportamiento como sustrato frente a multiples isoformas. Benzamida,
Benzotiofeno y Pirimido Benzimidazol ocupan una posicién intermedia, con perfiles menos extremos pero
todavia dependientes de rutas metabdlicas especificas. Aunque la vida media corta observada en la
mayoria del conjunto no excluye necesariamente su interés como candidatos, si sugiere que, en etapas
posteriores de desarrollo, podrian requerirse ajustes en el esquema de administracién o en la estrategia
de formulacidon para sostener exposiciones adecuadas.

6.5.4.3 Toxicidad
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El perfil toxicolégico predicho mostré una diferenciacién marcada entre las moléculas seleccionadas
mediante virtual screening, lo que indica que la carga de riesgo no se distribuye de manera uniforme entre
las distintas familias quimicas. En términos generales, los endpoints que concentraron las sehales mas
consistentes y recurrentes en el conjunto fueron genotoxicidad, DILI y hepatotoxicidad humana, ya que
todos o casi todos los compuestos presentaron probabilidades elevadas en estas categorias. En
contraste, los endpoints asociados a corrosidn e irritacién oculares mostraron valores muy bajos en todas
las moléculas, lo que sugiere un comportamiento comparativamente favorable en esta dimensién.

Dentro del conjunto, Benzodiazepina fue el compuesto con el perfil toxicolégico mas comprometido.
Presentd la mayor carga toxicoldgica global, con 16 endpoints por sobre el umbral de 0.5, y mostré
probabilidades altas en una amplia gama de parametros, incluyendo hERG, hERG a 10 pM, DILI, Ames,
FDAMDD, carcinogenicidad, toxicidad respiratoria, hepatotoxicidad humana, neurotoxicidad,
ototoxicidad, hematotoxicidad, nefrotoxicidad, genotoxicidad, asi como citotoxicidad en A549 y HEK293.
Este patron sugiere que Benzodiazepina es el compuesto de menor atractivo toxicoldgico dentro del
conjunto, no por un unico endpoint dominante, sino por la acumulacion simultanea de multiples senales
adversas.

Benzimidazoltambién presenté un perfil claramente desfavorable, con 14 endpoints por sobre 0.5. Mostré
probabilidades altas de hERG, hERG a 10 uM, DILI, Ames, FDAMDD, carcinogenicidad, hepatotoxicidad
humana, neurotoxicidad, ototoxicidad, nefrotoxicidad, genotoxicidad, y ademas una sefial marcada de
citotoxicidad en A549 y HEK293. En conjunto, su perfil sugiere una toxicidad potencial amplia,
especialmente en dimensiones genotoxicas, hepaticas y citotdxicas.

Un patron también comprometido se observé para Benzotiofeno, que presenté 12 endpoints positivos. En
este caso destacaron hERG, DILI, toxicidad oral aguda (ROA), FDAMDD, toxicidad respiratoria,
hepatotoxicidad humana, neurotoxicidad, ototoxicidad, hematotoxicidad, nefrotoxicidad, genotoxicidad y
citotoxicidad en HEK293. A diferencia de Benzimidazol y Benzodiazepina, Benzotiofeno no mostré una
sefal importante en Ames ni en carcinogenicidad, pero si mantuvo una combinacién de alertas que lo
sitian entre los compuestos mas problematicos del grupo.

La Pirimidina aminobenzimidazol presentd una carga toxicoldgica intermedia-alta, con 11 endpoints por
sobre el umbral. Mostré probabilidades elevadas en hERG, hERG a 10 uM, DILI, Ames, FDAMDD,
carcinogenicidad, toxicidad respiratoria, hepatotoxicidad humana, neurotoxicidad, genotoxicidad y
citotoxicidad en HEK293. Aunque no alcanzé la amplitud de senales observada en Benzodiazepina o
Benzimidazol, si conserva una combinacion relevante de alertas, especialmente en el eje hepatico-
genotoxico.

La Aminopirimidina y Pirimido Benzimidazol mostraron una carga toxicolégica similar, con 10 endpoints
positivos cada uno, aunque con perfiles cualitativamente distintos. Aminopirimidina destacd por
probabilidades altas de DILI, Ames, sensibilizacién cutanea, carcinogenicidad, hepatotoxicidad humana,
ototoxicidad, hematotoxicidad y genotoxicidad, pero mostré valores bajos en hERG, toxicidad respiratoria,
nefrotoxicidad y citotoxicidad celular. Esto sugiere que, aunque no sea uno de los compuestos con mayor
burden global, si presenta alertas especificas importantes, particularmente en genotoxicidad y toxicidad
hepatica. La Pirimido Benzimidazol mostré un patron mas dirigido hacia DILI, Ames, hepatotoxicidad
humana, neurotoxicidad, ototoxicidad, hematotoxicidad, nefrotoxicidad, genotoxicidad y HEK293,
ademas de una sefal positiva en hERG. Por tanto, aunque su carga global es similar a la de
Aminopirimidina, su perfil esta mas desplazado hacia toxicidad neurolégica, renal y cardiaca.

El caso mas favorable fue la Benzamida, que presenté solo 4 endpoints con probabilidad superior a 0.5:
DILI, FDAMDD, hepatotoxicidad humanay genotoxicidad. Elresto de los pardmetros se mantuvo en niveles
bajos o moderados, sin sefales relevantes en hERG, Ames, carcinogenicidad, toxicidad respiratoria,
nefrotoxicidad ni en citotoxicidad celular. Esto posiciona a la Benzamida como el compuesto con el perfil
toxicolégico mas limpio del conjunto, aunque las senales persistentes de DILI, hepatotoxicidad humana
y genotoxicidad indican que tampoco puede considerarse exento de alertas.

Estos resultados indicarian que la Benzamida presenta el perfil toxicolégico mas favorable dentro del
grupo, seguida a distancia por la Aminopirimidina y Pirimido Benzimidazol, aunque ambos conservan
advertencias importantes en endpoints especificos. En contraste, Benzodiazepina, Benzimidazol y
Benzotiofeno emergen como los compuestos mas comprometidos, debido a la acumulacion de sefales
altas en multiples dimensiones de toxicidad. Pirimidina aminobenzimidazol ocupa una posicion
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intermedia, con una carga relevante pero menos extrema. Por lo tanto, desde la perspectiva toxicolégica,
la priorizacion de candidatos no deberia basarse solo en el numero total de endpoints positivos, sino
también en la naturaleza de los riesgos asociados, particularmente aquellos vinculados a genotoxicidad,
hepatotoxicidad y cardiotoxicidad.

6.5.4.4 Solubilidad

La solubilidad predicha constituyd uno de los parametros mas discriminantes entre las moléculas
seleccionadas mediante virtual screening, evidenciando diferencias marcadas entre familias quimicas.
Los valores de logS se distribuyeron entre -12.44y -1.88, con una mediana de —-4.44, lo que indica que el
conjunto no presenta un comportamiento homogéneo desde el punto de vista fisicoquimico.
Considerando el umbral empirico de logS = -4.0, solo Aminopirimidina, Benzamida y Pirimido
Benzimidazol se ubicaron por sobre ese valor, mientras que Benzotiofeno, Benzodiazepina, Pirimidina
Aminobenzimidazol y Benzimidazol quedaron por debajo, sugiriendo limitaciones crecientes de
solubilidad.

Dentro del conjunto, Aminopirimidina presenté el perfil mas favorable, con un logS de -1.88, claramente
superior al resto de las moléculas. Este resultado sugiere una solubilidad acuosa comparativamente alta
y la posiciona como el compuesto mas ventajoso desde esta propiedad. También Benzamida (-3.20) y
Pirimido Benzimidazol (-3.23) mostraron valores compatibles con una solubilidad relativamente
aceptable, ambos por encima del umbral de referencia. Aunque estos dos compuestos no alcanzan el
comportamiento de Aminopirimidina, si se distinguen del resto por presentar un perfil mas equilibrado y
potencialmente menos limitante para el desarrollo.

En una posicién intermedia se ubicé Benzotiofeno, con un logS de -4.44. Aunque este valor se encuentra
por debajo del umbral considerado favorable, su cercania al punto de corte sugiere una situacién menos
desfavorable que la observada para otros compuestos del conjunto. Por lo tanto, Benzotiofeno podria
interpretarse como una molécula con solubilidad moderadamente limitada, pero no tan comprometida
como aquellas con valores claramente mas bajos.

Los perfiles menos favorables correspondieron a Benzodiazepina, Pirimidina Aminobenzimidazol y
Benzimidazol. Benzodiazepina presentd un logS de -7.48, lo que ya sugiere una solubilidad
marcadamente reducida. Sin embargo, los casos mas criticos fueron Pirimidina Aminobenzimidazol
(-10.59) y, sobre todo, Benzimidazol (-12.44), que mostraron los valores mas bajos de todo el conjunto.
Estos resultados indican que, aun cuando algunos de estos compuestos puedan presentar ventajas en
otros parametros ADMET o en el estudio de afinidad, su desarrollo podria verse fuertemente condicionado
por una solubilidad acuosa muy deficiente.

La solubilidad permite establecer una diferenciacidon clara dentro del grupo. Aminopirimidina emerge
como elcompuesto mas favorable desde esta propiedad, seguida por Benzamiday Pirimido Benzimidazol,
que también mantienen valores aceptables. En contraste, Benzimidazol y Pirimidina Aminobenzimidazol
representan los casos mas problematicos, mientras que Benzodiazepina también muestra una limitacién
importante. Por ello, la solubilidad aparece como un criterio de priorizacion particularmente relevante
dentro del conjunto VS, ya que puede transformarse en una restricciéon practica importante incluso en
moléculas con desempefio favorable en otras dimensiones.

6.5.4.5 Integracion de moléculas top 1 del virtual screening

Las moléculas seleccionadas mediante virtual screening mostraron un perfil ADMET claramente
heterogéneo, lo que confirma que no pueden discutirse como un grupo uniforme. Desde el punto de vista
de la absorcién, todas presentaron una prediccién favorable segun HIA, pero este resultado se matiza al
considerar Caco-2 y P-gp. Benzimidazol, Benzodiazepina y Pirimidina aminobenzimidazol fueron las que
mostraron mejor permeabilidad predicha en Caco-2, mientras que Aminopirimidina, Benzamida,
Benzotiofeno y Pirimido Benzimidazol quedaron por debajo del umbral de alta permeabilidad. Ademas, la
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interaccién con P-gp introdujo una segunda fuente de diferenciaciéon: Benzimidazol, Benzotiofeno y
Pirimidina aminobenzimidazol se asociaron principalmente a un perfil de inhibicién, Aminopirimidina
destacé como sustrato claro, y Benzodiazepina presentd simultdneamente alta probabilidad de inhibicion
y de sustrato, lo que sugiere un comportamiento absortivo menos predecible. Por lo tanto, aunque la
absorcion basal del conjunto parece favorable, su comportamiento real probablemente dependera de
manera importante de la familia quimica y del peso relativo de la permeabilidad y el eflujo.

Las propiedades de distribucion también permitieron diferenciar a los compuestos. La mayoria fue
clasificada como BBB+, excepto Benzamida y Benzotiofeno, mientras que la uniéon a proteinas
plasmaticas fue alta para casi todo el conjunto, especialmente en Benzimidazol, Benzodiazepina y
Pirimidina aminobenzimidazol. En cambio, Benzamida, Benzotiofeno y Pirimido Benzimidazol mostraron
fracciones libres mas intermedias, mientras que Aminopirimidina se apart6 del resto por una prediccion
extrema de PPB muy baja y Fu muy alta, que debe interpretarse con cautela. El VDss se mantuvo dentro
de un rango globalmente adecuado para todas las moléculas, aunque Benzimidazol y Pirimidina
aminobenzimidazol presentaron los valores mas altos, lo que sugiere una distribucion tisular
comparativamente mayor. En conjunto, absorcidny distribuciéon favorecen especialmente a Benzimidazol
y Pirimidina aminobenzimidazol en términos de permeabilidad y particién sistémica, mientras que
Benzamiday Pirimido Benzimidazol muestran perfiles mas conservadores, y Aminopirimidina conserva un
comportamiento particular por su condicidén de sustrato de P-gp y por sus parametros plasmaticos
atipicos.

El metabolismo fue uno de los dominios mas discriminantes. Aminopirimidina present6 el perfil mas
limpio, ya que no mostro probabilidades altas ni de inhibicién ni de comportamiento como sustrato frente
a lasisoformas evaluadas, lo que sugiere menor dependencia del sistema CYP450. En el extremo opuesto,
Benzodiazepina fue la molécula metabdélicamente mas comprometida, al combinar alta probabilidad de
inhibicidon sobre multiples isoformas con alta probabilidad de comportarse como sustrato de varias de
ellas; este patron sugiere una interaccién metabdlica amplia, compleja y menos deseable. Benzimidazol
y Pirimidina aminobenzimidazol mostraron un comportamiento similar, también con una superposicion
importante entre rutas inhibidas y rutas de biotransformacion probables, lo que dificulta anticipar una via
metabodlica dominante simple. En cambio, algunos compuestos si permiten inferir rutas mas definidas:
Benzotiofeno mostré probabilidad de comportarse como sustrato de CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 y
CYP3A4 sin una senal paralela importante de inhibicion sobre esas mismas isoformas, por lo que su
biotransformacion podria depender preferentemente de esas vias; Pirimido Benzimidazol mostré un
patron relativamente acotado como sustrato de CYP1A2 y CYP2C19; y Benzamida sugiere una
dependencia principal de CYP2C19 y CYP3A4, con una participacion adicional de CYP2C9, aunque en
esta ultima isoforma también aparece sefial de inhibicion. Asi, el analisis metabdlico permite distinguir
compuestos con rutas mas previsibles de otros con mayor riesgo de complejidad farmacocinética e
interacciones.

La excrecién fue comparativamente méas homogénea. Todas las moléculas presentaron clearance
plasmatico bajo, y la principal diferencia se observé en la vida media, donde Aminopirimidina destacé al
conservar el valor mas alto del conjunto, mientras que el resto mostré vidas medias cortas. Esto sugiere
que, aunque ninguna molécula se asocia a una depuracién particularmente rapida, la permanencia
sistémica efectiva podria ser limitada en la mayoria de los casos. Desde una perspectiva de desarrollo,
este comportamiento no invalida necesariamente a los compuestos, pero si indica que podria requerirse
optimizacion posterior del esquema de administracién o de la formulacidén para sostener exposiciones
adecuadas.

La toxicidad y la solubilidad terminan de refinar la priorizacién. En toxicidad, Benzamida emergié como el
compuesto con el perfil mas limpio, mientras que Benzodiazepina, Benzimidazol y Benzotiofeno
concentraron la mayor carga toxicoldgica. De manera consistente, los endpoints mas preocupantes del
conjunto fueron genotoxicidad, DILI y hepatotoxicidad humana, mientras que los parametros de toxicidad
ocular fueron comparativamente favorables. En solubilidad, Aminopirimidina mostré el mejor
comportamiento con amplia diferencia, seguida por Benzamida y Pirimido Benzimidazol, mientras que
Benzimidazol y Pirimidina aminobenzimidazol presentaron los valores mas desfavorables, y
Benzodiazepina también mostré una limitacién importante. Integrando todas las dimensiones,
Benzamida y Pirimido Benzimidazol aparecen como los compuestos mas equilibrados desde el punto de
vista de desarrollabilidad global, aunque con limitaciones de permeabilidad que no deben ignorarse.
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Aminopirimidina destaca por su solubilidad y por su perfil metabélico mas limpio, pero su
comportamiento como sustrato de P-gp, su patrén plasmatico atipico y varias alertas toxicolégicas
obligan a interpretarla con cautela. Por su parte el Benzimidazol y Pirimidina aminobenzimidazol
presentan ventajas en absorcién y distribucidn, pero quedan penalizados por un perfil metabdlico mas
complejo, mayor carga toxicoldgica y, en algunos casos, solubilidad desfavorable. Por ello, el principal
valor del andlisis integrado no radica en validar uniformemente al conjunto, sino en discriminar cuales
compuestos mantienen un balance mas razonable entre propiedades favorables y limitaciones criticas.

6.6 Retrosintesis

6.6.1 Derivados de chalconas

Las familias de los diferentes heterociclos pueden racionalizarse retrosintéticamente a partir de sus
chalconas precursoras correspondientes, tal como se muestra en los esquemas de retrosintesis. Esta
desconexion resulta especialmente util porque conduce a un nucleo sintético comun, desde el cual es
posible acceder a varias familias heterociclicas mediante transformaciones posteriores relativamente
directas. En este sentido, la chalcona no solo actia como un intermedio estructural clave, sino también
como una plataforma convergente que permite variar de manera independiente el fragmento derivado del
aldehido, el proveniente de la cetonay, posteriormente, el nucledéfilo empleado en la ciclacion™.

La obtencién de estas chalconas puede plantearse mediante diferentes metodologias descritas en la
literatura; sin embargo, una de las mas comunes y versatiles corresponde a la condensacidén de Claisen-
Schmidt entre aldehidos aromaticos y acetiles aromaticos, generalmente en medio basico. Esta
transformacién ha sido ampliamente utilizada debido a la accesibilidad de los precursores, la simplicidad
operacional y la posibilidad de generar bibliotecas de chalconas con distintos patrones de sustitucion.
Ademas, también se han descrito variantes asistidas por microondas y otras metodologias mas modernas
orientadas a reducir tiempos de reacciéon y mejorar rendimientos’?.

Una vez obtenidas las chalconas, las distintas familias heterociclicas pueden derivarse mediante
ciclocondensaciones con nucledéfilos o binucledfilos apropiados. Asi, segun la familia considerada,
pueden emplearse hidrazinas, guanidinas, diaminas aromaticas u otros socios nucleofilicos para
transformar el sistema a,B-insaturado en el heterociclo final. Estas transformaciones también han sido
descritas bajo multiples condiciones, incluyendo medios basicos, medios acidos suaves, calentamiento
convencionaly activacién por microondas, dependiendo de lareactividad del nucleéfiloy deltipo de anillo
que se desea formar. En consecuencia, la estrategia sintética global puede considerarse modular,
convergente y relativamente corta, ya que permite acceder a multiples familias estructurales a partir de
una misma légica de construccion molecula.

Las rutas propuestas convergen en una légica mecanistica comun: la formacion inicial de una chalcona
como intermediario clave, seguida de transformaciones de adiciéon nucleofilicay ciclacién que conducen
a los distintos heterociclos obtenidos. Esta estrategia permite racionalizar de manera unificada familias
estructuralmente diversas, ya que los derivados de una misma serie comparten secuencias mecanisticas
analogas y difieren principalmente en la identidad de sus sustituyentes. En consecuencia, para evitar
repeticiones innecesarias, esta tesis se limita a discutir los principios mecanisticos generales (Anexo VI),
mientras que los mecanismos completos y representativos de cada transformacion se presentan en el.
Las chalconas corresponden a sistemas q,B-insaturados del tipo 1,3-diaril-2-propen-1-ona, y justamente
esa combinacion entre carbonilo conjugado y doble enlace explica su valor como plataforma sintéticay
como precursor versatil de multiples heterociclos.

En particular, la generacion de la chalcona procede mediante la formacién del enolato del compuesto
carbonilico, su adicién al aldehido y la obtencidn posterior del correspondiente B-hidroxicarbonilo.
Aunque esta conversién suele resumirse de manera global como una “deshidratacién”, la evidencia
experimental disponible apoya que, en medio basico, dicha etapa se describe mejor mediante una via
E1cB que como una E2 concertada. En este escenario, la base abstrae primero el protén en a para generar
un intermedio anidnico estabilizado por resonancia, y posteriormente ocurre la eliminacion de hidroxido
con formacion del doble enlace conjugado. Esta formulacion resulta mecanisticamente mas razonable,
ya que el grupo hidroxilo constituye un mal grupo saliente bajo condiciones basicas, mientras que la
formacién previa del enolato y la estabilizacion del producto q,B-insaturado favorecen una eliminacién
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escalonada. De hecho, Perrin y Chang'' concluyeron que, en la condensacion alddélica base-catalizada
que conduce a chalconas, la etapa determinante corresponde a la pérdida final de hidréxido y formacién
del enlace C=C; posteriormente, Perrin y Kim observaron también en agua resultados compatibles con
gue la etapa lenta es la eliminacién final desde el intermedio enolato. Por ello, este proceso se representa
en el Anexo VI como una eliminacién de tipo E1cB.

De manera complementaria, también podria proponerse una ruta alternativa en ciertos casos mediante
la conversidon del sistema enona en un cetoalquino (ynona), ya que las ynonas son intermedios
sintéticamente valiosos y reconocidos como plataformas reactivas en sintesis heterociclica. Desde un
punto de vista estratégico, este acceso alternativo podria concebirse a partir de una funcionalizacidn
adicional de la chalcona, seguida de una eliminacion adecuada para generar el sistema acetilénico
conjugado. Aunque esta posibilidad se presenta aqui como una alternativa mecanistica y sintética
plausible mas que como la ruta principal del trabajo, su consideracion resulta util porque amplia el marco
de transformacioén disponible a partir del mismo precursor comun. Las ynonas, de hecho, sonreconocidas
como bloques de construccion relevantes en sintesis orgadnica avanzada'®.

Partiendo de una plataforma comun(chalconas) , las transformaciones posteriores pueden entenderse
como ciclocondensaciones sobre el sistema q,B-insaturado de la chalcona. En términos generales, el
caracter biselectrofilico de este motivo permite la adicién de nucledéfilos o binucledéfilos sobre el carbonilo
conjugado y/o sobre el carbono B, seguida por cierre intramolecular de anillo y, en aquellas familias en
que corresponde, por etapas adicionales de deshidratacion, tautomerizacién y/o aromatizacion que
conducen al heterociclo final. Por esta razén, aunque cada serie presenta particularidades estructurales,
todas responden a una légica global de adicién nucleofilica/ciclacion a partir de la chalcona. Los detalles
mecanisticos especificos de estas ciclocondensaciones, asi como los esquemas generales
representativos para cada familia, se incluyen en el Anexo VI, dado que los distintos derivados siguen
secuencias analogas y difieren principalmente en la naturaleza de sus sustituyentes y en la identidad del
nucledfilo empleado. La versatilidad de las chalconas como precursores de pirroles, benzodiazepinas y
pirimidinas estd ampliamente documentada’.

Un criterio adicional para racionalizar estas ciclaciones corresponde a las reglas de Baldwin'®,
empleadas aqui solo como una guia sencilla de conveniencia estereo-electrénica para el paso de cierre
de anillo. En términos generales, los cierres exo-trig suelen ser los mas favorables. Bajo este marco, la
ciclacién de las hidrazinas sobre la chalcona puede describirse como un cierre 5-exo-trig, por lo que
resulta favorable; la ciclacién con guanidina hacia nucleos pirimidinicos puede interpretarse como un
cierre 6-exo-trig, igualmente favorable; la reaccion con o-fenilendiamina hacia benzodiazepinas
corresponde a un cierre 7-exo-trig, viable aunque menos directo que los de cinco y seis miembros; y la
ciclacidon con 2-aminobenzimidazol hacia sistemas pirimido[1,2-a]lbenzimidazoélicos puede entenderse
como un cierre 6-exo-trig, también favorable. En todos estos casos, la clasificacion segun Baldwin no
reemplaza el mecanismo detallado, pero si permite justificar de forma simple que el paso de ciclacion
intramolecular es geométricamente razonable. Esta lectura es consistente con la amplia precedencia
sintética de pirazolinas a partir de chalconas e hidrazinas, de pirimidinas a partir de chalconasy guanidina,
de benzodiazepinas a partir de chalconas y o-fenilendiamina, y de pirimido[1,2-a]benzimidazoles a partir
de chalconasy 2-aminobenzimidazol(Tabla 18).

Tabla 18 Resumen de diferentes heterociclos y su evaluacion

Nucledfilo Heterociclo Tipo de cierre Evaluacién
esperado

Hidrazina Pirazol 5 exo-trig Favorable

Guanidina Aminopirimidina 6- exo-trig Favorable

o-Fenilendiamina Benzodiazepina 7-exo-trig Favorable

2- Pirimido[1,2- 6- exo-trig Favorable

Aminobenzimidazo | a]benzimidazol
L

Guanidino- Pirimidina No aplica, cierre | Caso aparte;
benzimidazol aminobenzimidazo | catalizado de Zn(L- | probable
L prolina), formacion de
producto via Zn(L-
prolina),
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Distinto es el caso del guanidino-benzimidazol. Aqui el problema principal no es que el cierre sea favorable
por la regla de Baldwin, sino que en medio béasico probablemente no conduciria de manera selectiva a la
pirimidina-aminobenzimidazol deseado, ya que la presencia de varios centros nitrogenados con distinta
basicidad y nucleofilia puede desviar el ataque hacia rutas alternativas y generar productos distintos a los
contemplados en este estudio. Por ello, este sistema conviene discutirlo como un caso aparte, y no como
una simple extension del mecanismo general anterior. En términos practicos, su formacion requeriria
condiciones mas controladas o una activacion catalitica especifica; como precedente analogo, la
ciclacion de guanidinas con chalconas hacia pirimidinas ha sido descrita bajo catalisis de Zn(L-prolina),
en medio acuoso'®. La proposicién anterior para el guanidino-benzimidazol debe entenderse como una
inferencia mecanistica razonable Anexo VI, no como una demostracién experimental directa para ese
sustrato concreto.

Un aspecto relevante de estas ciclaciones es que, en algunos casos, la transformacion puede transcurrir
a través de un intermedio no completamente aromatizado, el cual puede presentar estabilidad suficiente
como para persistir bajo determinadas condiciones de reaccion. Dado que la aromatizaciéon implica una
ganancia adicional de estabilizacion electrénica, la formacion del heterociclo aromatico final resultaria
termodinamicamente favorecida; sin embargo, la conversidon completa puede requerir energia adicional o
condiciones oxidantes apropiadas. En consecuencia, no puede descartarse que, en ciertas reacciones, el
intermedio dihidro o parcialmente saturado actie como intermedio persistente o incluso como
contaminante principal sila aromatizacion no progresa de manera eficiente. Este punto tiene ademas una
consecuencia practica importante en purificacion, ya que la especie no aromatizada y el producto
aromatico final pueden exhibir polaridades y comportamientos cromatograficos préoximos, dificultando su
separacion por TLC o por cromatografia en columna. Desde una perspectiva sintética, esta situacién
justifica considerar condiciones que favorezcan explicitamente la etapa de oxidacién/aromatizacion, ya
sea mediante tiempos de reaccidn mas prolongados o mediante la incorporacidon controlada de agentes
oxidantes.

La retrosintesis planteada no solo resulta guimicamente plausible, sino también coherente con una
estrategia de sintesis racional orientada a generar diversidad estructural a partir de bloques accesibles y
transformaciones conocidas. La combinaciéon de chalconas facilmente obtenibles con ciclaciones
posteriores mediadas por nucleéfilos apropiados ofrece una ruta sintética flexible para el acceso a las
familias estudiadas, mientras que la consideracién de posibles intermedios no aromatizados y de sus
implicancias practicas en la purificacion permite anticipar dificultades experimentales razonables y
plantear eventuales ajustes en las condiciones de reaccion.

6.6.2 Derivados de benzimidazoles

Desde una perspectiva retrosintética, los derivados de benzimidazol pueden racionalizarse a partir de dos
desconexiones principales. La primera corresponde a la ruptura del enlace N-C(O), lo que conduce
directamente al benzimidazol libre y al correspondiente cloruro de acido aromatico como agente acilante.
Esta etapa puede interpretarse como una N-acilacién clasica, en la que una base fuerte, como hidruro de
sodio, genera el anidon benzimidazolato, el cual posteriormente reacciona con el cloruro de acido para
formar el derivado N-acilado. En términos practicos, se trata de una transformacién directa y
sintéticamente sencilla, aunque normalmente requiere condiciones anhidras y atmésfera inerte, dada la
sensibilidad de los reactivos involucrados'®. El mecanismo general propuesto para esta etapa de
acilacion se presenta en el Anexo VI.

La segunda desconexién corresponde a la formacidon del propio nucleo benzimidazdlico, que puede
trazarse retrosintéticamente hasta o-fenilendiaminay el correspondiente aldehido heteroaromatico. Esta
aproximacion coincide con una de las rutas mas clasicas y versatiles para la sintesis de benzimidazoles,
basada en una condensacion seguida de ciclacion y aromatizacioén. La literatura describe numerosas
variantes para esta transformacion, incluyendo procedimientos promovidos por acido acético, protocolos
en etanoly otras metodologias térmicas o cataliticas'*'?8, lo que confirma que se trata de una via directa,
accesible y ampliamente utilizada para la construccion de este heterociclo. El mecanismo general
correspondiente a la formacién del nucleo benzimidazoélico también se incluye en el Anexo VI.

6.7 Avances sintéticos
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6.7.1 Chalconas

Conrespecto a los protocolos de sintesis, la etapa de estandarizacidn se realizé inicialmente utilizando la
chalcona derivada de 1-acetilpireno y p-nitrobenzaldehido. La selecciéon de este par de sustratos no fue
arbitraria, sino que respondié a criterios practicos de factibilidad sintética. Por una parte, el p-
nitrobenzaldehido corresponde a un aldehido de bajo costo y facil acceso. Por otra, el fragmento
acetilpireno habia mostrado, en ensayos preliminares, mayores dificultades experimentales que otros
acetilos aromaticos, manifestadas en menores rendimientos y en una manipulacion mas compleja. En
consecuencia, su eleccion como sistema modelo permitié establecer condiciones suficientemente
exigentes y, al mismo tiempo, representativas para luego extrapolarlas al resto de la serie. Aunque desde
un punto de vista electrénico podria esperarse que el grupo nitro en posicidon para aumentara la electrofilia
del aldehido y facilitara la condensacion, en la practica se observaron con frecuencia mezclas oscuras,
formacion de amalgamas negras y escasa obtencidon del producto, lo que hizo necesaria una
estandarizacién cuidadosa de las condiciones de reaccion.

A partir de ello, se determind que la condensacidon en medio basico con hidréoxido de sodio en etanol
constituia una condicion adecuada para la obtencién de las chalconas, en concordancia con la utilidad
ampliamente reconocida de la condensacion de Claisen-Schmidt como ruta general para la sintesis de
este tipo de sistemas q,B-insaturados. En algunos casos, especialmente con derivados de pireno, la
solubilidad del sustrato en etanol frio resultd insuficiente, por lo que fue necesario incorporar hasta un
30% de acetonitrilo como cosolvente, lo que permitiéd mejorar de manera importante la homogeneidad del
medio y favorecer el desarrollo de la reaccién. Bajo las condiciones optimizadas, fue posible alcanzar
rendimientos de hasta 91% para la formacién de las chalconas.

Dado que estas chalconas constituyen intermedios sintéticos clave para las ciclaciones posteriores,
fueron caracterizadas mediante RMN de 'H y *C. En los espectros de '"H RMN, una de las sefiales mas
diagndsticas correspondio a los protones vinilicos del sistema a,B-insaturado, observados como dobletes
con una constante de acoplamiento vicinal elevada, caracteristica de la configuracion trans (E) del doble
enlace de la chalcona. En los espectros de *C RMN, la sefial del carbonilo conjugado constituyd otro
elemento confirmatorio de la formacidn de estos intermediarios. En conjunto, la integracién, el patréon de
multiplicidad y la presencia del sistema enona conjugado confirmaron la obtencion de las chalconas
esperadas, dejando esta etaparesuelta para su posterior transformacién hacia los heterociclos de interés.

6.7.2 2 Fenil 4 (4-trifluorometanofenil)Pirimido-benzimidazol

Con respecto a la sintesis del ciclado final hacia los derivados pirimido-benzimidazol, se seleccioné en
primera instancia un sistema modelo que presentara ventajas tanto desde el punto de vista sintético como
practico. Esta elecciéon respondid, por una parte, a la mayor accesibilidad de los precursores involucrados
y, por otra, a la expectativa de una purificaciéon mas sencilla del producto final en comparacién con otros
sustratos evaluados preliminarmente. En particular, se priorizd una chalcona con un extremo
fendlico/aromatico simple y un sustituyente trifluorometilo, ya que esta combinacion permitia explorar un
sistema electrénicamente interesante, aunque al mismo tiempo representaba un desafio sintético
relevante.

Sobre esta base, se realizaron ensayos de ciclacion utilizando dicha chalcona bajo dos condiciones
principales: en etanol a reflujo durante 24 h, y en dimetilformamida a 80 °C. Aunque ambas condiciones
permitieron avanzar en la transformacion, se observaron diferencias importantes en el comportamiento
del sistema. En DMF, la reaccion presenté mayores dificultades de trabajo posterior, principalmente
debido a la formacion de subproductos y a la complejidad de la extraccion, lo que dificulté el aislamiento
limpio del compuesto de interés. En cambio, en etanol fue posible obtener un material mas manejable
desde el punto de vista experimental, permitiendo su aislamiento mediante cristalizacién y, cuando fue
necesario, mediante cromatografia. En este sentido, el uso de etanol surgié como la alternativa mas
conveniente para continuar con la optimizaciéon de esta familia, aun cuando el rendimiento del derivado
trifluorometilado todavia requiere mejoras.

Estos resultados indican que la metodologia en etanol constituye una base prometedora para la sintesis
de esta serie, particularmente porque permitié acceder al producto ciclado bajo condiciones
relativamente simples y con un trabajo experimental mas limpio que en medios mas polares como DMF.
No obstante, la reaccién aun requiere una etapa de optimizacidon mas fina, especialmente en lo relativo al
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tiempo de reaccidn, rendimiento aislado y condiciones exactas de cristalizacién, con el fin de mejorar la
reproducibilidad y extender el protocolo a otros sustratos de la misma familia.

Con respecto a la molécula final y su caracterizacién, los espectros de RMN de 'H y *C permitieron
corroborar la formacién del sistema heterociclico esperado, cuyos desplazamientos y asignaciones se
resumen en la Tabla 19y Tabla 20. Desde el punto de vista estructural, este analisis resulté especialmente
relevante debido a la posibilidad de formacién de regioisomeros, tal como se esquematiza en la Figura
188, dependiendo de cual centro electrofilico de la chalcona participe en la etapa inicial de adicion y en
la ciclacién posterior. Sin embargo, considerando la discusién mecanistica desarrollada previamente en
el apartado de retrosintesis, la ruta mas razonable corresponde a una adicién conjugada de tipo 1,4,
seguida de ciclacién intramolecular, en lugar de una adicién 1,2 directa sobre el carbonilo. En
consecuencia, la estructura finalmente asignada se interpreta como la mas coherente tanto con la logica
mecanistica propuesta como con la evidencia espectroscoépica obtenida.

CF3

Posibilidad 1 Posibilidad 2
Ataque inicial 1,2 Ataque inicial 1,4

Figura 188 Posibilidades de ciclacion para el Pirimido-benzimidazol.

6.7.2.1Punto de fusiony infrarrojo

Los rangos obtenidos en la determinacion del punto de fusion correspondieron en realidad a un proceso
de descomposicion, registrandose valores de 249.5-254.0 °C, 250.0-254.0 °C y 249.5-253.8 °C. La alta
reproducibilidad entre las tres mediciones sugiere que el compuesto presenta un comportamiento
térmico consistente, con inicio de descomposicion cercano a 250 °C. Mas que un punto de fusion nitido,
estos resultados indican que la molécula sufre degradacion al calentarse, lo que puede asociarse a la
naturaleza rigida, altamente conjugada y heteroaromatica de la estructura. En este contexto, el punto de
fusion no debe interpretarse como una transicion fisica simple, sino como una evidencia de estabilidad
térmica hasta temperaturas relativamente elevadas, seguida de descomposicion. Por otra parte, el
espectro infrarrojo, tratado mediante sustraccion de las sefales del solvente, mostré6 bandas
concordantes con la estructura propuesta. La sefial observada a 1638 cm™' se atribuyé a vibraciones
C=N/C=C conjugadas del sistema heteroaromatico, mientras que las bandas a 1499 y 1454 cm™' se
asociaron a vibraciones C=C aromaticas. Asimismo, las sefales a 1379, 1327, 1133y 1037 cm™ fueron
consistentes con deformaciones y estiramientos C-F del grupo trifluorometilo. Las vibraciones de
estiramiento C-H aromatico pueden contribuir en la regién de 3100-3000 cm™', aunque en este caso dicha
zona no se considerd diagndéstica debido a posibles interferencias de linea base y del medio de anaélisis.
En cambio, las sefales remanentes en la region de 2250-2300 cm™' se atribuyeron principalmente a
acetonitrilo residual, mientras que las bandas anchas en la zona de 3200-3600 cm™" probablemente se
debieron a humedad o trazas de agua. En conjunto, la ausencia de sefiales atribuibles a grupos O-H, N-H
o0 C=0, junto con la presencia de las bandas caracteristicas del sistema aromatico conjugado y del grupo
CF;, respalda la formacion del compuesto esperado.
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Figura 189 Espectro infrarrojo con sustraccién de solvente (acetonitrilo) y asignaciones.

6.7.2.2Asignacion 'H RMN

Con respecto a la asignacion de las sefales observadas en el espectro de '"H RMN(Figura 190), la sefial
gue puede asignarse con mayor certeza es lad, correspondiente a un singlete, la cual se atribuye al protén
del sistema heterociclico condensado. Esta senal resulta diagndstica debido a su patrén aislado y a que
no presenta acoplamiento apreciable con protones vecinos.

Adicionalmente, las sefales c y h, ambas con patrén de doblete e integracion para 'H, pueden asociarse
tentativamente a protones aromaticos del fragmento pirimido-benzimidazol. Esta propuesta se sustenta
en que dichos protones corresponden a posiciones no equivalentes dentro del sistema fusionado vy, por
tanto, pueden dar senales individuales de un protén con acoplamiento vecinal. En cambio, los protones
de los anillos fenilo sustituyentes no se esperarian, en principio, como dobletes aislados de integracion
unitaria, sino como conjuntos de senales con integracidon mayor o con patrones mas complejos debido al
solapamiento.

Asimismo, en el espectro se observan senales con patron de triplete aparente, cuyas constantes de
acoplamiento son similares a las de los dobletes anteriormente descritos, por lo que también podrian
corresponder a protones del mismo sistema aromatico fusionado. Sin embargo, no puede descartarse
completamente que alguna de estas sefiales provenga de protones del anillo fenilo unido al heterociclo,

especialmente de posiciones sometidas a acoplamientos similares dentro de un entorno aromatico
conjugado
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Figura 190 Espectro 'H rmn con senales etiquetadas.

6.7.2.3Asignacién *C RMN

Para la asignacion de las sefales de carbono también permite identificar ciertos elementos estructurales
caracteristicos, aunque el solapamiento de sefales en la region aromatica dificultd la asignacién .La senal
mas facilmente reconocible corresponde al carbono del grupo -CF,, el cual aparece como un cuarteto
debido al acoplamiento del ntcleo de ™C con los tres atomos equivalentes de fluor (*°F), constituyendo
una evidencia clara de la incorporacion de dicho sustituyente en la molécula. Ademas, las sefales
observadas a campo mas bajo, aproximadamente entre 145y 161 ppm, son consistentes con carbonos
sp? del sistema heteroaromético enlazados a nitrégeno, compatibles con carbonos de tipo C=N o con
carbonos cuaternarios en un entorno electrénicamente deficiente. En cambio, la region comprendida
aproximadamente entre 125y 137 ppm concentra la mayor parte de las sefales correspondientes a los
carbonos aromaticos de los anillos fenilo y del sistema fusionado, lo que dificulta una asignacién
individual inequivoca a partir del espectro unidimensional. Se puede identificar rapidamente el carbono
perteneciente al -CF;, debido a que es un cuadruplete en la sefial 13, mas detalle en la Figura 183, esto ya
que el fluor acopla con las senales de carbono.

Ya que todas las sefiales estan dentro de la zona aromatica, debido al solapamiento de senales en la
region aromatica, la asignacion individual de cada sefial no es trivial, por lo que fue necesario
complementar el analisis con experimentos bidimensionales de RMN. Por lo que es necesario el uso de
espectro 2D.
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6.7.2.42D HMBC

En particular, las correlaciones a dos enlaces , se observadas para las sefiales cy g con el carbono 12(),
asi como las correlaciones de fy h con el carbono 4, sugieren que estos protones pertenecen a un mismo
subfragmento aromatico dentro del sistema pirimido-benzimidazol. El hecho de que dos pares de
protones distintos muestren correlacion hacia un mismo carbono resulta consistente con un sistema
aromatico fusionado, en el que varios protones pueden presentar correlaciones de dos o tres enlaces
hacia los carbonos de fusidon o hacia carbonos no protonados del heterociclo.

De manera especialmente relevante, la sefial d, previamente propuesta como el singlete atribuible al
protén del nucleo heterociclico, presenta correlaciones con los carbonos 3y 5. Este comportamiento es
coherente con su ubicacion dentro del sistema pirimido-benzimidazol, ya que desde esa posicion se
esperan correlaciones de largo alcance hacia los carbonos cuaternarios del anillo central,
particularmente hacia aquellos involucrados en la unidon con los anillos aromaticos vecinos. En este
contexto, la correlacion con el carbono 3, mas desplazado a campo bajo, resulta razonable si dicho
carbono corresponde a un centro sp> en un entorno empobrecido electrénicamente por la unién directa a
un nitrogeno. De forma analoga, la correlacion con el carbono 5 apoya que este protdn se encuentra unido
al anillo de benceno que contiene al CF;.

Las correlaciones adicionales, tales como a/6, ¢/16, g/17, h/14 y f/18, son también compatibles con la
conectividad general del sistema aromatico conjugado, aunque por si solas no permiten asignar de
manera inequivoca cada posicion individual.
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Figura 192 Espectro 2D HMBC con senales etiquetadas.

6.7.2.52D COSY

El espectro COSY (Figura 193) permitié reconocer dos sistemas principales de acoplamiento en la regidn
aromatica. Por una parte, las correlaciones sucesivas c—f, f-g y g—h indican la presencia de un conjunto de
protones aromaticos vecinales que forman una secuencia continua de acoplamiento, compatible con los
cuatro hidrégenos del anillo bencénico fusionado del fragmento benzimidazdlico. Este comportamiento
respalda la asignacién de estas sefales al sistema aromatico condensado del nucleo heterociclico. Por
otra parte, la correlacién a-e sugiere un segundo sistema de acoplamiento independiente, consistente
con un anillo independiente, dado que integra para dos hidrogenos la senal a solo queda la opcién que
sea un doble doblete deformado. En contraste, la sefal d no participa en esta red de acoplamientos
vecinales, lo que resulta coherente con su asignacion previa como el proton aislado del nucleo
pirimidinico.
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Figura 193 Espectro 2D COSY con senales etiquetadas.

6.7.2.62D NOESY

El espectro NOESY (Figura 194) aportoé informacion decisiva para el analisis. En primer lugar, la sefnal d,
observada como un singlete, se mantiene como la resonancia mas diagndstica del sistema, ya que su
patrénindica que corresponde a un protén aislado dentro del ndcleo heterociclico pirimido-benzimidazol,
sin protones vecinales directos que generen acoplamiento escalar apreciable. A partir de este punto, el
COSY permite ordenar el resto de las sefiales aromaticas en distintos sistemas de acoplamiento. Por una
parte, la secuencia c-f-g-h define claramente un conjunto continuo de protones vecinales, consistente
con los cuatro hidrégenos del anillo bencénico fusionado del fragmento benzimidazélico. Esto permite
separar ese subgrupo del resto de las resonancias aromaticas y concentrar la discusion de las senales a,
by e en los dos anillos fenilo sustituyentes.

Dentro de ese conjunto restante, la correlacion a—e resulta especialmente informativa. Dado que la sefial
a integra para dos protones y se comporta como una senal de caracter doblete, esta puede asignarse
razonablemente a los protones orto del anillo fenilo unido directamente al nucleo heterociclico, es decir,
a los hidrégenos mas préximos al sistema pirimido-benzimidazol. Si a correlaciona con e, entonces e no
puede interpretarse como una sefial simple aislada, sino como una resonancia compuesta que contiene
al menos una de las sefiales correspondientes a los protones siguientes de ese mismo anillo. En otras
palabras, la correlacidon a—e indica que dentro de e se encuentra la sefal de un protén adyacente aldoblete
a, lo que explica que esta region aparezca deformada o solapada y no como un patron limpio y trivial. Esta
observaciéon permite concluir que la sefial e contiene, al menos en parte, protones del anillo fenilo no
sustituido o monosustituido unido al heterociclo, y no puede tratarse exclusivamente de un triplete puro
separado del resto del sistema.

Una vez establecido eso, el sistema restante que integra globalmente para cuatro protones se vuelve
mucho mas restringido en su interpretacion. Por descarte estructural y espectral, dicho conjunto
corresponde de manera masrazonable al anillo para-trifluorometilfenilo, el cual deberia originar dos pares
de protones equivalentes. En este contexto, la senal b puede entenderse como una sefnal compuesta
correspondiente a esos protones aromaticos del anillo con CF;, cuyos dobletes aparecen muy cercanos
o parcialmente colapsados. Esta asignacién no solo es coherente con la integracion observada, sino
también con la simetria propia de un anillo para-sustituido.
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El elemento que termina de fortalecer esta interpretaciéon proviene del experimento NOESY, ya que este
no informa conectividad por enlace, sino proximidad espacial. La observacién de correlaciones que
involucran ala senal d con senales asignables a los anillos aromaticos periféricos demuestra que el protén
singlete del nucleo heterociclico se encuentra espacialmente cercano a esos fragmentos. En particular,
la proximidad entre la sefal del nucleo y la del anillo para-trifluorometilfenilo constituye una evidencia
muy importante, porque indica que ambos fragmentos no se encuentran dispuestos en una geometria
extendiday alejada, sino en una conformacién en la que se aproximan en el espacio. Dicho de otro modo,
el NOESY respalda una disposicidon plegada de la molécula. Esta proximidad espacial es altamente
consistente con la regioisomeria propuesta en Figura 188, posibilidad 1, y por lo tanto favorece la
interpretacion de que el proceso de ciclacidon ocurrié siguiendo la ruta que conduce a ese arreglo
estructural, es decir, la asociada a una adicion inicial 1,4, mas que a la alternativa 1,2.
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Figura 194 Espectro 2D NOESY con senales etiquetadas.

6.7.2.7Asignaciones finales

En la asignacion final de cada senal de los espectros de TH RMN y 13C RMN resulta consistente con la
estructura propuesta, tal como se resume en la Tabla 19, la Tabla 20 y Figura 195, ya que las resonancias
observadas calzan de manera coherente con la integracion, la multiplicidad y las correlaciones obtenidas
en los experimentos bidimensionales. En el caso del 1TH RMN, los distintos sistemas aromaticos pudieron
diferenciarse a partir del andlisis combinado de los espectros 1D, COSY y NOESY, permitiendo sostener
una asignacién convergente de los protones del nucleo pirimido-benzimidazélico y de los anillos
aromaticos sustituyentes, cuya distribucion final se presenta en la Tabla 19. Por su parte, en el espectro
de 13C RMN se observaron 19 sefnales, en concordancia con el nimero esperado de carbonos no
equivalentes para la estructura propuesta, cuya asignacion final se muestra en la Tabla 20. Aunque las
senales 7y 8 presentan menor intensidady, en una primera inspeccién, podrian considerarse dudosas, su
presencia resulta razonable al analizar el conjunto completo de la evidencia espectroscépica,
especialmente por su compatibilidad con la distribucion de desplazamientos quimicos y con las
correlaciones observadas en los experimentos 2D, por lo que es mas apropiado considerarlas senales
reales y no ruido.
Dentro de los experimentos bidimensionales, resumidos esquematicamente en la Figura 195, el NOESY
fue particularmente relevante, ya que no solo respaldé la disposicion relativa de los protones del sistema
aromatico, sino que ademas entregé la evidencia mas importante para lainterpretacion estructural global.
En especial, la correlacion b,h resulté decisiva, debido a que pone en evidencia una proximidad espacial
entre un proton del sistema pirimido-benzimidazélico y un protén del anillo para-trifluorometilfenilo. Esta
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interaccién solo es compatible con una disposicién en la que ambos fragmentos se encuentran
orientados hacia el mismo sector del espacio, es decir, con una conformacién plegada hacia ese lado de
la molécula. En este sentido, dicha correlacion respalda fuertemente la regioisomeria propuesta y resulta
altamente consistente con un producto originado por una adicidén inicial de tipo 1,4, mas que con la
alternativa 1,2. Por lo tanto, el conjunto de la evidencia espectroscépica, resumida en las Tabla 19y Tabla
20, y en la Figura 195, no solo permite asignar de manera confiable las sefiales de protén y carbono, sino
que ademas apoya de forma sélida la conectividad y la disposicién espacial propuestas para el
compuesto obtenido.

Tabla 19 Asignacién "H RMN de 2 Fenil 4 (4-trifluorometanofenil) Pirimido-benzimidazol

Senal | Desplazamiento | Integraciéon | Multiplicidad | Constante de | Asignacion
quimico 8 (ppm) acoplamiento
(Hz)
a 8.46-8.37 2 Multiplete - Ha Ha
b 8.17-8.07 4 Multiplete - Ho1 Hor Hiz
Hy
c 7.88 1 Doblete 8.2 Hc
d 7.78 1 Singlete - Hq
e 7.64-7.56 3 Multiplete - He He Hes
f 7.48 1 Triplete 7.5 H;¢
g 7.12 1 Triplete 7.8 Hg
h 6.58 1 Doblete 8.4 Hn

ZH=14
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Tabla 20 Asignacién '3C de 2 Fenil 4 (4-trifluorometanofenil)Pirimido-benzimidazol

Senal | Desplazamiento quimico & (ppm) | Asignacion
1 160.92 Asignado por desplazamiento quimico
2 151.85 -
3 148.61 Asignado por 2D HMBC
4 145.49 Asignado por 2D HMBC
5 136.70 Asignado por 2D HMBC
6 132.01 Asignado por 2D HMBC
7 131.44 -
8 131.76 -
9 131.44 -
10 130.43 -
11 129.57 -
12 128.23 Asignado por 2D HMBC
13 127.48 -
14 126.24 Asignado por 2D HMBC
15 125.80 -
16 121.63 Asignado por 2D HMBC
17 119.96 Asignado por 2D HMBC
18 114.65 Asignado por 2D HMBC
19 106.13 -

cosy H, “NNOESY  Hp "™,

“~ HMBC He 2

Figura 195 Resumen esquematico de las correlaciones mas relevantes observadas en los experimentos bidimensionales HMBC, COSY y
NOESY del compuesto pirimido-benzimidazdlico trifluorometilado. Las correlaciones HMBC permitieron asignar carbonos cuaternarios y
establecer conectividades de largo alcance; el COSY permitié definir los sistemas de acoplamiento entre protones aromaticos vecinales; y
el NOESY aporto evidencia de proximidad espacial entre protones del nucleo heterociclico y del anillo aromatico sustituido, respaldando la
asignacion final de la estructura y una disposicion molecular plegada, consistente con la regioisomeria propuesta.

6.7.3 Benzimidazoles

Los resultados obtenidos permitieron confirmar preliminarmente la formacion de tres benzimidazoles,
cuyos espectros de RMN presentaronintegracionesy sefales de carbono consistentes con las estructuras
propuestas. Una sefal decisiva fue la observada alrededor de 13.0 ppm en los espectros de '"H RMN,
atribuida al proton N-H del anillo benzimidazélico. La presencia de esta sefial permitié distinguir la
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formacién del nucleo benzimidazol y constituyé una evidencia diagndstica relevante para esta etapa
sintética.

Posteriormente, se llevd a cabo la reaccién de acilacidn a partir de los benzimidazoles obtenidos. Si bien
solo se dispuso de tres precursores benzimidazélicos, este resultado representd un avance importante,
ya que demostré que las condiciones reportadas en la bibliografia utilizando hidruro de sodio fueron
reproducibles bajo las condiciones empleadas. En los productos acilados, las sefiales observadas en los
espectros de '"H RMN concordaron con las integraciones esperadas para las estructuras propuestas.
Ademas, la desapariciéon de la senal caracteristica del N-H alrededor de 13 ppm sugirié que la acilacion
ocurrio sobre el nitrégeno del anillo benzimidazélico.

Esta asignacion fue reforzada por los espectros de *C RMN, en los cuales se observo una sefial alrededor
de 169 ppm, atribuida al carbono carbonilico de la amida formada. La presencia de esta senal en las
moléculas aciladas analizadas entregé evidencia adicional de la formacién del enlace amida'y, por tanto,
de la obtencion de los productos finales.

También se observé una tendencia importante en las reacciones de formacion de benzimidazoles segun
la posicidon del nitrégeno en el anillo de piridina del aldehido utilizado. En general, las reacciones
realizadas con 4-piridinacarboxaldehido entregaron los rendimientos mas altos. De hecho, en la reaccién
efectuada en agua se observé la formacion directa de cristales al enfriar la mezcla de reaccién, lo que
sugiere una conversion eficiente y una baja formacién de subproductos. Este comportamiento podria
atribuirse al efecto electréon-atractor del nitrégeno piridinico en posicién 4, el cual favorece la electrofilia
del grupo aldehido. Como consecuencia, se facilitaria el ataque nucleofilico de la o-fenilendiamina y la
posterior formacidn del nudcleo benzimidazdlico.

Por otra parte, los derivados obtenidos a partir de 3-piridinacarboxaldehido presentaron rendimientos
intermedios. En este caso, el nitrégeno piridinico aun puede ejercer un efecto electrénico sobre el
sistema, aunque probablemente de manera menos eficiente que en el isémero 4-sustituido. Esto podria
explicar que la reaccioén ocurriera de forma favorable, pero con una menor eficiencia global.

En contraste, las reacciones con 2-piridinacarboxaldehido entregaron los rendimientos mas bajos.
Ademas, estas reacciones tendieron a generar un residuo oscuro de aspecto aceitoso después de la
extraccion de la fase organica y la evaporacion del solvente. Este resultado sugiere la formacion de
subproductos o mezclas complejas de reaccion. Una posible explicacién es que la proximidad del
nitrégeno piridinico al grupo aldehido genere efectos estéricos o electronicos desfavorables, dificultando
el ataque nucleofilico de la o-fenilendiamina. Posiblemente el par de electrones no enlazante del
nitrégeno piridinico podria participar en interacciones intramoleculares o estabilizaciéon de intermediarios
no productivos, favoreciendo asireacciones colaterales.

Con respecto a los diferentes medio probados el reflujo en agua parecio favorecer la reaccion en los
aldehidos derivados de 3- y 4-piridinacarboxaldehido, probablemente debido al aumento de la
temperatura del medio, lo que facilitaria la formacién de la imina inicial y la posterior ciclizacién hacia el
benzimidazol. Sin embargo, este mismo efecto fue desfavorable en el caso del 2-piridinacarboxaldehido,
donde el aumento de temperatura podria haber promovido en mayor medida las rutas secundarias o
procesos de degradacion, en lugar de favorecer selectivamente la formacién del producto deseado.

7 Conclusion
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En la presente tesis doctoral se logré cumplir el objetivo general de identificar nuevos candidatos
inhibidores de la proteasa tipo papaina (PLpro) de SARS-CoV-2 mediante una estrategia integrada de
modelamiento QSAR, virtual screening, docking moleculary simulaciones de dindmica molecular. En una
primera etapa, se construyd y depurd una base de datos de compuestos con actividad inhibitoria frente a
PLpro, lo que permitié desarrollar y validar estadisticamente dos modelos QSAR 2D complementarios. En
este contexto, el modelo manual aporté mayor interpretabilidad quimica para orientar el disefio racional
de nuevas estructuras, mientras que el modelo evolutivo proporciond un criterio predictivo mas estricto
para el filtrado computacional, demostrando que ambos enfoques no son excluyentes, sino
metodolégicamente complementarios.

A partir de estos modelos fue posible disefiar nuevas moléculas y explorar de manera amplia el espacio
quimico asociado a PLpro. El virtual screening abarcé un total de 3.312.167 moléculas distribuidas en
siete familias quimicas, confirmando la escalabilidad del flujo de trabajo y permitiendo identificar
tendencias estructurales consistentes. Entre ellas, las benzodiazepinas destacaron como la familia con
mejores puntajes de afinidad, seguidas por los derivados pirimido-benzimidazol. Esta convergencia entre
los resultados de docking y los modelos QSAR refuerza la validez del enfoque empleado y su utilidad para
priorizar compuestos dentro de un espacio quimico amplio y diverso.

El refinamiento mediante induced fit docking y los analisis de dinamica molecular permitieron avanzar
desde una priorizacién basada en afinidad hacia una evaluacion mecanistica mas profunda de la
estabilidad proteina-ligando y de la modulacién conformacional de regiones funcionales de PLpro,
particularmente del loop BL2. En este nivel de analisis, las benzodiazepinas sobresalieron como los
sistemas con mejor desempefio mecanistico, al mostrar buena permanencia en el sitio de unién y una
rigidizacion del BL2 comparable a la observada para GRL-0617. Sin embargo, la integraciéon con los
resultados farmacocinéticos y toxicoldégicos mostré que estas mismas familias presentan limitaciones
importantes de distribucién y seguridad, lo que impide priorizarlas Unicamente en funcién de su
desempeno dindamico. En contraste, dentro de la familia pirimido-benzimidazol, el derivado 2-naftilo—4-
OH-3-OMe emergié como uno de los candidatos mas equilibrados del estudio, al combinar estabilidad
conformacional, modulacion estructural del sitio de union y un perfil ADME/Tox relativamente mas
favorable. En la serie benzimidazol, los compuestos 3 y 5 destacaron como los representantes mas
relevantes, aunque por atributos distintos: el primero por su mayor efecto sobre la dinamica del BL2 y el
segundo por su mayor estabilidad en el sitio alostérico y semejanza conformacional con el ligando de
referencia. Con respecto a las moléculas top 1 del virtual screening, las familias de benzamidas y
pirimidina aminobenzimidazol destacaron como las mas favorables. Sin embargo, al integrar los
resultados ADME/Tox, las benzamidas presentan un perfilmas equilibrado y desarrollable, principalmente
por su menor carga toxicolégica y un comportamiento metabdlico mas predecible. En contraste, la
pirimidina aminobenzimidazol, aunque mantiene buenas propiedades de absorcidn y distribucion, se ve
limitada por una mayor complejidad metabdlica, menor solubilidad y una mayor carga toxicolégica.En
paralelo el analisis retrosintético permitio establecer rutas de desconexidon coherentes para las familias
derivadas de chalconay para los benzimidazoles heteroaromaticos, confirmando la viabilidad conceptual
de los esqueletos propuestos. Experimentalmente, se demostré la factibilidad sintética del trabajo
desarrollado, logrando la obtencidon de chalconas bajo condiciones optimizadas con rendimientos de
hasta 91%, y la sintesis de un derivado representativo de tipo pirimido-benzimidazol trifluorometilado,
cuya caracterizacion espectroscdpica permitié respaldar la estructura propuesta y apoyar una ciclacion
consistente con una adicién inicial 1,4. En conjunto, estos resultados confirman que la estrategia
computacional no quedé restringida a una etapa teérica, sino que pudo vincularse con resultados
sintéticos concretos. También se lograron sintetizar cuatro estructuras benzimidazélicas 2,N-
disustituidas, obtenidas inicialmente a partir de o-fenilendiamina y distintos piridinacarboxaldehidos, y
posteriormente funcionalizadas mediante acilacion del N-H benzimidazdélico con cloruros de acilo.
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Esta tesis demuestra que la integracion de QSAR, virtual screening, docking flexible, dinamica molecular,
analisis ADME/Tox, retrosintesis y avances sintéticos constituye una plataforma robusta para la
identificacién y priorizacién de nuevos candidatos frente a PLpro de SARS-CoV-2. Mas que sefialar una
Unica familia “ganadora”, los resultados permiten distinguir entre compuestos con mejor desempeno
mecanistico y compuestos con mejor equilibrio global entre afinidad, estabilidad y viabilidad
farmacoldgica. De este modo, el trabajo no solo permitié proponer nuevas moléculas promisorias, sino
también establecer criterios racionales de priorizaciéon para futuras etapas de optimizacién quimica y
validacidn biolégica.

8 Proyecciones

Los resultados obtenidos en esta tesis abren diversas lineas de continuacién tanto en el ambito sintético
como en la validacion biolégica y en la expansion racional del disefio molecular. En primer lugar, una
proyeccion directa de este trabajo corresponde a la sintesis de los compuestos mejor priorizados
mediante el analisis integrado de QSAR, virtual screening, induced fit docking, dinamica molecular y
evaluacion farmacocinética/toxicolégica. En este contexto, resulta especialmente relevante avanzar en la
obtencién de los derivados mas prometedores, en particular aquellos que presentaron un perfil global
mas equilibrado entre afinidad tedrica, estabilidad dindmica y propiedades ADME/Tox favorables. La
sintesis de estas moléculas permitiria trasladar los hallazgos computacionales a una etapa experimental
concretay, con ello, validar de manera mas robusta la estrategia de diseno implementada.

De manera complementaria, una segunda proyeccién importante consiste en profundizar la optimizacion
de las rutas sintéticas desarrolladas, especialmente en la serie de benzimidazoles y en los sistemas
piridina-benzimidazol. Si bien en esta tesis se logr6 demostrar la factibilidad de obtencién de varios
compuestos de interés, aun resulta necesario estandarizar las condiciones de reaccién con el fin de
mejorar la selectividad, reducir la formacién de subproductos y maximizar los rendimientos. Esta
optimizacion metodoldgica seria clave para consolidar un protocolo reproducible y escalable, capaz de
facilitar la preparacion de bibliotecas mas amplias de derivados estructuralmente relacionados.
Asimismo, a partir de las tendencias observadas en los compuestos estudiados, surge como proyeccion
natural la expansién racional de la serie de benzimidazoles mediante la incorporacion de nuevos cloruros
de acilo y otros fragmentos estructurales en posiciones estratégicas. Esta aproximacion permitiria
explorar con mayor profundidad el efecto de variaciones electrénicas, estéricas e hidrofobicas sobre la
actividad bioldgica predicha y sobre las propiedades farmacocinéticas de la serie. En este sentido, los
resultados obtenidos en la presente tesis no solo permiten identificar compuestos promisorios, sino
también extraer criterios de disefo Utiles para orientar una segunda generacion de analogos con perfiles
mas balanceados.

Una etapa posterior fundamental serd la validacidon biolégica experimental de los compuestos
sintetizados frente a la proteasa PLpro de SARS-CoV-2. En este marco, el hecho de contar en el laboratorio
con el kit EnzoLyte® 520 SARS-CoV-2 Papain-like Protease/Deubiquitinase Activity Assay Kit (Fluorimetric)
constituye una ventaja significativa, ya que permitira evaluar de manera directa la capacidad inhibitoria
de las moléculas finales sobre el enzima blanco. Esta fase resulta indispensable para determinar si las
tendencias observadas mediante las herramientas in silico se traducen efectivamente en inhibicion
enzimatica real, y para establecer una primera correlacion entre la priorizacién computacional y la
respuesta experimental.

Una vez verificada la actividad inhibitoria sobre PLpro, sera posible proyectar estudios de mayor
complejidad bioldgica, incluyendo ensayos de citotoxicidad, evaluacién de selectividad y, eventualmente,
estudios celulares orientados a determinar el efecto de los compuestos sobre sistemas infectados o
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modelos biolégicos mas cercanos al contexto fisioldgico. Si bien estas etapas exceden el alcance de la
presente tesis doctoral, representan una continuacidon légica y necesaria para avanzar desde la
identificacion de hits hacia la validacién de candidatos con potencial terapéutico.

Una proyeccioén especialmente interesante deriva de la relacidon funcional y estructural existente entre
PLpro y deubiquitinasas humanas. Considerando que algunas de estas enzimas participan en procesos
asociados a proliferaciéon celular desregulada y cancer, los compuestos identificados en esta
investigacion podrian constituir un punto de partida para explorar una nueva linea de trabajo orientada al
desarrollo de inhibidores de deubiquitinasas humanas. De este modo, las moléculas activas frente a
PLpro no solo podrian ser optimizadas como antivirales, sino también servir como esqueletos quimicos
iniciales para una eventual especializacidn hacia aplicaciones oncolégicas, ampliando de manera
significativa el impacto potencial de esta investigacion.

Las proyecciones muestran que la presente tesis no solo permitié identificar compuestos promisorios y
establecer una metodologia de priorizacidn racional, sino también sentd bases concretas para futuras
etapas de sintesis, validacion experimental y expansion del disefio medicinal asistido por computacion.
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Anexo |

Nombre

plC50

experimental

SMILES

Residuo

molécula 001

5.793174124

O=C(N[C@@H](C1
=CC2=C(C=C1)C=
CC=C2)C)C3=CC(
N)=CC=C3C

0.519

molécula 002

4.614393726

O=C(C([Ce@@H](C
/C=C(C)/C)OC(C)=
0)=CC1=0)C2=C1
C(0)=CC=C20

-0.589

molécula 003

4.165579296

CC1=C(C=CC(C(O
C[C@@H]2C)=C2
C3=0)=C4C3=0)C
4=CC=C1

-1.658

molécula 004

5.616184634

CC([C@H]10)(C)O
C2=C(0)C=C3C4=
C2[C@®@]1([H])OC
5=CC(0)=C(C/C=C
(C)/C)C(CC3)=C45

-0.163

molécula 005

5.728158393

CC([C@@H]10)(C
)OC2=C(0)C=C3C
4=C2[C@]1([H])O
C5=CC(0)=C(C/C=
C(C)/C)C(CC3)=C4
5

-0.051

molécula 006

5.050609993

CC1=C(C(C=C2C1
=CC=C3[C@]2(CC
[CEE4([C@@]3(
CC[C@@]5([C@H]
4C[C@](C([O-
1)=0)(CC5)C)C)C)
C)C)=0)0O

-0.927

molécula 007

5.721246399

0=C(C1=C(C2=C3
C(N4C=C(Cb5=CC=
CC=C5)N=N4)C(C)

-0.37




molécula 008

5.488116639

-0.99

molécula 009

5.508638306

6)=C6C5=0)=0)N=
N4)C(C)(C)02)C=
CC=C1)C3=0

-1.163

molécula 010

4.219826756

ClC1=CC=C(C=C1
JN2CCN(CC2)CC(

NC3=CC=C(C=C3)
0C4=CC=CC=C4)
=0

-0.514

molécula 011

4.22848601

ClC1=CC=C(/C=C

2C(NC3=C(C=CC(
C(NCCCN(CC)CC)
=0)=C3)0/2)=0)C

=C1

-1.225

molécula 012

5.847711656

COC1=CC2=C(C=
C1)N=C/C2=C\N/
N=C(N)/NCCCCC

0.305

molécula 013

4.975925013

Ccccccececececcece
CCCCC1=C(C(0O)=
0)C(0)=CC=C1

-0.168

molécula 014

5.730487056

COC1=NC2=C(C3
=C(C=C(C=C3)Cl)

N=C2C=C1)NC4=

CC(CN5CCCC5h)=

C(C(CN6CCCCb)=
C4)0

-0.297

molécula 015

5.484126156

COC1=CC2=C(C3
=C(C=C(C=C3)Cl)
N=C2C=C1)NC4=
CC(CN(C)C)=C(C(
CN(C)C)=C4)0

0.17

molécula 016

5.612610174

COC1=CC2=C(C3
=C(C=C(C=C3)C|)
N=C2C=C1)NC4=

-0.588




CC(CN5CCCCbh)=
C(C(CN6CCCCb)=
C4)0

molécula 017

5.591760035

COC1=CC2=C(C3
=C(C=C(C=C3)Cl)
N=C2C=C1)NC4=
CC(CN5CCCC5)=
C(C=C4)0

0.156

molécula 018

5.420216403

CCN(C(SSC(N(CC)
CC)=S5)=S)CC

0.052

molécula 019

6.698970004

S=C(SSC(N1CCOC
C1)=S)N2CCOCC2

0.997

molécula 020

6.22184875

S=C(SSC(OCC)=S)
OCC

0.776

molécula 021*

6.15490196

C(SSC(N1CCCC
S)N2CCCC2

0.37

molécula 022

6.22184875

S
1
S

)=
=C(SSC(N(C)C)=
S)N(C)C

0.781

molécula 023

5.721246399

S=C(SSC(NTCCN(

C
C)CC1)=S)N2CCN(
)C

0.051

molécula 024

6.142667504

=C(C1CCN([C®@

H](C2=CC=CC3
=CC=CC=C32)C)C
C1)NCC4=CC(OC)
=NC=C4

0.514

molécula 025

5.991399828

0=C(C1CCN([C@
@H](C2=CC=CC3
=CC=CC=C32)C)C
C1)NCC4=CC(F)=
cc=C4

0.508

molécula 026

5.13076828

0=C(C(SC1=S)=C(
N2)N1C3=C(C=CC
=C3)C2=0)NC4=C
(Cl)C=CC=C4

0.135

molécula 027

5.086186148

0=C(C(SC1=S)=C(
N2)N1C3=C(C=C(
OC)C(OC)=C3)C2=
0)NC4=C(C)C=CC
(Cl=C4

-0.311

molécula 028

4.801342913

0=C(C(SC1=S)=C(
N2)N1C3=C(C=C4
C(0C04)=C3)C2=

-1.297




O)NC5=CC=CC(C)
=C5

molécula 029

5.216096421

CIC@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(NC2CN
(C2)C(OC(C)(C)C)
=0)=C1)=0)C3=C
C=CC4=C3C=CC=
C4

-0.331

molécula 030

5.958607315

C[C@H](C1=CC=C
C2=C1C=CC=C2)
NC(C3=C(C=CC(N
C4CCN(C(OC(C)(
C)C)=0)CC4)=C3)
C)=0

0.237

molécula 031

5.259637311

C[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(NC(C2
CN(C2)C(OC(C)(C)
C)=0)=0)=C1)=0)
C3=CC=CC4=C3C
=CC=C4

-0.243

molécula 032

5.22184875

CI[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(NC(C2
CCN(CC2)C(OC(C
)(C)C)=0)=0)=C1)
=0)C3=CC=CC4=
C3C=CC=C4

-0.525

molécula 033

5.995678626

CI[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(NC2CN
C2)=C1)=0)C3=C
C=CC4=C3C=CC=
c4

0.783

molécula 034

6.22184875

C[C@@H](NC(C1—
C(C)C=CC(NC2C
NCC2)= C1)=O)C3
=CC=CC4=C3C=C
C=C4

0.668

molécula 035

5.920818754

C[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(NC(C2
CNC2)=0)=C1)=0)
C3=CC=CC4=C3C
=CC=C4

0.745

molécula 036

6.096910013

C[C@@H](NC(C1
C(C)C=CC(NC(C2
CCNCC2)=0)=C1)

0.575




=0)C3=CC=CC4=
C3C=CC=C4

molécula 037

6.15490196

C[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(NC2CC
N(C)CC2)=C1)=0)
C3=CC=CC4=C3C
=CC=C4

0.482

molécula 038*

5.795880017

C[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(N(C)C2
CN(C)C2)=C1)=0)
C3=CC=CC4=C3C
=CC=C4

0.422

molécula 039*

5.366531544

C[C@E@H](NC(C1=
C(C)C=CC(NC2CN
(C)C2)=C1)=0)C3=
CC=CC4=C3C=CC
=C4

0.131

molécula 040

5.619788758

CI[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(N(C)C2
CNC2)=C1)=0)C3
=CC=CC4=C3C=C
C=C4

0.312

molécula 041*

5.408935393

CI[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(CNCC(

0)=0)=C1)=0)C2=

CC=CC3=CC=CC-=
C32

-0.269

molécula 042*

5.886056648

CI[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(CNC2C
NC2)=C1)=0)C3=
CC=CC4=CC=CC-=
C43

0.417

molécula 043

5.48148606

C[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(CN2CC
(C(0)=0)C2)=C1)=
0)C3=CC=CC4=C
3C=CC=C4

-0.111

molécula 044

5.214670165

CIC@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(CN2CC
C(C(0)=0)CC2)=C
1)=0)C3=CC=CC4
=C3C=CC=C4

-0.73

molécula 045

5.318758763

CI[C@@H](NC(C1=
C(ClC=CC(N)=C1)

0.193




=0)C2=CC=CC3=
C2C=CC=C3

molécula 046

4.677780705

CIC@@H](NC(C1=
C(Br)C=CC(N)=C1)
=0)C2=CC=CC3=
C2C=CC=C3

-0.625

molécula 047

5.15490196

CIC@@H](NC(C1=
C(Br)C=NC(N)=C1)
=0)C2=CC=CC3=
C2C=CC=C3

-0.28

molécula 048

6.096910013

C[C@@H](NC(C1=
CC=C(C=CN2)C2=
C1)=0)C3=CC=CC
4=C3C=CC=C4

0.253

molécula 049

5.200659451

C[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC2=C1C=
CN2)=0)C3=CC=C
C4=C3C=CC=C4

-0.642

molécula 050

5.193820026

C[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC2=C1C=
CN2CC3CNC3)=0
)C4=CC=CC5=C4
C=CC=C5

-0.697

molécula 051*

5.13076828

CI[C@@H](NC(C1=
C(C)C=NC(NC2CN
C2)=C1)=0)C3=C
C=CC4=CC=CC=C
43

-0.164

molécula 052

5.387216143

C[C@@H](NC(C1=
C(Cl)C=CC(NC2C
NC2)=C1)=0)C3=
CC=CC4=CC=CC=
C43

0.306

molécula 053

4.970616222

C[C@@H](NC(C1=
C(CL)C=CC(N(C)C
2CNC2)=C1)=0)C
3=CC=CC4=CC=C
C=C43

-0.226

molécula 054

5.48148606

CI[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(N)=C1)
=0)C2=CSC3=C2
C=CC=C3

-0.121




molécula 055

5.327902142

CC(NC(C1=C(C)C
=CC(N)=C1)=0)C2
=CC=CC3=C2NC=
C3

-0.054

molécula 056

5.244125144

0=C(C1=C(C)C=C
C(N(C2CNC2)C)=
C1)NC(C)C3=CC=
CC4=C3NC=C4

-0.183

molécula 057

5.173925197

CC1=C(C(N[C@H]
(C)C2=CC3=C(SC
=C3)C=C2)=0)C=
C(N(C)C4CNC4)C
=C1

-0.516

molécula 058*

5.48148606

C[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(N(C)C2
CNC2)=C1)=0)C3
=CC=CC4=C3C=C
N4CC5CCC5

-0.079

molécula 059

5.619788758

C[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(N(C2C
NC2)C)=C1)=0)C3
=CSC4=C3C=CC=
c4

-0.204

molécula 060

5.070581074

CI[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(NC2C
NC2)=C1)=0)C3=
CSC4=C3C=CC=C
4

-0.36

molécula 061

4.962573502

CIC@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(N(C2C
NC2)C)=C1)=0)C3
=CSC4=C3C=CC=

c4

-0.603

molécula 062

5.795880017

C[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(N(C)C2
CNC2)=C1)=0)C3
=C4C(NC5=C4C=
CC=C5)=CC=C3

0.069

molécula 063

5.721246399

CIC@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(NC2CN
C2)=C1)=0)C3=CS
C4=C3C=CC=C4

0.158

molécula 064

5.744727495

CI[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(NC2CN

0.116




C2)=C1)=0)C3=C4
C(NC5=C4C=CC=
C5)=CC=C3

molécula 065

4.251811973

C[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(N(C2C
NC2)C)=C1)=0)C3
=NC=CC4=CC=CC
=C43

-0.972

molécula 066

5.552841969

C[C@@H](NC(C1=
C(Cl)C=CC(NC2C
NC2)=C1)=0)C3=
CC(C4=CC=CS4)
CC=C3

-0.041

molécula 067

6.229147988

C[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(NC2CN
C2)=C1)=0)C3=C
C(C4=CC=CS4)=C
C=C3

0.489

molécula 068

5.886056648

C[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(NC2CN
C2)=C1)=0)C3=C
C(C4=CSC=C4)=C
C=C3

0.018

molécula 069

5.744727495

CI[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(NC2CN
C2)=C1)=0)C3=C
C(C4=CNC=C4)=C
C=C3

0.099

molécula 070

5.920818754

C[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(NC2CN
C2)=C1)=0)C3=C
C(C4=CC=C(CN5
CCNCC5)S4)=CC=
C3

-0.094

molécula 071

6.045757491

C[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(NC2CN
C2)=C1)=0)C3=C
C(C4=CC=C(CN5
CCOCC5)S4)=CC=
C3

0.01

molécula 072

5.795880017

C[C@H](C1=CC(C
2=CC=C(S2)CNC3
CCN(CC3)C)=CC=
C1)NC(C4=C(C=C

-0.357




C(NC5CNC5)=C4)
C)=0

molécula 073

5.568636236

C[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(NC2CN
C2)=C1)=0)C3=C
C(C4=CC=C(CNC
C5CCNCC5)S4)=C
C=C3

-0.539

molécula 074

6.408935393

C[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(NC2CN
C2)=C1)=0)C3=C
C(C4=CC=C(CNC
5CCCC5)S4)=CC=
C3

0.029

molécula 075

6.251811973

C[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(NC2CN
C2)=C1)=0)C3=C
C(C4=CC=C(CN5
CCCC5)S4)=CC=C
3

-0.1

molécula 076

6.124938737

CI[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(NC2CN
C2)=C1)=0)C3=C
C(C4=CC=C(C)S4)
=CC=C3

0.26

molécula 077

6.013228266

CI[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(NC2CN
C2)=C1)=0)C3=C
C(C4=CC=C(C(0)=
0)S4)=CC=C3

0.199

molécula 078*

6.091514981

C[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(NC2CN
C2)=C1)=0)C3=C
C(C4=CC=C(C(OC
)=0)S4)=CC=C3

0.212

molécula 079

5.958607315

C[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(NC2CN
C2)=C1)=0)C3=C
C(C4=CC=C(C(NC
)=0)S4)=CC=C3

0.104

molécula 080

6.716020716

FC(C=C1)=CC=C1
CSC2=NC3=CC=C
N(C(C(NC4=CC(N

C5CCNCC5)=CC=

0.886




C4C)=0)CC)C3=N
2

molécula 081

6.193820026

C[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(NC2CN
C2)=C1)=0)C3=C
C(C4=CC=C(CN5
CC[C@®@H](0)C5)
S4)=CC=C3

-0.153

molécula 082

5.958607315

C[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(NC2CN
C2)=C1)=0)C3=C
C(C4=CC=C(CN5
CC[C@@H](C)C5)
S4)=CC=C3

-0.439

molécula 083

5.657577319

C[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(NC2CN
C2)=C1)=0)C3=C
C(C4=CC=C(CN5
CCC5)S4)=CC=C3

-0.047

molécula 084

6.15490196

CI[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(NC2CN
C2)=C1)=0)C3=C
C(C4=CC=C(CN5
CC[C@H](0)C5)S4
)=CC=C3

-0.192

molécula 085

5.187086643

CI[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(NC2CN
C2)=C1)=0)C3=C
C(Br)=CC=C3

0.191

molécula 086

6.48148606

C[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(NC2CN
C2)=C1)=0)C3=C
C(C4=CC=C(CN[C
@@H]5CCOC5)S4
)=CC=C3

0.133

molécula 087

6.207608311

C[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(NC2CN
C2)=C1)=0)C3=C
C(C4=CC=C(CN[C
@H]5CCOC5)S4)=
CC=C3

-0.141

molécula 088

6.431798276

CI[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(NC2CN
C2)=C1)=0)C3=C

0.422




C(C4=CC=C(CNC(
C)=0)S4)=CC=C3

molécula 089*

5.273272791

0=C1C2=C(0)C(O
C)=C(O[C@H]30[
C@H](CO)[Ce@H
1(O)[C@H](O)[C@
H]30)C=C20C(C4
=CC=CC=C4)=C1

0.391

molécula 090

5.595166283

0=C1C2=C(0)C=C
(O[C@H]30[C@H]
(C(O)=0)[C@EH(
O)I[C@H](O)[C@H]
30)C=C20C(C4=C
C=CC=C4)=C1

0.631

molécula 091*

6.677780705

C[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(NC2CN
C2)=C1)=0)C3=C
C(C4=CC=C(CN[C
@@H]5CC[C@H](
0)C5)S4)=CC=C3

0.288

molécula 092

6.366531544

CI[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(NC2CN
C2)=C1)=0)C3=C

C(C4=CC=C(CN[C
@@H]5CC[C@@H
](0)C5)S4)=CC=C3

-0.024

molécula 093

6.946921557

CI[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(NC2CN
C2)=C1)=0)C3=C
C(C4=CC=C(CN[C
@H]SCC[C@@H](
0)C5)S4)=CC=C3

0.557

molécula 094

6.602059991

C[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(NC2CN
C2)=C1)=0)C3=C
C(C4=CC=C(CN[C
@H]5CC[C@H](O)
C5)S4)=CC=C3

0.212

molécula 095

6.091514981

CIC@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(N)=C1)
=0)C2=CC(C3=CC
=C(CNC(OC(C)(C)
C)=0)S3)=CC=C2

0.057




molécula 096*

5.744727495

C[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(N)=C1)
=0)C2=CC(C3=CC
C(CN)S3)=CC=C

-0.19

molécula 097

5.958607315

[C@@H](NC(C1=
C)C=CC(N)=C1)

0)C2=CC(C3=CC
=C(CNC(C4CcCCC

4)=0)S3)=CC=C2

Qg™

-0.46

molécula 098

5.638272164

C[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(NC(C)=
0)=C1)=0)C2=CC{(
C3=CC=C(CNC(C)
=0)S3)=CC=C2

-0.477

molécula 099

5.853871964

C[C@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(NC(C)=
0)=C1)=0)C2=CC{(
C3=CC=C(CN[C@
H]4CC[C@®@H](O)
C4)S3)=CC=C2

-0.682

molécula 100

5.619788758

C[C@]([H](C1=CC
=CC2=C1C3=CC=

CC=C3N2)NC(C4=
CC(NC5CCNCCS5)

=CC=C4C)=0

-0.354

molécula 101

6.22184875

C[C@]([H](C1=CC
(C2=CC=C(S2)C(O
CC)=0)=CC=C1)N
C(C3=CC(NC4CN
C4)=CC=C3C)=0

0.337

molécula 102

5.677780705

CC1=C(C(N[C@@]
(C)([H])C2=CSC3=
C2C=CC=C3)=0)C
=C(NC4COC4)C=
C1

0.084

molécula 103

6.096910013

C[C@](C1=C2C=C
C=CC2=CC=C1)(N
C(C3=CC(NC4CC
N(CC4)C(F)(F)F)=C
C=C3C)=0)[H]

0.482

molécula 104

4.695509472

0=C1C2=C(N(CC
OC)C=[N+]2CC3=

-0.817




NC=CN=C3)C(C4=
CC=CC=C41)=0

molécula 105

4.341035157

CN(C/C=C/C(NC1
=C(C=C2N=CN=C(
C2=C1)NC3=CC(C
[)=C(C=C3)F)O[C@
H]4CCOC4)=0)C

-0.731

molécula 106

4.8326826

[HI[C@@]12CCCN
1C([C@@H](C(C)C
)NC([C@H]([C@H]
(OC([CE@H](N(C(
CN(C2=0)C)=0)C)
C(C)C)=0O)C)NC(C
3=C4N=C5C(0C4=
C(C=C3)C)=C(C(C(
N)=C5C(N[C@H]6[
C@H](OC([Ce@H
I(N(C(CN(C([Ce@
]7(CCCN7C([C@@
H](C(C)C)NC6=0)
=0)[H])=0)C)=0)C)
C(C)C)=0)C)=0)=
0)C)=0)=0)=0

molécula 107

5.337242168

C[C@H]T[C@@H](
O)[C@@H](N)C[C
@H](O[C@H]2C[C
@@](CC3=C2C(0)
=C4C(C(C5=C(C(O
C)=CC=C5)C4=0)
=0)=C30)(C(CO)=
0)0)01

-0.715

molécula 108

4.935542011

CCOC1=C(NC(/C=
C/CN(C)C)=0)C=
2C(N=CC(C#N)=C
2NC3=CC(Cl)=C(O
CC4=CC=CC=N4)
C=C3)=C1

-0.053

molécula 109

4.779891912

O=[N+]([O-
])C1=CC(Cl)=C(NC
(C2=C(O)C=CC(Cl)
=C2)=0)C=C1

0.524

molécula 110

4.058638

C[C@@H]1CCC2
CI[C@@H](/C(=C/
C=C/C=C\[C@H](




C[C@H](C(=0)[C
@@H]([CE@H](/C
(=C/[C@H](C(=0)
CC(OC(=0)Cc3cCC
CN3C(=0)C(=0)[C
@@]1(02)0)[CeH
I(C)C[C@@H]4CC]
C@H]([C@@H](C4
)OC)0)C)/C)0)OC)
C)C)/C)OC

molécula 111

4.387216143

CN(CCOC1=CC=C
(/C(C2=CC=CC=C
2)=C(CC)\C3=CC=
CC=C3)C=C1)C

-1.101

molécula 112

4.12090412

0=C1C=C(C2=CC
=C(0)C=C2)0C3=
C1C(0)=CC(0)=C3

0.009

molécula 113*

4.040005162

0=C1C=C(C2=CC
=C(0OC)C=C2)0C3
=C1C(0)=CC(0)=C
3

-0.173

molécula 114

4.555955204

C/C(C)=C/CC1=C
C(C(0C2=C3C=C
C(0)=C2)=C3C(04
)=0)=C4C=C10

-0.879

molécula 115*

6.173925197

0=C(NCC1=CC=C
C=C1)[C@@H](NC
([C@@H](NC(CCL)

=0)CC=C)=0)CC2

=CNC3=CC=CC=C
32

0.034

molécula 116*

5.088842391

0=C1C2=C(N=C(C
3=CN=CC=C3)02)
C(C4=CC=CC=C4

1)=0

-0.082

molécula 117

4.215668052

OC1=CC(0)=CC(/
C=C/C2=CC=C(O)
C=C2)=C1

0.003

molécula 118

6.036212173

CIC@@H](NC(C1=
C(C)C=CC(NC2CN
C2)=C1)=0)C3=C
C(C4=CC=C(C(NC
[C@H]5CCCO5)=
0)S4)=CC=C3

-0.461




molécula 119

5.161150909

CC1=C(C(N[C@@
H](C2=C(C=CC=C
3)C3=CC=C2)C)=
0)C=CC=C1

0.066

molécula 120*

4.823908741

ClC1=C(C(N[C@@
H](C2=C(C=CC=C
3)C3=CC=C2)C)=
0)C=CC=C1

-0.104

molécula 121

4.37675071

CC1=C(C(N[C@@
H](C2=C(C=CC=C
3)C3=CC=C2)C)=
0)SC=C1

-1.046

molécula 122

5.124938737

O=C(N[C@@H](C1
=C(C=CC=C2)C2=
=C1)C)C3=C(C)
=C(N)C=C3

0.14

molécula 123

OOO

=C(N[C@@H](C1
C(C=CC=C2)C2=
C 1)C)C3=C(C)

-0.46

molécula 124

C=CC(N(C)C)=C3
0=C(N[C@@H](C1
=C(C=CC=C2)C2=
CC=C1)C)C3=C(C)
C=C(NS(C)(=0)=0)
C=C3

-0.387

molécula 125

5.119186408

C[C@@H](C1=C2
C=CC=CC2=CC=C
1)N3CC4=C(C3)C=
cc=C4

-0.62

molécula 126

4.244125144

CIC@H](C1=C2C-=
CC=CC2=CC=C1)
N3CC4=C(C3)C=C
(N)C=C4

-1.537

molécula 127*

4.886056648

OC(C=C1)=C(C2=
C(0O)C=C(0)C3=C2
OC(C4=CC=C(0)C
=C4)=CC3=0)C=C
1C5=CC(C6=C(0)
C=C(0)C=C605)=
o)

0.385

molécula 128

4.364516253

OC(C=C1)=C(C2=
C(0)C=C(0)C3=C2
OC(C4=CC=C(0C)
C=C4)=CC3=0)C=

-0.244




C1C5=CC(C6=C(O
)C=C(0)C=C605)=
O

molécula 129*

4.525783736

OC(C=C1)=CC=C1
C(02)=CC(C3=C2
C(C4=C(0C)C=CC
(C5=CC(C6=C(0)C
=C(0OC)C=C605)=
0)=C4)=C(0)C=C3
0)=0

-0.247

molécula 130

4.505845406

0OC1=CC(0)=C2C(
OC(C3=CC(C4=C(
0)C=C(0)C5=C40
C(C6=CC=C(0OC)C
=C6)=CC5=0)=C(
0C)C=C3)=CC2=0
)=C1

-0.231

molécula 131

4.458420756

0C1=C2C(OC(C3=
CC(C4=C(0)C=C(
0)C5=C40C(C6=C
C=C(0OC)C=C6)=C
C5=0)=C(OC)C=C
3)=CC2=0)=CC(O
C)=C1

-0.417

molécula 132

4.438898616

OC(C=C1)=CC=C1
[C@H]20C3=C(C([
C@H]2C4=C(0)C=
C(0)C5=C40C(C6

=CC(0)=C(0)C=C6
)=CC5=0)=0)C(0)

=CC(0)=C3

0.089

molécula 133

5.022276395

0C1=CC2=C(C(C=
C(C3=CC=C(0C4=
C(O)C(C(C=C(C5=

CC=C(0)C=C5)0s6)
=0)=C6C=C40)C=
C3)02)=0)C(0)=C

1

0.665

molécula 134

4.580044252

0C1=CC2=C(C(C=
C(C3=CC=C(0C4=
C(0)C(C(C=C(C5=
CC=C(OC)C=C5)0
6)=0)=C6C=C40C

0.025




)C=C3)02)=0)C(0O)
=C1

molécula 135*

4.642065153

0OC1=CC2=C(C(C=
C(C3=CC(0C4=C
C=C(C(OC5=C6C(
0)=CC(0)=C5)=CC
6=0)C=C4)=C(0OC)

=C3)02)=0)C(0)
=C1

0.279

molécula 136

5.484126156

ClC1=CC=C2C(N=
C3C=CC(OC)=CC
3=C2NC4=CC(CN(
C)C)=C(O)C(CN(C)
C)=C4)=C1

0.17

molécula 137

5.591760035

ClC1=CC=C2C(N=
C3C=CC(OC)=CC
3=C2NC4=CC=C(
O)C(CN5CCCC5)=
C4)=C1

0.156

molécula 138*

5.292429824

CC1=CC=C(NC(N
C(N)=0)=0)C=C1C
(N[C@H](C)C2=C
C=CC3=C2C=CC=
C3)=0

-0.002

molécula 139

5.193820026

CC1=CC=C(NC(C

=C)=0)C=C1C(N[C
@H](C)C2=CC=CC
3=C2C=CC=C3)=0

-0.148

molécula 140

4.364516253

0=C(C1=C(C(F)(F)
F)C=CC(N)=C1)NC
2=CC=CC3=C2C=
CC=C3

-0.874

molécula 141

4.774690718

CC1=CC=C(NC(N
CCCC)=0)C=C1C(
N[C@H](C)C2=CC
=CC3=C2C=CC=C
3)=0

-0.675

molécula 142

5.15490196

CC1=CC=C(NC(O
C2=CC=C([N+]([O-
])=0)C=C2)=0)C=
C1C(N[C@H](C)C
3=CC=CC4=C3C=
CC=C4)=0

-0.043




molécula 143

4.896196279

CC1=CC=C(NC(C

CCC)=0)C=C1C(N
[C@H](C)C2=CC=

CC3=C2C=CC=C3
)=0

-0.543

molécula 144

4.716020716

C[C@H](C1=CC=C
C2=C1C=CC=C2)
N(C)CC3=CNC(NC
3=0)=0

-0.756

molécula 145

5.148741651

CN([C@@H](C1=C
C=CC2=C1C=CC=
C2)C)CC3=CC=C
N3

-0.32

molécula 146*

4.931443105

CN([C@@H](C1=C
C=CC2=C1C=CC=
C2)C)CC3=CC=C(

OC)N=C3

-0.397

molécula 147

5.289882635

CN([C@@H](C1=C
C=CC2=C1C=CC=
C2)C)CC3=CC4=C
(N=CC=C4)C=C3

-0.256

molécula 148

6.207608311

CN([C@@H](C1=C
C=CC2=C1C=CC=
C2)C)CC3=CC=CC
4=C3C=CN4

0.319

molécula 149

5.801342913

CN([C@@H](C1=C
C=CC2=C1C=CC=
C2)C)CC3=CC4=C
(NC=C4)C=C3

-0.085

molécula 150*

5.886056648

CN([C@@H](C1=C
C=CC2=C1C=CC=
C2)C)CC3=CC4=C
(C=CN4)C=C3

-0.066

molécula 151

5.607303047

CN([C@@H](C1=C
C=CC2=C1C=CC=
C2)C)CC3=CC4=C
(NN=N4)C=C3

-0.15

molécula 152*

6.180456064

CN([C@@H](C1=C
C=CC2=C1C=CC=
C2)C)CC3=CC4=C
(NN=C4)C=C3

0.336

molécula 153

6.173925197

CN(CC1=CNC2=C
1C=CC=C2)[C@H]

0.309




(C)C3=CC=CC4=C
3C=CC=C4

molécula 154

5.93930216

CN(CC1=CN(C2=
C1C=CC=C2)CC(
N)=0)[C@H](C)C3
=CC=CC4=C3C=C
C=C4

-0.124

molécula 155

5.399027104

CN([C@@H](C1=C
C=CC2=C1C=CC=
C2)C)CC3=NNC4=
C3C=C(0)C=C4

-0.507

molécula 156

5.886056

CN([C@@H](C1=C
C=CC2=C1C=CC=
C2)C)CC3=CC=C(

B(0)0)C=C3

molécula 157

6.060480747

CN([C@@H](C1=C
C=CC2=C1C=CC=
C2)C)CC3=C(C)C=
CC(0)=C3

0.534

molécula 158

5.812479279

CN([C@@H](C1=C
C=CC2=C1C=CC=
C2)C)CC3=CC=CC
(0)=C3

0.552

molécula 159

6.173925197

CN([C@@H](C1=C
C=CC2=C1C=CC=
C2)C)CC3=CC=C(

0)C=C3

0.921

molécula 160

5.187755303

CN([C@@H](C1=C
C=CC2=C1C=CC=
C2)C)CC3=CC(F)=
C(O)C(F)=C3

0.196

molécula 161

6.045757491

CN([C@@H](C1=C
C=CC2=C1C=CC=
C2)C)CC3=C(C)C=
C(0)C=C3

0.674

molécula 162

6.096910013

CN([C@@H](C1=C
C=CC2=C1C=CC=
C2)C)CC3=C(Cl)C

=C(0)C=C3

0.929

molécula 163

6.251811973

CN([C@@H](C1=C
C=CC2=C1C=CC=
C2)C)CC3=C(OC)
C=C(0)C=C3

1.074




molécula 164

5.051098239

CN([C@@H](C1=C
C=CC2=C1C=CC=
C2)C)CC3=CC=C(

0)C(0)=C3

-0.087

molécula 165

5.565431096

CN([C@@H](C1=C
C=CC2=C1C=CC=
C2)C)CC3=CC(0)
CC(0)=C3

0.487

molécula 166

5.259637311

CN([C@@H](C1=C
C=CC2=C1C=CC=
C2)C)CC3=NC=C(

0)C=C3

0.161

molécula 167

5.213248578

CN([C@@H](C1=C
C=CC2=C1C=CC=
C2)C)CC3=NC=C

C(S(=0)(N)=0)=C3

-0.452

molécula 168

6.050609993

CN([C@@H](C1=C
C=CC2=C1C=CC=
C2)C)CC3=C(C)C=
CC(N)=C3

0.516

molécula 169

4.780153614

CN([C@@H](C1=C
C=CC2=C1C=CC=
C2)C)CC3=CN=C(

N)N=C3

-0.563

molécula 170

5.354577731

CN([C@@H](C1=C
C=CC2=C1C=CC=
C2)C)CC3=CC=C(

NC(C)=0)C=C3

0.027

molécula 171

5.841637508

CN([C@@H](C1=C
C=CC2=C1C=CC=
C2)C)CC3=C(F)C=
C(N)C=C3F

0.433

molécula 172

5.035269079

CN([C@@H](C1=C
C=CC2=C1C=CC=
C2)C)CC3=CC=C(

N(CCO)C)C=C3

-0.404

molécula 173

6.744727495

BrC1=CC=C2C(C(
C(C(C)=0)=C(C)N
3)=C3C(C2=0)=0)
=C1

1.261

molécula 174

6.552841969

0=C(C1=CC=CC-=
C1C2=C3N(CC4=
CC=CC=C4)C(CN

0.486




molécula 175

5.982966661

0.633

molécula 176

5.886056648

0.426

molécula 177

4.9531148

ClC1=C(Cl)C(C2=
NON=C2C1=0)=0

molécula 178

4.94577009

0=C(C1=C(C2=C3
C=CC=N2)C=CC=
C1)C3=0

0.068

molécula 179

4.747389659

0O=C(OCC)C1=C(C
)IN(C)C(C2=0)=C1
C3=CC(Br)=CC=C
3C2=0

-0.845

molécula 180

4.769551079

0C1=C2C(C=CC=
C2)=CN=C1Br

0.279

molécula 181

4.721246399

CC1=CC(N)=C(O)
C2=C1C=CC=N2

0.095

molécula 182

5.68613278

0=C(OC)C1=CC(C
2=CC=CC=C2)=N
C(C1C3=0)C(N4C
CCCC4)=CC3=0

0.118

molécula 183

5.681936665

O=C(C1=NON=C1

2)C(NC3=CC=CC=
C3)=C(NC(C)=0)C
2=0

0.435

molécula 184

4.644931794

CN(CN1C)C2=C(C
1=CC=C3)C3=CC=
C2

-0.339

molécula 185

4.607303047

0=C1C(Cl)=C(N2C
CCCC2)C(C3=C1C
=CC=C3)=0

-0.201

molécula 186

4.589560214

NC1=CC2=NSC=C
2C=C1

-0.722

molécula 187

4.543026986

NC1=CN(CC2CCO
CC2)N=C1

-0.35

molécula 188

4.520280765

CCN1C(C=C(O)N=
C20)=C2C(N)=N1

-0.264




molécula 189*

5.364516253

0=C(C1=0)C=C(N
2CCOCC2)C3=C1
C=CC=C3

0.15

molécula 190

5.333482019

OC1=C(Br)C2=CC
=CC=C2C=N1

0.68

molécula 191*

5.294136288

0O=C(C1=CC=CC=
C1C2=C3N(C)C(C)
=C2C(0CC)=0)C3

O

-0.219

molécula 192*

5.136082623

)C1=CC(C

)=C(N(C
)C(C2=0)=0)C2

=C

/—\

O=[N+]([O-
)C1=
1

-0.351

molécula 193

5.055024092

@)
C

TNC(C2=CC=
C2C1)=0

0.108

molécula 194

5.044793462

C=
(C(C(N1CC2=C
CC=C2)=0)=C(

C)C=C10)=0

NC
C=

0.316

molécula 195

5.033858267

0=C(NC1=0)C2=C
C=CC=C2C1=0

-0.137

molécula 196*

6.750312572

C[C@H](C1=CC(C
2=CC=CS2)=CC(C
3=CC=CS3)=C1)N
C(C4=C(C)C=CC(

N)=C4)=0

0.131

molécula 197

6.76649624

C[C@H](C1=CC(C
2=CC=CS2)=CC(C
3=CC=CS3)=C1)N
C(C4=C(C)C=CC(
NC5CNC5)=C4)=0

0.167

molécula 198

6.468776625

C[C@H](C1=CC(C
2=CC=CS2)=CC(C
3=CC=CS3)=C1)N
C(C4=C(C)C=CC(
NCC5CNC5)=C4)=
O

-0.207

molécula 199*

6.734946211

C[C@H](C1=CC(C
2=CC=CS2)=CC(C
3=CC=CS3)=C1)N
C(C4=C(C)C=CC(

NC5CCN(CC5)C)
C4)=0

-0.366




molécula 200

6.93330145

C[C@H](C1=CC(C
2=CC=CS2)=CC(C
3=CC=CS3)=C1)N
C(C4=C(C)C=CC(
NCCN5CCCCC5)
C4)=0

-0.063

molécula 201

6.83209219

C[C@H](C1=CC(C
2=CC=CS2)=CC(C
3=CC=CS3)=C1)N
C(C4=C(C)C=CC(
NC(CN)=0)=C4)=
)

0.095

molécula 202

6.927382523

C[C@H](C1=CC(C
2=CC=CS2)=CC(C
3=CC=CS3)=C1)N
C(C4=C(C)C=CC(
NC(CN(C)C)=0)=C
4)=0

0.253

molécula 203

6.788345599

C[C@H](C1=CC(C
2=CC=CS2)=CC(C
3=CC=CS3)=C1)N
C(C4=C(C)C=CC(

NC(C5CCNCC5)=
0)=C4)=0

-0.143

molécula 204

7.186419011

C[C@H](C1=CC(C
2=CC=CS2)=CC(C
3=CC=CS3)=C1)N
C(C4=C(C)C=CC(

OCCN)=C4)=0

0.266

molécula 205*

7.179142011

C[C@H](C1=CC(C
2=CC=CS2)=CC(C
3=CC=CS3)=C1)N
C(C4=C(C)C=CC(

OCCN(C)C)=C4)=

0

0.342

molécula 206

7.119758224

C[C@H](C1=CC(C
2=CC=CS2)=CC(C
3=CC=CS3)=C1)N
C(C4=C(C)C=CC(
OCCN5CCCC5)=C
4)=0

-0.186

molécula 207

6.435215615

C[C@H](C1=CC(C
2=CC=CS2)=CC(C
3=CC=CS3)=C1)N

-0.532




C(C4=C(C)C=CC(
OCCN5CCOCC5)=
C4)=0

molécula 208

6.877456476

C[C@@H](NC(C1=
C(C=CC(OCCI[N+](
C)(C)C)=C1)C)=0)
C2=CC(C3=CC=C
S3)=CC(C4=CC=C
S4)=C2

-0.008

molécula 209

7.003050752

C[C@H](C1=CC(C
2=CSC=C2)=CC(C
3=CSC=C3)=C1)N
C(C4=C(C)C=CC(
OCCN(C)C)=C4)=
O

-0.102

molécula 210*

6.844056982

C[C@H](C1=CC(C
2=CC=C(S2)C)=C
C(C3=CC=C(S3)C)
=C1)NC(C4=C(C)C
=CC(OCCN(C)C)=
C4)=0

-0.155

molécula 211

6.694218849

C[C@H](C1=CC(C
2=CC=C02)=CC(C
3=CC=C03)=C1)N
C(C4=C(C)C=CC(
OCCN(C)C)=C4)=
0

0.182

molécula 212

7.077274542

C[C@H](C1=CC(C
2=COC=C2)=CC(C
3=COC=C3)=C1)N
C(C4=C(C)C=CC(
OCCN(C)C)=C4)=
0

0.334

molécula 213

6.962573502

C[C@H](C1=CC(C
2=CN=CS2)=CC(C
3=CN=CS3)=C1)N
C(C4=C(C)C=CC(
OCCN(C)C)=C4)=
O

0.053

molécula 214

6.987162775

C[C@H](C1=CC(C
2=CC=CC=C2)=C

C(C3=CC=CC=C3)
=C1)NC(C4=C(C)C

0.881




=CC(OCCN(C)C)=
C4)=0

molécula 215

6.776504059

C[C@H](C1=CC(C
2=CC=C(C=C2)0)
=CC(C3=CC=C(C=
C3)0)=C1)NC(C4
C(C)C=CC(OCCN
C)C)=C4)=0

—_

0.647

molécula 216

5.709965389

C[C@H](C1=CC(C
2=CN=C(N=C2)0C
)=CC(C3=CN=C(N

=C3)0C)=C1)NC(C
4=C(C)C=CC(0CC
N(C)C)=C4)=0

-0.498

molécula 217

6.820735536

C[C@H](C1=CC(C
2=CN(N=C2)C)=C
C(C3=CN(N=C3)C)
=C1)NC(C4=C(C)
=CC(OCCN(C)C)=
C4)=0

-0.033

molécula 218

6.74836178

C[C@H](C1=CC(C
2=CN(N=C2)C(F)F)
=CC(C3=CN(N=C3
)C(F)F)=C1)NC(C4
=C(C)C=CC(OCCN
(C)C)=C4)=0

-0.184

molécula 219

6.408601449

C[C@H](C1=CC(C
2=C(ON=C2C)C)=
CC(C3=C(ON=C3
C)C)=C1)NC(C4=C
(C)C=CC(OCCN(C
)C)=C4)=0

-0.319

molécula 220

6.740645073

C[C@H](C1=CC(C
2=CN(N=C2)CCO
C)=CC(C3=CN(N=
C3)CCOC)=C1)NC
(C4=C(C)C=CC(O
CCN(C)C)=C4)=0

-0.299

molécula 221*

6.781727146

C[C@H](C1=CC(C
2=CN(N=C2)CCO)
=CC(C3=CN(N=C3
)CCO)=C1)NC(C4=
C(C)C=CC(OCCN(
C)C)=C4)=0

-0.12




molécula 222*

6.353204311

C[C@H](C1=CC(C
2=CC=NN2CC)=C
C(C3=CC=NN3CC
)=C1)NC(C4=C(C)
C=CC(OCCN(C)C)
=C4)=0

-0.312

molécula 223

6.333856573

C[C@H](C1=CC(C
2=CC=NN2C)=CC(
C3=CC=NN3C)=C
1)NC(C4=C(C)C=C
C(OCCN(C)C)=C4)
=0

-0.278

molécula 224

6.816160963

0=C(C1=C(C)C=
C(OCCN(C)C)=C1)
N[C@@H](C2=CC(
C3=CC=CS3)=CC(
C4=CN(N=C4)C)=
C2)C

C
’

-0.016

molécula 225

7.086716098

0=C(C1=C(C)C=
C(OCCN(C)C)=C1)
N[C@@H](C2= C(
C3=CC=CS3)=C
C4=CNN=C4)=CZ
C

C
’

VA

0.351

molécula 226

7.126679398

0=C(C1=C(C)C=

C(OCCN(C)C)=C1)

N[C@@H](C2=CC(
)=C

C
1
C3=CC=CS3

C(
C4=CN(N=C4)C(F)
F)=C2)C

0.188

molécula 227

6.93404702

0=C(C1=C(C)C=C
C(OCCN(C)C)=C1)
N[C@@H](C2=CC(
C3=CC=CS3)=CC(
C4=CN(N=C4)CC
N(C)C)=C2)C

-0.078

molécula 228*

6.951558196

0O=C(C1=C(C)C=
C(OCCN(C)C)=C1)
N[C@@H](C2=CC(
C3=CC=CS3)=CC(
C4=CN(N=C4)CC
0C)=C2)C

C
1

-0.006

molécula 229*

6.945004138

0=C(C1=C(C)C=C
C(OCCN(C)C)=C1)

0.061




N[C@@H](C2=CC(
C3=CC=CS3)=CC(
C4=CN(N=C4)CC
0)=C2)C

molécula 230

7.086716098

0=C(C1=C(C)C=C

C(OCCN(C)C)=C1)
N[C@@H](C2=CC(
C3=CC=CS3)=CC(

C4=CN(N=C4)CC(

N)=0)=C2)C

0.231

molécula 231

7.131943638

0=C(C1=C(C)C=C

C(OCCN(C)C)=C1)
N[C@@H](C2=CC(
C3=CC=CS3)=CC(

C4=CN(N=C4)CC(

F)(F)F)=C2)C

0.151

molécula 232*

7.041436117

0=C(C1=C(C)C=
C(OCCN(C)C)=C1)
N[C@@H](C2=CC(
C3=CC=CS3)=CC(
C4=CC=C(S4)CN)
=C2)C

C
’

0.106

molécula 233

7.177831921

0=C(C1=C(C)C=C
C(OCCN(C)C)=C1)
N[C@@H](C2=CC(
C3=CC=CS3)=CC(
C4=CN(N=C4)CC

N5CCOCC5)=C2)
C

0.038

molécula 234

7.038578906

0=C(C1=C(C)C=C
C(OCCN(C)C)=C1)
N[C@@H](C2=CC(
C3=CC=CS3)=CC(
C4=CN=C(C=C4)N
5CCOCC5)=C2 )C

0.273

molécula 235

6.964570262

0=C(C1=C(C)
C(OCCN(C)C)=
N[C@@H](C2
C3=CN(C)N=C3)=
CC(C4=CN=CS4)
C2)C

C)
=CC(

0.144

molécula 236

6.920095532

0=C(N[C@H](C)C
1=CC(C2=CN(N=C
2)C)=CC(C3=CC=

-0.006




C(O3)CN4cCcCocCC
4)=C1)C5=C(C)C=
CC(OCCN(C)C)=C
5

molécula 237

7.135488919

O=C(N[C@H](C

1=CC(C2=CN(N=C
2)C)=CC(C3=CN(N
=C3)CC(N)=0)=C1
)C4=C(C)C=CC(O
CCN(C)C)=C4

)C

0.308

molécula 238

6.927382523

O=C(N[C@H](C)C
1=CC(C2=CN(N=C
2)C)=CC(C3=CN(N
=C3)C(C)=0)=C1)
C4=C(C)C=CC(OC
CN(C)C)=C4

0.103

molécula 239

7.135133086

O=C(N[C@H](C)C
1=CC(C2=CN(N=C
2)C)=CC(C3=CN(N
=C3)CC4CCOCC4
)=C1)C5=C(C)C=C
C(OCCN(C)C)=C5

0.076

molécula 240

7.005243055

CN1N=CC(C2=CC
(C3=CN(N=C3)CC

N4CCOCC4)=CC([
C@H](NC(C5=C(C
)C=CC(OCCN(C)C

)=C5)=0)C)=C2)=C
1

-0.089

molécula 241

6.963371105

CN1N=CC(C2=CC
(C3=CN(N=C3)C(C
)C)=CC([C@H](NC
(C4=C(C)C=CC(O
CCN(C)C)=C4)=0)
C)=C2)=C1

0.077

molécula 242

6.988429556

CN1N=CC(C2=CC
(C3=CN(N=C3)C4
CC4)=CC([C@H](
NC(C5=C(C)C=CC
(OCCN(C)C)=C5)=
0)C)=C2)=C1

0.134

molécula 243

6.950007143

CN1N=CC(C2=CC
(C3=CN(N=C3)CC(
F)(F)F)=CC([C@H](

0.028




NC(C4=C(C)C=CC
(OCCN(C)C)=C4)
0)C)=C2)=C1

molécula 244*

6.877784122

CN1N=CC(C2=CC

(C3=CC=C(C4=C3)
C=NN4C)=CC([C@
HJ(NC(C5=C(C)C=

CC(OCCN(C)C)=C

5)=0)C)=C2)=C1

-0.133

molécula 245

7.055024092

CN1N=CC(C2=CC
(C3=CN=C(N4CC
0OCC4)C=C3)=CC([
C@@H](C)NC(C5=
C(C=CC(OCCN(C)
C)=C5)C)=0)=C2)=
C1

0.327

molécula 246

7.007446482

CN1N=CC(C2=CC
(C3=CN(C(F)F)N=
C3)=CC([C@@H](
C)NC(C4=C(C=CC
(OCCN(C)C)=C4)C
)=0)=C2)=C1

0.128

molécula 247

7.038104526

CC(C=CC(OCCN(

C)C)=C1)=C1C(N[

C@H](C)C2=CC(C
3=CN(N=C3)CCO)
=CC(C4=CN(C(F)F
)N=C4)=C2)=0

0.103

molécula 248

6.78994915

CC(C=CC(OCCN(
C)C)=C1)=C1C(N[
C@H](C)C2=CC(C
3=CN(N=C3)C(C)C
)=CC(C4=CN(C(F)
F)N=C4)=C2)=0

-0.17

molécula 249

6.951169913

CC(C=CC(OCCN(
C)C)=C1)=C1C(N[
C@H](C)C2=CC(C
3=CN(N=C3)CCO
C)=CC(C4=CN(C(F
)F)N=C4)=C2)=0

-0.048

molécula 250

6.915423722

CC(C=CC(OCCN(
C)C)=C1)=C1C(N[
C@H](C)C2=CC(C
3=CN(N=C3)COC)

-0.033




=CC(C4=CN(C(F)F
JN=C4)=C2)=0

molécula 251

7.015022874

CC(C=CC(OCCN(
C)C)=C1)=C1C(N[
C@H](C)C2=CC(C
3=CN(N=C3)C4CC
4)=CC(C5=CN(C(F
)JF)N=C5)=C2)=0

0.087

molécula 252*

6.838631998

CC(C=CC(OCCN(

C)C)=C1)=C1C(N[
C@H](C)C2=CC(C
3=CN(N=C3)CCN(
C)C)=CC(C4=CN(

CCO)N=C4)=C2)=

O

-0.174

molécula 253

7.140261434

CC(C=CC(OCCN(
C)C)=C1)=C1C(N[
C@H](C)C2=CC(C
3=CC=C(CN4CCC
C4)S3)=CC(C5=C
N(CCO)N=C5)=C2)
=0

-0.382

molécula 254

6.991399828

CC(C=CC(OCCN(

C)C)=C1)=C1C(N[

C@H](C)C2=CC(C
3=CN(N=C3)CCO

C)=CC(C4=CN(CC
O)N=C4)=C2)=0

0.021

molécula 255

7.034328029

CN1N=CC(C2=CC
(C3=CN(CCO)N=C
3)=CC([C@@H](C)
NC(C4=C(C=CC(O
CCN(C)C)=C4)C)=
0)=C2)=C1

0.183

molécula 256*

6.847711656

CC(C=CC(OCCN(
C)C)=C1)=C1C(N[
C@H](C)C2=CC(C
3=CC=NN3C)=CC(
C4=CN(CCO)N=C
4)=C2)=0

0.115

molécula 257

7.04349541

CC(C=CC(OCCN(
C)C)=C1)=C1C(N[

C@H](C)C2=CC(C
3=CN(CC(N)=0)N=

0.094




C3)=CC(C4=CN(C
COC)N=C4)=C2)=
O

molécula 258

6.957424488

CC(C=CC(OCCN(
C)C)=C1)=C1C(N[
C@H](C)C2=CC(C
3=CN=CS3)=CC(C
4=CN(CCOC)N=C
4)=C2)=0

0.011

molécula 259

6.684659523

CC(C=CC(OCCN(
C)C)=C1)=C1C(N[
C@H](C)C2=CC(C
3=CN(CC(F)F)N=C
3)=CC(C4=CN(CC
OC)N=C4)=C2)=0

-0.33

molécula 260

6.830325566

CC(C=CC(OCCN(
C)C)=C1)=C1C(N[
C@H](C)C2=CC(C
3=NN(C)C=C3)=C
C(C4=NN(C)C=C4)
=C2)=0

0.212

molécula 261

7.007004902

CC(C=CC(OCCN(
C)C)=C1)=C1C(N[
C@H](C)C2=CC(C
3=CN(CCOC)N=C
3)=CC(C4=NN(C)C
=C4)=C2)=0

0.194

molécula 262

7.014124643

CC(C=CC(OCCN(
C)C)=C1)=C1C(N[

C@H](C)C2=CC(C
3=CN(C(F)F)N=C3)
=CC(C4=NN(C)C=

C4)=C2)=0

0.244

molécula 263

6.949233689

CC(C=CC(OCCN(
C)C)=C1)=C1C(N[
C@H](C)C2=CC(C
3=CN(C(C)C)N=C3
)=CC(C4=NN(C)C=
C4)=C2)=0

0.169

molécula 264

6.906928694

CC(C=CC(OCCN(
C)C)=C1)=C1C(N[
C@H](C)C2=CC(C
3=CN(C4CC4)N=C

0.158




3)=CC(C5=NN(C)C
=C5)=C2)=0

molécula 265

6.932929144

CC1=C(C(N[C@@
H](C2=CC(C3=CN(
CCN4CCOCC4)N=
C3)=CC(C5=NN(C
=C5)C)=C2)C)=0)
C=C(OCCN(C)C)C
=C1

-0.052

molécula 266*

7.080398976

CC1=C(C(N[C@@
H](C2=CC(C3=CN(
CC4CCOCC4)N=C
3)=CC(C5=NN(C=
C5)C)=C2)C)=0)C
=C(OCCN(C)C)C=
C1

0.13

molécula 267

7.061980903

CC1=C(C(N[C@@
H](C2=CC(C3=CN(
CF)N=C3)=CC(C4=
NN(C=C4)C)=C2)C
)=0)C=C(OCCN(C)
C)C=C1

0.335

molécula 268

6.913996294

CC1=C(C(N[C@®@
H](C2=CC(C3=CN(
C)N=C3)=CC(C4=
NN(C=C4)C)=C2)C
)=0)C=C(OCCN(C)
C)C=C1

0.172

molécula 269*

6.488250289

CC1=C(C(N[C@®@
H](C2=CC(C3=CN(
C(F)F)N=C3)=CC(
C4=NN(C=C4)CC)
=C2)C)=0)C=C(0C
CN(C)C)C=C1

-0.319

molécula 270

6.693574972

CC1=C(C(N[C@®@
H](C2=CC(C3=NN(
CC)C=C3)=CC(C4
=NN(C=C4)CC)=C
2)C)=0)C=C(OCC
N(C)C)C=C1

0.03

molécula 271

6.682145511

CC1=C(C(N[C@®@
H](C2=CC(C3=CN(
C(C)C)N=C3)=CC(
C4=NN(C=C4)CC)

-0.14




=C2)C)=0)C=C(0C
CN(C)C)C=C1

molécula 272

6.578725209

CC1=C(C(N[C@@

H](C2=CC(C3=CN(
C4COC4)N=C3)=C
C(C5=NN(C=C5)C

C)=C2)C)=0)C=C(

OCCN(C)C)C=C1

-0.017

molécula 273*

6.633203617

CC1=C(C(N[C@@

H](C2=CC(C3=CN(
CC(F)F)N=C3)=CC

(C4=NN(C=C4)CC)
=C2)C)=0)C=C(0C
CN(C)C)C=C1

-0.199

molécula 274

6.473531488

CC1=C(C(N[C@@
H](C2=CC(C3=NN(
C)C=C3)=CC(C4=
NN(C=C4)CC)=C2)
C)=0)C=C(OCCN(
C)C)C=C1

-0.187

molécula 275

6.36081244

CC1=C(C(N[C@®@
H](C2=CC(C3=NN(
C(F)F)C=C3)=CC(
C4=NN(C=C4)CC)
=C2)C)=0)C=C(0C
CN(C)C)C=C1

-0.325

molécula 276

6.652279783

CC1=C(C(N[C@®@

H](C2=CC(C3=NN(
CC(F)F)C=C3)=CC

(C4=NN(C=C4)CC)
=C2)C)=0)C=C(0C
CN(C)C)C=C1

-0.047

molécula 277

6.567993313

CC1=C(C(N[C@®@
H](C2=CC(C3=CN(
CC(F)(F)F)N=C3)=
CC(C4=NN(C=C4)
CC)=C2)C)=0)C=C
(OCCN(C)C)C=C1

-0.275

molécula 278

6.971428747

CC1=C(C(N[C@®@
H](C2=CC(C3=CN(
C)N=C3)=CC(C4=
NN(C=C4)CC)=C2)
C)=0)C=C(OCCN(
C)C)C=C1

0.187




molécula 279 6.619426997 CC1=C(C(N[C@@ | -0.176
H](C2=CC(C3=CN(
COC)N=C3)=CC(C
4=NN(C=C4)CC)=
C2)C)=0)C=C(0C
CN(C)C)C=C1
molécula 280 6.783570169 CC1=C(C(N[C@@ | 0.702
H](C2=CC(C3=CN(
CCOC)N=C3)=CC(
C4=NN(C=C4)CC)
=C2)C)=0)C=C(0OC
CN(C)C)C=C1
Anexo |l
Molécula | Familia Aldehido | Cetona SMILES plC50 plC50
QSAR QSAR
Evolutivo | manual
mol_001 I p- 1- O=C(/C= | 5.561311 | 7.510226
Chalcona | Nitrobenz | Acetilpire | C/C1=CC | 136 199
aldehido | no =C(C=C1)
[N+]([O-
])=0)C2=
C3C=CC
4=CC=C
C5=CC=
C(C=C2)
C3=C45
mol_002 |1 p- 1- [O- 5.574015 | 7.287869
Aminopiri | Nitrobenz | Acetilpire | ][IN+](C(C | 118 561
midina aldehido | no =C1)=CC
=C1C2=N
C(N)=NC(
C3=C(C=
CC4=CC
=C5)C6=
C4C5=C
C=C6C=
C3)=C2)=
0]
mol_003R | Ill 2,3- p- 1- [O- 5.877305 | 7.586449
dihidrobe | Nitrobenz | Acetilpire | J[N+](C1= | 379 125
nzodiaze | aldehido | no CC=C(C2
pina (R) CC(C3=C




mol_003S

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (S)

p_
Nitrobenz
aldehido

1-
Acetilpire
no

[O-
IIN+](C1=
CC=C(C2
CC(C3=C
C=C4C5=
C3C=CC
6=C5C(C

5.877305
379

7.586461
284

mol_004R

IV 3,4-
dihidropir
azol (R)

p_
Nitrobenz
aldehido

1-
Acetilpire
no

[O-
IIN+](C1=
CC=C(C2
NN=C(C2
)C3=C4C
=CC5=C
C=CCé6=
Ccc=C(C=
C3)C4=C
56)C=C1)
=0

6.025335
866

6.999739
482

mol_004S

IV 3,4-
dihidropir
azol (S)

p_
Nitrobenz
aldehido

1-
Acetilpire
no

[O-
IIN+](C1=
CC=C(C2
NN=C(C2
)C3=C4C
=CC5=C
C=CC6=
CC=C(C=
C3)C4=C
56)C=C1)
=0

6.025335
866

6.997424
173




mol_005

\Y
Pirimidina
aminobe
nzimidaz
ol

p_
Nitrobenz
aldehido

1-
Acetilpire
no

[O-
IIN+])(C1=
CC=C(C2
=NC(NC3
=NC4=C(
N3)C=CC
=C4)=NC(
C5=C6C=

5 o1 I}
"‘6||08
MCDOO\I
N~ o 1
N o)
||\‘II o
0o O

RN
—
I}

6.067876
693

7.569442
099

mol_006

VI
Pirimido-
benzimid
azol

p_
Nitrobenz
aldehido

1-
Acetilpire
no

w -0
1l TR
Q& 8Z|0
003("3 it
||QOO/—\O

(@)
Il
R

27)C=C1)
[O-]

6.102668
705

7.979342
618

mol_007

|
Chalcona

p_
Nitrobenz
aldehido

9-
Acetilantr
aceno

c2C
C=C2)=C
C3=C1C=
CcCc=C3)/
C=C/C4=
CC=C([N
+]([O-
1)=0)C=C
4

5.304011
325

7.128897
374

mol_008

Il
Aminopiri
midina

p-
Nitrobenz
aldehido

9_
Acetilantr
aceno

[O-
IIN+](C(C
=C1)=CC
=C1C2=N
C(N)=NC(
C3=C4C(
C=CC=C

5.294559
61

6.919304
713




4)=CC5=
C3C=CC
=C5)=C2)
=0

mol_O009R

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (R)

p_
Nitrobenz
aldehido

9_
Acetilantr
aceno

[O-
IIN+](C1=
CC=C(C2
CC(C3=C
4C(C=CC
=C4)=CC
5=C3C=C
C=C5)=N
C6=C(N2)
C=CC=C
6)C=C1)=
o)

5.603013
333

7.472569
206

mol_009S

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (S)

p_
Nitrobenz
aldehido

9_
Acetilantr
aceno

[O-
IIN+](C1=
CC=C(C2
CC(C3=C
4C(C=CC
=C4)=CC
5=C3C=C
C=C5)=N
C6=C(N2)
C=CC=C
6)C=C1)=
o)

5.603013
333

7.472569
206

mol_010R

IV 3,4-
dihidropir
azol (R)

p_
Nitrobenz
aldehido

9-
Acetilantr
aceno

[O-
IIN+](C1=
CC=C(C2
NN=C(C2
)C3=C4C(
C=CC=C
4)=CC5=
C3C=CC
=C5)C=C
1)=0

5.814867
713

6.621150
243

mol_010S

IV 3,4-
dihidropir
azol (S)

p-
Nitrobenz
aldehido

9_
Acetilantr
aceno

[O-
IIN+](C1=
CC=C(C2
NN=C(C2
)C3=C4C(
C=CC=C

5.814867
713

6.618772
634




4)=CC5=
C3C=CC
=C5)C=C
1)=0

mol_011

\Y
Pirimidina
aminobe
nzimidaz
ol

p_
Nitrobenz
aldehido

9_
Acetilantr
aceno

[O-
IIN+](C1=
CC=C(C2
=NC(NC3
=NC4=C(
N3)C=CC
=C4)=NC(
C5=C6C(
C=CC=C
6)=CC7=
C5C=CC
=C7)=C2)
C=C1)=0

5.788831
558

8.255850
468

mol_012

VI
Pirimido-
benzimid
azol

p_
Nitrobenz
aldehido

9_
Acetilantr
aceno

O=[N+](C
1=CC=C(
C2=CC(C
3=C4C=C
C=CC4=
CC5=C3
C=CC=C
5)=NC6=
NC7=CC
=CC=C7
N26)C=C
1)[O-]

5.837872
049

7.598362
706

mol_013

|
Chalcona

p_
Nitrobenz
aldehido

1_
Acetilnaft
aleno

0=C(C1=
C2C(C=C
C=C2)=C
Cc=C1)/C
C/C3=CC
=C([N+]([

1

4.938657
264

6.391564
246

mol_014

Il
Aminopiri
midina

p-
Nitrobenz
aldehido

1_
Acetilnaft
aleno

[O-
IIN+](C(C
=C1)=CC
=C1C2=N
C(N)=NC(
C3=CC-=

4.984653
055

6.489056
429




CC4=C3
C=CC=C
4)=C2)=0

mol_015R

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (R)

p_
Nitrobenz
aldehido

1_
Acetilnaft
aleno

[O-

IIN+](C1=
CC=C(C2
CC(C3=C

5.275016
852

6.736605
877

mol_015S

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (S)

p_
Nitrobenz
aldehido

1_
Acetilnaft
aleno

IIN+](C1=
CC=C(C2
CC(C3=C

5.275016
852

6.736605
877

mol_016R

IV 3,4-
dihidropir
azol (R)

p_
Nitrobenz
aldehido

1_
Acetilnaft
aleno

[O-
IIN+](C1=
CC=C(C2
NN=C(C2
)C3=CC=
CC4=C3
C=CC=C
4)C=C1)=
o)

5.467943
623

6.977782
224

mol_016S

IV 3,4-
dihidropir
azol (S)

p_
Nitrobenz
aldehido

1_
Acetilnaft
aleno

[O-
IIN+](C1=
CC=C(C2
NN=C(C2
)C3=CC=
CC4=C3
C=CC=C
4)C=C1)=
o)

5.467943
623

6.971686
093

mol 017

V
Pirimidina

p-
Nitrobenz
aldehido

1_
Acetilnaft
aleno

[O-
IIN+](C1=
CC=C(C2

5.444114
446

7.530496
346




aminobe
nzimidaz
ol

=NC(NC3
=NC4=C(
N3)C=CC
=C4)=NC(
C5=CC=
CC6=C5
C=CC=C
6)=C2)C=
C1)=0

mol_018

Vi
Pirimido-
benzimid
azol

p_
Nitrobenz
aldehido

1_
Acetilnaft
aleno

O=[N+](C
1=CC=C(
C2=CC(C
3=C4C=C
C=CC4=

CC=C3)=
NC5=NC

6=CC=C

C=C6N25
)C=C1)[O

5.473129
952

6.877461
233

mol_019

I
Chalcona

p_
Nitrobenz
aldehido

2_
Acetilnaft
aleno

4.956094
292

6.392761
425

mol_020

Il
Aminopiri
midina

p_
Nitrobenz
aldehido

2.
Acetilnaft
aleno

[O-
JIN+](C(C
=C1)=CC
=C1C2=N
C(N)=NC(
C3=CC(C
=CC=C4)
=C4C=C3
)=C2)=0

4.996789
588

6.219898
832

mol_021R

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (R)

p-
Nitrobenz
aldehido

2_
Acetilnaft
aleno

[O-

IIN+](C1
CC=C(C2
CC(C3
C=C(C=
C=C4)C

200

5.296713
437

6.474538
064




=C3)=NC
5=C(N2)C
=CC=C5)
C=C1)=0

mol_021S

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (S)

p_
Nitrobenz
aldehido

2_
Acetilnaft
aleno

[O-
IIN+](C1=

5.296713
437

6.474524
629

mol_022R

IV 3,4-
dihidropir
azol (R)

p_
Nitrobenz
aldehido

2_
Acetilnaft
aleno

[O-

5.423881
891

6.707942
723

mol_022S

IV 3,4-
dihidropir
azol (S)

p_
Nitrobenz
aldehido

2.
Acetilnaft
aleno

[O-
IIN+](C1=
CC=C(C2
NN=C(C2
)C3=CC4
=C(C=C3)
C=CC=C
4)C=C1)=
o)

5.423881
891

6.712306
642

mol_023

V
Pirimidina
aminobe
nzimidaz
ol

p_
Nitrobenz
aldehido

2_
Acetilnaft
aleno

[O-
IIN+])(C1=
CC=C(C2
=NC(NC3
=NC4=C(
N3)C=CC
=C4)=NC(
C5=CC6=
C(C=C5)
C=CC=C
6)=C2)C=
C1)=0

5.451506
616

7.267048
82




mol_024

Vi
Pirimido-
benzimid
azol

p_
Nitrobenz
aldehido

2_
Acetilnaft
aleno

5.474855
499

6.881845
075

mol_025

I
Chalcona

p_
Nitrobenz
aldehido

Acetophe
none

4.531064
451

5.681488
109

mol_026

Il
Aminopiri
midina

p_
Nitrobenz
aldehido

Acetophe
none

[O-
IIN+](C(C
=C1)=CC
=C1C2=N
C(N)=NC(
C3=CC=
CC=C3)=
C2)=0

4.648788
601

6.616011
461

mol_027R

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (R)

p_
Nitrobenz
aldehido

Acetophe
none

[O-
IIN+](C1=
CC=C(C2
CC(C3=C
C=CC=C
3)=NC4=
C(N2)C=
CC=C4)C
=C1)=0

4.951048
832

6.830309
755

mol_027S

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (S)

p-
Nitrobenz
aldehido

Acetophe
none

[O-
IIN+](C1=
CC=C(C2
CC(C3=C
C=CC=C
3)=NC4=
C(N2)C=

4.951048
832

6.830238
324




CC=C4)C

=C1)=0
mol_028R | IV 3,4- p- Acetophe | [O- 5.067018 | 6.028811
dihidropir | Nitrobenz | none JIN+](C1= | 795 421
azol (R) aldehido CC=C(C2
NN=C(C2
)C3=CC=
CC=C3)C
=C1)=0
mol_028S | IV 3,4- p- Acetophe | [O- 5.067018 | 6.028030
dihidropir | Nitrobenz | none JIN+](C1= | 795 756
azol (S) aldehido CC=C(C2
NN=C(C2
)C3=CC=
CC=C3)C
=C1)=0
mol_029 |V p- Acetophe | [O- 5.069777 | 6.834744
Pirimidina | Nitrobenz | none JIN+](C1= | 16 563
- aldehido CC=C(C2
aminobe =NC(NC3
nzimidaz =NC4=C(
ol N3)C=CC
=C4)=NC(
C5=CC=
CC=C5b)=
C2)C=C1)
=0
mol_030 | VI p- Acetophe | O=[N+](C | 5.087923 | 6.185452
Pirimido- | Nitrobenz | none 1=CC=C( | 109 311
benzimid | aldehido C2=CC(C
azol 3=CC=C
C=C3)=N
C4=NC5=
CC=CcC=
C5N24)C
=C1)[0-]
mol_031 I p- 1- CN(C)C1 | 5.660165 | 7.738779
Chalcona | Dimetila | Acetilpire | =CC=C(/ | 753 864
minobenz | no C=C/C(C
aldehido 2=C(C=C
C3=CC=
C4)C5=C

3C4=CC=




C5C=C2)
=0)C=C1

mol_032

Il
Aminopiri
midina

p_
Dimetila
minobenz
aldehido

1-
Acetilpire
no

CN(C)C(
C=C1)=C

5.679547
654

7.562932
602

mol_033R

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (R)

p_
Dimetila
minobenz
aldehido

1-
Acetilpire
no

5.933612
417

7.819872
505

mol_033S

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (S)

p_
Dimetila
minobenz
aldehido

1-
Acetilpire
no

C6=C5C(
C=C4)=C
C=C6)=N
C7=C(N2)
C=CC=C
7)C=C1

5.933612
417

7.823195
231

mol_034R

IV 3,4-
dihidropir
azol (R)

p-
Dimetila
minobenz
aldehido

1-
Acetilpire
no

CN(C)C1
=CC=C(C
2NN=C(C
2)C3=C4
C=CC5=
CC=CC6
=CC=C(C
=C3)C4=

6.059954
999

7.252631
627




C56)C=C
1

mol_034S | IV 3,4- p- 1- CN(C)C1 | 6.059954 | 7.253044
dihidropir | Dimetila | Acetilpire | =CC=C(C | 999 217
azol (S) minobenz | no 2NN=C(C

aldehido 2)C3=C4
C=CC5=
CC=CCs6
=CC=C(C
=C3)C4=
C56)C=C
.

mol_035 |V p- 1- CN(C)C1 | 6.188068 | 7.809471
Pirimidina | Dimetila | Acetilpire | =CC=C(C | 708 575
- minobenz | no 2=NC(NC
aminobe | aldehido 3=NC4=C
nzimidaz (N3)C=C
ol C=C4)=N

C(C5=C6
C=CC7=
CC=CC8
=CC=C(C
=C5)C6=
C78)=C2)
C=C1

mol_036 | VI p- 1- CN(C)C1 | 6.206640 | 8.217081
Pirimido- | Dimetila | Acetilpire | =CC=C(C | 907 06
benzimid | minobenz | no =C1)C2=
azol aldehido CC(C3=C

4C=CC5=
ceC(C=C
C(C=C3)=
C46)=CC
=C5)=NC
7=NC8=C
C=CC=C
8N27

mol_037 || p- 9- CN(C)C1 | 5.450237 | 7.625885
Chalcona | Dimetila | Acetilantr | =CC=C(/ | 852 566

minobenz | aceno C=C/C(C
aldehido 2=C3C(C
=CC=C3)
=CC4=C2

C=CC=C




1
mol_038 |1 p- 9- CN(C)C( | 5.433039 | 7.455990
Aminopiri | Dimetila | Acetilantr | C=C1)=C | 947 127
midina minobenz | aceno C=C1C2=
aldehido NC(N)=N
C(C3=C4
C(C=CcC=
C4)=CC
=C3C=C
C=C5)=C
2
mol_039R | Ill 2,3- p- 9- CN(C)C1 | 5.685873 | 7.707935
dihidrobe | Dimetila | Acetilantr | =CC=C(C | 184 412
nzodiaze | minobenz | aceno 2CC(C3=
pina (R) aldehido c4c(C=C
C=C4)=C
C5=C3C=
CC=C5)=
NC6=C(N
2)C=CC=
C6)C=C1
mol_039S | Ill 2,3- p- 9- CN(C)C1 | 5.685873 | 7.709247
dihidrobe | Dimetila | Acetilantr | =CC=C(C | 184 742
nzodiaze | minobenz | aceno 2CC(C3=
pina (S) aldehido C4C(C=C
C=C4)=C
C5=C3C=
CC=C5h)=
NC6=C(N
2)C=CC=
C6)C=C1
mol_040R | IV 3,4- p- 9- CN(C)C1 | 5.899687 | 7.145082
dihidropir | Dimetila | Acetilantr | =CC=C(C | 431 943
azol (R) minobenz | aceno 2NN=C(C
aldehido 2)C3=C4
C(C=CC=
C4)=CC5
=C3C=C
C=C5)C=
C1
mol_040S | IV 3,4- p- 9- CN(C)C1 | 5.899687 | 7.142277
dihidropir | Dimetila | Acetilantr | =CC=C(C | 431 469
azol (S) aceno 2NN=C(C




minobenz 2)C3=C4
aldehido C(C=CC=
C4)=CC5
=C3C=C
C=C5)C=
C1
mol_041 |V p- 9- CN(C)C1 | 5.931152 | 8.764722
Pirimidina | Dimetila | Acetilantr | =CC=C(C | 517 237
- minobenz | aceno 2=NC(NC
aminobe | aldehido 3=NC4=C
nzimidaz (N3)C=C
ol C=C4)=N
C(C5=C6
C(C=CC=
C6)=CC7
=C5C=C
C=C7)=C
2)C=C1
mol_042 | VI p- 9- CN(C)C1 | 5.968103 | 8.108738
Pirimido- | Dimetila Acetilantr | =CC=C(C | 171 847
benzimid | minobenz | aceno =C1)C2=
azol aldehido CC(C3=C
4C=CC=
CC4=CC
5=C3C=C
C=C5)=N
C6=NC7=
CC=CC=
C7N26
mol_043 | | p- 1- CN(C)C1 | 5.065845 | 6.909491
Chalcona | Dimetila | Acetilnaft | =CC=C(/ | 583 808
minobenz | aleno C=C/C(C
aldehido 2=CC=C
C3=C2C=
CC=C3)=
0O)C=C1
mol_044 |1l p- 1- CN(C)C( |5.114140 | 7.045638
Aminopiri | Dimetila | Acetilnaft | C=C1)=C | 912 846
midina minobenz | aleno C=C1C2=
aldehido NC(N)=N
C(C3=CC
=CC4=C3
C=CC=C

4)=C2




mol_045R | Il 2,3- p- 1- CN(C)C1 | 5.336689 | 7.259601
dihidrobe | Dimetila | Acetilnaft | =CC=C(C | 167 303
nzodiaze | minobenz | aleno 2CC(C3=
pina (R) aldehido CC=CC4

=C3C=C
C=C4)=N
C5=C(N2)
C=CC=C
5)C=C1

mol_045S | Il 2,3- p- 1- CN(C)C1 | 5.336689 | 7.263301
dihidrobe | Dimetila | Acetilnaft | =CC=C(C | 167 52
nzodiaze | minobenz | aleno 2CC(C3=
pina (S) aldehido CC=CC4

=C3C=C
C=C4)=N
C5=C(N2)
C=CC=C
5)C=C1

mol_046R | IV 3,4- p- 1- CN(C)C1 | 5.503882 | 7.521714
dihidropir | Dimetila | Acetilnaft | =CC=C(C | 502 922
azol (R) minobenz | aleno 2NN=C(C

aldehido 2)C3=CC
=CC4=C3
C=CC=C
4)C=C1

mol_046S | IV 3,4- p- 1- CN(C)C1 | 5.503882 | 7.519244
dihidropir | Dimetila | Acetilnaft | =CC=C(C | 502 247
azol (S) minobenz | aleno 2NN=C(C

aldehido 2)C3=CC
=CC4=C3
C=CC=C
4)C=C1

mol_047 |V p- 1- CN(C)C1 | 5.590960 | 8.059624
Pirimidina | Dimetila | Acetilnaft | =CC=C(C | 803 249
- minobenz | aleno 2=NC(NC
aminobe | aldehido 3=NC4=C
nzimidaz (N3)C=C
ol C=C4)=N

C(C5=CC
=CC6=C5
=CC=C

020
=
O
e
(@)
i




mol_048 | VI p- 1- CN(C)C1 | 5.600471 | 7.409275
Pirimido- | Dimetila | Acetilnaft | =CC=C(C | 06 643
benzimid | minobenz | aleno =C1)C2=
azol aldehido CC(C3=C

C=CC4=
C3C=CC
=C4)=NC
5=NC6=C
C=CC=C
6N25

mol_049 | | p- 2- CN(C)C1 | 5.086391 | 6.907739
Chalcona | Dimetila | Acetilnaft | =CC=C(/ | 755 399

minobenz | aleno C=C/C(C
aldehido 2=CC(C=
CC=C3)=
C3C=C2)
=0)C=C1

mol_050 |1 p- 2- CN(C)C( | 5.136382 |6.779172
Aminopiri | Dimetila | Acetilnaft | C=C1)=C | 36 018
midina minobenz | aleno C=C1C2=

aldehido NC(N)=N
C(C3=CC
(C=CcC=
4)=C4C=
C3)=C2

mol_051R | Il 2,3- p- 2- CN(C)C1 | 5.366309 | 8.064971
dihidrobe | Dimetila | Acetilnaft | =CC=C(C | 772 134
nzodiaze | minobenz | aleno 2CC(C3=
pina (R) aldehido CC(C=CC

=C4)=C4
C=C3)=N
C5=C(N2)
C=CC=C
5)C=C1

mol_051S | lll 2,3- p- 2- CN(C)C1 | 5.366309 | 8.064940
dihidrobe | Dimetila Acetilnaft | =CC=C(C | 772 861
nzodiaze | minobenz | aleno 2CC(C3=
pina (S) aldehido CC(C=CC

=C4)=C4
C=C3)=N
C5=C(N2)
C=CC=C




mol_052R | IV 3,4- p- 2- CN(C)C1 | 5.453709 | 7.253420
dihidropir | Dimetila | Acetilnaft | =CC=C(C | 681 804
azol (R) minobenz | aleno 2NN=C(C

aldehido 2)C3=CC
4=C(C=C
3)C=CC=
C4)C=C1

mol_052S | IV 3,4- p- 2- CN(C)C1 | 5.453709 | 7.257246
dihidropir | Dimetila | Acetilnaft | =CC=C(C | 681 324
azol (S) minobenz | aleno 2NN=C(C

aldehido 2)C3=CC
4=C(C=C
3)C=CC=
C4)C=C1

mol_053 |V p- 2- CN(C)C1 | 5.607217 | 7.793257
Pirimidina | Dimetila | Acetilnaft | =CC=C(C | 235 906
- minobenz | aleno 2=NC(NC
aminobe | aldehido 3=NC4=C
nzimidaz (N3)C=C
ol C=C4)=N

C(C5=CC
6=C(C=
5)C=CC=
C6)=C2)C
=C1

mol_054 | VI p- 2- CN(C)C1 | 5.613343 | 7.407309
Pirimido- | Dimetila | Acetilnaft | =CC=C(C | 765 893
benzimid | minobenz | aleno =C1)C2=
azol aldehido CC(C3=C

C(C=CcC=
C4)=C4C
=C3)=NC
5=NC6=C
C=CC=C
6N25

mol_055 || p- Acetophe | CN(C)C1 | 4.678262 | 6.215146
Chalcona | Dimetila none =CC=C(/ | 735 156

minobenz C=C/C(C

aldehido 2=CC=C
C=C2)=0)
C=C1

mol_056 | Il p- Acetophe | CN(C)C( | 4.796213 | 7.194801
Aminopiri | Dimetila none C=C1)=C | 289 653
midina C=C1C2=




minobenz NC(N)=N
aldehido C(C3=CC
=CC=C3)
=C2
mol_057R | 1ll 2,3- p- Acetophe | CN(C)C1 | 5.000561 | 7.378131
dihidrobe | Dimetila none =CC=C(C | 752 583
nzodiaze | minobenz 2CC(C3=
pina (R) aldehido CC=CCs=
C3)=NC4
=C(N2)C=
CC=C4)C
=C1
mol_057S | lll 2,3- p- Acetophe | CN(C)C1 | 5.000561 | 7.377878
dihidrobe | Dimetila | none =CC=C(C | 752 304
nzodiaze | minobenz 2CC(C3=
pina (S) aldehido CC=CC=
C3)=NC4
=C(N2)C=
CC=C4)C
=C1
mol_058R | IV 3,4- p- Acetophe | CN(C)C1 | 5.068240 | 6.594602
dihidropir | Dimetila none =CC=C(C | 216 406
azol (R) minobenz 2NN=C(C
aldehido 2)C3=CC
=CC=C3)
C=C1
mol_058S | IV 3,4- p- Acetophe | CN(C)C1 | 5.068240 | 6.592626
dihidropir | Dimetila none =CC=C(C | 216 231
azol (S) minobenz 2NN=C(C
aldehido 2)C3=CC
=CC=C3)
C=C1
mol_059 |V p- Acetophe | CN(C)C1 | 5.241506 | 7.383607
Pirimidina | Dimetila none =CC=C(C | 537 624
- minobenz 2=NC(NC
aminobe | aldehido 3=NC4=C
nzimidaz (N3)C=C
ol C=C4)=N
C(C5=CC
=CC=C5)
=C2)C=C
1
mol_060 | VI p- Acetophe | CN(C)C1 | 5.230620 | 6.738796
Pirimido- | Dimetila none =CC=C(C | 016 971




benzimid
azol

minobenz
aldehido

mol_061

I
Chalcona

Vainillina

1-
Acetilpire
no

COC1=C(
0)C=CC{(/
C=C/C(C
2=C(C=C
C3=CC=
C4)C5=C
3C4=CC=
C5C=C2)
=0)=C1

5.398274
007

7.293939
243

mol_062

Il
Aminopiri
midina

Vainillina

1-
Acetilpire
no

0C(C(OC
)=C1)=CC
=C1C2=N
C(N)=NC(
C3=C4C(
c(c(c=C
4)=CC=C
5)=C5C=
C6)=C6C
=C3)=C2

5.480844
87

7.185426
577

mol_063R

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (R)

Vainillina

1-
Acetilpire
no

0C1=CC
=C(C2CC
(C3=C(C=
CC4=C5
C(C=C6)=
CC=C4)C
5=C6C=C
3)=NC7=
C(N2)C=
CC=C7)C
=C10C

5.743312
317

7.397251
063

mol_063S

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (S)

Vainillina

1-
Acetilpire
no

0C1=CC

=C(C2CC
(C3=C(C=
CC4=C5

C(C=C6)=
CC=C4)C
5=C6C=C

5.743312
317

7.394365
435




3)=NC7=
C(N2)C=
CC=C7)C
=C10C

mol_064R

IV 3,4-
dihidropir
azol (R)

Vainillina

1-
Acetilpire
no

0C1=CC
=C(C2NN
=C(C2)C3
=C4C=C
C5=CC=
CC6=CC
=C(C=C3)
C4=C56)
C=C10C

5.918308
44

6.862635
902

mol_064S

IV 3,4-
dihidropir
azol (S)

Vainillina

1-
Acetilpire
no

0C1=CC
=C(C2NN
=C(C2)C3
=C4C=C
C5=CC=
CC6=CC
=C(C=C3)
C4=C56)
C=C10C

5.918308
44

6.861551
133

mol_065

\Y
Pirimidina
aminobe
nzimidaz
ol

Vainillina

1-
Acetilpire
no

0C1=C(O
C)C=C(C
2=NC(NC
3=NC4=C
(N3)C=C
C=C4)=N
C(C5=C6
C=CC7=
CcCc=CC8
=CC=C(C
=C5)C6=
C78)=C2)
C=C1

5.991878
648

7.400132
653

mol_066

VI
Pirimido-
benzimid
azol

Vainillina

1-
Acetilpire
no

0C1=C(O
C)C=C(C
=C1)C2=
CC(C3=C
4C=CC5=
CeC(C=C
C(C=C3)=
C46)=CC
=C5)=NC

6.005044
706

7.813617
455




7=NC8=C
C=CC=C
8N27

mol_067

I
Chalcona

Vainillina

9_
Acetilantr
aceno

COC1=C(
0)C=CC{(/
C=C/C(C
2=C3C(C
=CC=C3)
=CC4=C2
C=CC=C

5.149354
061

6.925079
772

mol_068

Il
Aminopiri
midina

Vainillina

9_
Acetilantr
aceno

C3C=CC
=C5)=C2

5.213888
892

6.823123
886

mol_069R

I2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (R)

Vainillina

9_
Acetilantr
aceno

0C1=CC
=C(C2CC
(C3=C(C=
CC=C4)C
4=CC5=C
3C=CC=
C5)=NC6
=C(N2)C=
CC=C6)C
=C10C

5.474363
732

7.286267
134

mol_069S

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (S)

Vainillina

9-
Acetilantr
aceno

0C1=CC
=C(C2CC
(C3=C(C=
CC=C4)C
4=CC5=C
3C=CC-=
C5)=NC6
=C(N2)C=
CC=C6)C
=C10C

5.474363
732

7.286267
134

mol_070R

IV 3,4-
dihidropir
azol (R)

Vainillina

9_
Acetilantr
aceno

0C1=CC
=C(C2NN
=C(C2)C3
=C4C(C=

5.709168
915

6.492363
844




CC=C4)=
CC5=C3

C=CC=C
5)C=C10
C

mol_070S

IV 3,4-
dihidropir
azol (S)

Vainillina

9_
Acetilantr
aceno

0C1=CC
=C(C2NN
=C(C2)C3
=C4C(C=
CC=C4)=
CC5=C3
C=CC=C
5)C=C10
C

5.709168
915

6.492371
122

mol_071

V
Pirimidina
aminobe
nzimidaz
ol

Vainillina

9_
Acetilantr
aceno

0C1=C(O
C)C=C(C

2=NC(NC
3=NC4=C

5.689893
211

8.091811
47

mol_072

Vi
Pirimido-
benzimid
azol

Vainillina

9-
Acetilantr
aceno

=C(C=C1
0C)C2=C
C(C3=C4
C=CC=C
C4=CC5=
C3C=CC
=C5)=NC
6=NC7=C
C=CC=C
7N26

5.749111
927

7.438971
213

mol_073

I
Chalcona

Vainillina

1_
Acetilnaft
aleno

COC1=C(
0)C=CC{(/
C=C/C(C
2=CC=C
C3=C2C=
CC=C3)=
0)=C1

4.809928
151

6.246017
046




mol_074

Il
Aminopiri
midina

Vainillina

1_
Acetilnaft
aleno

OC(C(0C
)=C1)=CC
=C1C2=N
C(N)=NC(

4.923126
226

6.451557
778

mol_075R

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (R)

Vainillina

1_
Acetilnaft
aleno

5.175727
329

6.613218
767

mol_075S

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (S)

Vainillina

1_
Acetilnaft
aleno

0C1=CC
=C(C2CC
(C3=CC=
C(C=CC=
C4)C4=C
3)=NC5=
C(N2)C=
CC=C5)C
=C10C

5.175727
329

6.616474
282

mol_076R

IV 3,4-
dihidropir
azol (R)

Vainillina

1_
Acetilnaft
aleno

0C1=CC
=C(C2NN
=C(C2)C3
=CC=CC
4=C3C=C
C=C4)C=
c10C

5.378105
769

6.911660
16

mol_076S

IV 3,4-
dihidropir
azol (S)

Vainillina

1_
Acetilnaft
aleno

0C1=CC
=C(C2NN
=C(C2)C3
=CC=CC
4=C3C=C
C=C4)C=
C10C

5.378105
769

6.908655
621

mol_077

V
Pirimidina

aminobe

Vainillina

1_
Acetilnaft
aleno

0C1=CC
=C(C2=N
C(NC3=N
C4=C(N3)

5.363373
218

7.698385
979




nzimidaz
ol

mol_078

Vi
Pirimido-
benzimid
azol

Vainillina

1_
Acetilnaft
aleno

=C(C=C1
0C)C2=C
C(C3=CC
=CC4=C3
C=CC=C
4)=NC5=
NC6=CC
=CC=C6
N25

5.403231
329

7.048305
137

mol_079

I
Chalcona

Vainillina

2_
Acetilnaft
aleno

COC1=C(
0)c=CC(/
C=C/C(C
2=CC(C=
CC=C3)=
C3C=C2)
=0)=C1

4.821883
53

6.247722
541

mol_080

Il
Aminopiri
midina

Vainillina

2.
Acetilnaft
aleno

OC(C(OC
)=C1)=CC
=C1C2=N
C(N)=NC(
C3=CC-=
c(C=CC=
C4)C4=C
3)=C2

4.936818
006

6.451424
936

mol_081R

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (R)

Vainillina

2_
Acetilnaft
aleno

0C1=CC
=C(C2CC
(C3=CC=
CC4=C3
C=CC=C
4)=NC5=
C(N2)C=
CC=C5)C
=C10C

5.154426
204

7.424760
189

mol_081S

I2,3-
dihidrobe

Vainillina

2_
Acetilnaft
aleno

0C1=CC
=C(C2CC
(C3=CC=

5.154426
204

7.424760
189




nzodiaze
pina (S)

CC4=C3
C=CC=C
4)=NCb=
C(N2)C=
CC=C5)C
=C10C

mol_082R

IV 3,4-
dihidropir
azol (R)

Vainillina

2_
Acetilnaft
aleno

0C1=C(O
C)C=C(C
2NN=C(C
2)C3=CC
4=C(C=C
3)C=CC=
C4)C=C1

5.344306
761

6.651351
318

mol_082S

IV 3,4-
dihidropir
azol (S)

Vainillina

2_
Acetilnaft
aleno

0C1=C(O
C)C=C(C
2NN=C(C
2)C3=CC
4=C(C=
3)C=CC=
C4)C=C1

5.344306
761

6.651034
656

mol_083

V
Pirimidina
aminobe
nzimidaz
ol

Vainillina

2_
Acetilnaft
aleno

0C1=C(O
C)C=C(C
2=NC(NC
3=NC4=C
(N3)C=C
C=C4)=N
C(C5=CC
6=C(C=C
5)C=CC=
C6)=C2)C
=C1

5.372666
009

7.166842
699

mol_084

VI
Pirimido-
benzimid
azol

Vainillina

2.
Acetilnaft
aleno

0C1=CC
=C(C=C1
0C)C2=C
C(C3=CC
(C=CC=C
4)=C4C=
C3)=NC5
=NC6=C
C=CC=C
6N25

5.407249
331

6.782303
484

mol_085

I
Chalcona

Vainillina

Acetophe
none

COC1=C(
0)C=CC{(/
C=C/C(C

4.451626
117

5.593131
477




=C2)=0)
=C1
mol_086 | Il Vainillina | Acetophe | OC(C(OC | 4.624971 | 6.643446
Aminopiri none )=C1)=CC | 549 691
midina =C1C2=N
C(N)=NC(
C3=CC=
CC=C3)=
Cc2
mol_087R | Il 2,3- Vainillina | Acetophe | OC1=CC | 4.841597 | 6.768515
dihidrobe none =C(C2CC | 208 102
nzodiaze (C3=CC=
pina (R) CC=C3)=
NC4=C(N
2)C=CC=
C4)C=C1
oC
mol_087S | Il 2,3- Vainillina | Acetophe | OC1=CC | 4.841597 | 6.768515
dihidrobe none =C(C2CC | 208 102
nzodiaze (C3=CC=
pina (S) CC=C3)=
NC4=C(N
2)C=CC=
C4)C=C1
oC
mol_088R | IV 3,4- Vainillina | Acetophe | OC1=CC | 5.014047 | 6.026873
dihidropir none =C(C2NN | 467 853
azol (R) =C(C2)C3
=CC=CC
=C3)C=C
10C
mol_088S | IV 3,4- Vainillina | Acetophe | OC1=CC | 5.014047 | 6.025642
dihidropir none =C(C2NN | 467 668
azol (S) =C(C2)C3
=CC=CC
=C3)C=C
10C
mol 089 |V Vainillina | Acetophe | OC1=C(O | 5.020779 | 6.798269
Pirimidina none C)C=C(C | 889 679
- 2=NC(NC
aminobe 3=NC4=C
nzimidaz (N3)C=C

ol

C=C4)=N




C(C5=CC
=CC=C5)
=C2)C=C
1

mol_090

Vi
Pirimido-
benzimid
azol

Vainillina

Acetophe
none

0C1=C(O
C)C=C(C
=C1)C2=
CC(C3=C
C=CC=C
3)=NC4=
NC5=CC
=CC=C5
N24

5.049386
138

6.150853
182

mol_091

I
Chalcona

Cinamald
ehido

1-
Acetilpire
no

0=C(C=C
/C=C/C1=
CC=CC=
C1)C2=C(
C=CC3=
CC=C4)C
5=C3C4=
CC=C5C
=C2

5.651653
192

8.319704
876

mol_092

Il
Aminopiri
midina

Cinamald
ehido

1-
Acetilpire
no

NC1=NC(
C2=C3C4
=C5C(C=
C3)=CC=
CC5=CC
=C4C=C2
)=CC(/C=
C/C6=CC
=CC=C6)
=N1

5.671910
699

8.022646
072

mol_093R

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (R)

Cinamald
ehido

1-
Acetilpire
no

C1(C2=C
3C(C4=C
5C=C3)=

C(C=CC4

5.973734
16

8.387901
486




mol_093S

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (S)

Cinamald
ehido

1-
Acetilpire
no

5.973734
16

8.387463
01

mol_094R

IV 3,4-
dihidropir
azol (R)

Cinamald
ehido

1-
Acetilpire
no

C1(/C=C/
C2NN=C(
C2)C3=C
4C=CC5=
CC=CC6
=CC=C(C
=C3)C4=
C56)=CC
=CC=C1

6.190062
01

7.790573
144

mol_094S

IV 3,4-
dihidropir
azol (S)

Cinamald
ehido

1-
Acetilpire
no

C1(/C=C/
C2NN=C(
C2)C3=C
4C=CC5=
CC=CC6
=CC=C(C
=C3)C4=
C56)=CC
=CC=C1

6.190062
01

7.788567
621

mol_095

\Y
Pirimidina
aminobe
nzimidaz
ol

Cinamald
ehido

1-
Acetilpire
no

C1(/C=C/
C2=NC(N
C3=NC4=
C(N3)C=
CC=C4)=
NC(C5=C
6C=CC7=
CC=CC8
=CC=C(C
=C5)C6=
C78)=C2)
=CC=CC
=C1

6.196533
448

8.367055
279




mol_096

Vi
Pirimido-
benzimid
azol

Cinamald
ehido

1-
Acetilpire
no

C1(/C=C/
C2=CC(C
3=C4C=C
C5=C6C(
C=CC(C=
C3)=C46)
=CC=C5)
=NC7=N
C8=CC=
CC=C8N
27)=CC=
CC=C1

6.176393
972

8.769588
899

mol_097

I
Chalcona

Cinamald
ehido

9_
Acetilantr
aceno

0=C(C=C
/C=C/C1=
CC=CC=
C1)C2=C
3C(C=CC
=C3)=CC
4=C2C=C
C=C4

5.453994
718

7.933514
219

mol_098

Il
Aminopiri
midina

Cinamald
ehido

9_
Acetilantr
aceno

NC1=NC(
C2=C(C=
CC=C3)C
3=CC4=C
2C=CC-=
C4)=CC(/
C=C/C5=
CC=CC-=
C5)=N1

5.437293
752

7.648527
347

mol_099R

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (R)

Cinamald
ehido

9-
Acetilantr
aceno

C1(C2=C
3C(C=CC
=C3)=CC
4=C2C=C
C=C4)=N
C5=CC-=
CC=C5N
C(C1)/C=
C/C6=CC
=CC=C6

5.738745
357

8.275030
47

mol_099S

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (S)

Cinamald
ehido

9_
Acetilantr
aceno

C1(C2=C
3C(C=CC
=C3)=CC
4=C2C=C
C=C4)=N

5.738745
357

8.275016
58




C5=CC=
CC=C5N
C(C1)/C=
C/C6=CC
=CC=C6

mol_100R

IV 3,4-
dihidropir
azol (R)

Cinamald
ehido

9_
Acetilantr
aceno

C1(/C=C/
C2NN=C(
C2)C3=C
4C(C=CC

6.051621
074

7.411268
581

mol_100S

IV 3,4-
dihidropir
azol (S)

Cinamald
ehido

9_
Acetilantr
aceno

C1(/C=C/
C2NN=C(
C2)C3=C
4C(C=CC

6.051621
074

7.407234
965

mol_101

\Y
Pirimidina
aminobe
nzimidaz
ol

Cinamald
ehido

9-
Acetilantr
aceno

C1(/C=C/
C2=NC(N
C3=NC4=
C(N3)C=
CC=C4)=
NC(C5=C
6C(C=CC
=C6)=CC
7=C5C=C
C=C7)=C
2)=CC=C
C=C1

5.941962
963

9.049639
575

mol_102

VI
Pirimido-
benzimid
azol

Cinamald
ehido

9_
Acetilantr
aceno

C1(/C=C/
C2=CC(C
3=C4C=C
C=CC4=
CC5=C3
C=CC=C
5)=NC6=
NC7=CC
=CC=C7

5.947012
652

8.386695
818




N26)=CC
=CC=C1

mol_103

I
Chalcona

Cinamald
ehido

1_
Acetilnaft
aleno

0=C(C=C
/C=C/C1=
CC=CC=
C1)C2=C
3C(C=CC
=C3)=CC
=C2

5.068685
286

7.182551
211

mol_104

Il
Aminopiri
midina

Cinamald
ehido

1-
Acetilnaft
aleno

NC1=NC(
C2=C(C=

CC=C3)C
3=CC=C2
)=CC(/C=

C/C4=CC
=CC=C4)

=N1

5.109880
961

7.208218
069

mol_105R

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (R)

Cinamald
ehido

1_
Acetilnaft
aleno

C1(C2=C
3C(C=CC
=C3)=CC
=C2)=NC
4=CC=C
C=C4NC(
C1)/C=C/
C5=CC-=
CC=C5

5.392463
985

7.523945
5

mol_105S

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (S)

Cinamald
ehido

1_
Acetilnaft
aleno

C1(C2=C
3C(C=CC
=C3)=CC
=C2)=NC
4=CC=C
C=C4NC(
C1)/C=C/
C5=CC-=
CC=C5

5.392463
985

7.523284
979

mol_106R

IV 3,4-
dihidropir
azol (R)

Cinamald
ehido

1_
Acetilnaft
aleno

C1(/C=C/
C2NN=C(
C3=CC=
CC4=C3
C=CC=C
4)C2)=CC
=CC=C1

5.668379
973

7.751171
546




mol_106S

IV 3,4-
dihidropir
azol (S)

Cinamald
ehido

1_
Acetilnaft
aleno

C1(/C=C/
C2NN=C(
C3=CC=
CC4=C3
C=CC=C
4)C2)=CC
=CC=C1

5.668379
973

7.749044
9

mol_107

\Y
Pirimidina
aminobe
nzimidaz
ol

Cinamald
ehido

1_
Acetilnaft
aleno

C1(/C=C/
C2=NC(N
C3=NC4=
C(N3)C=
CC=C4)=
NC(C5=C
C=CCe6=
C5C=CC
=C6)=C2)
=CC=CC
=C1

5.597378
206

8.309774
736

mol_108

VI
Pirimido-
benzimid
azol

Cinamald
ehido

1_
Acetilnaft
aleno

C1(/C=C/
C2=CC(C
3=CC=C
C4=C3C=
CC=C4)=
NC5=NC
6=CC=C
C=C6N25
)=CC=CC
=C1

5.567352
447

7.653585
713

mol_109

|
Chalcona

Cinamald
ehido

2.
Acetilnaft
aleno

0=C(C1=
CcCc=C(C=
CC=C2)C
2=C1)C=
C/C=C/C
3=CC=C
Cc=C3

5.105358
444

7.190752
876

mol_110

Il
Aminopiri
midina

Cinamald
ehido

2_
Acetilnaft
aleno

NC1=NC(
C2=CC-=

C(C=CC=
C3)C3=C
2)=CC(/C

5.157639
84

6.796936
172




mol_111R | Il 2,3- Cinamald | 2- C1(C2=C | 5.440185 | 8.329066
dihidrobe | ehido Acetilnaft | C=C3C(C | 767 282
nzodiaze aleno =CC=C3)
pina (R) =C2)=NC

4=CC=C
C=C4ANC(
C1)/C=C/
C5=CC=
CC=C5

mol_111S | Il 2,3- Cinamald | 2- C1(C2=C | 5.440185 | 8.328835
dihidrobe | ehido Acetilnaft | C=C3C(C | 767 274
nzodiaze aleno =CC=C3)
pina (S) =C2)=NC

4=CC=C
C=C4NC(
C1)/C=C/
C5=CC=
CC=C5

mol_112R | IV 3,4- Cinamald | 2- C1(/C=C/ | 5.639540 | 7.481141
dihidropir | ehido Acetilnaft | C2NN=C( | 649 193
azol (R) aleno C2)C3=C

C4=C(C=
C3)C=CC
=C4)=CC
=CC=C1

mol_112S | IV 3,4- Cinamald | 2- C1(/C=C/ | 5.639540 | 7.483826
dihidropir | ehido Acetilnaft | C2NN=C( | 649 943
azol (S) aleno C2)C3=C

C4=C(C=
C3)C=CC
=C4)=CC
=CC=C1

mol_113 |V Cinamald | 2- C1(/C=C/ | 5.622716 | 8.043592
Pirimidina | ehido Acetilnaft | C2=NC(N | 601 779
- aleno C3=NC4=
aminobe C(N3)C=
nzimidaz CC=C4)=
ol NC(C5=C

ce6=C(C=
C5)C=CC
=C6)=C2)
=CC=CC

=C1




mol_114

Vi
Pirimido-
benzimid
azol

Cinamald
ehido

2_
Acetilnaft
aleno

C1(/C=C/
C2=CC(C
3=CC(C=
CC=C4)=
C4C=C3)
=NC5=N
C6=CC=
CC=C6N
25)=CC=
CC=C1

5.591666
968

7.652480
985

mol_115

I
Chalcona

Cinamald
ehido

Acetophe
none

0=C(C1=
CC=CC=
C1)C=C/
C=C/C2=
CC=CC=
C2

4.665125
886

6.461608
422

mol_116

Il
Aminopiri
midina

Cinamald
ehido

Acetophe
none

NC1=NC(
C2=CC=
CC=C2)=
CC(/Cc=C/
C3=CC=
CC=C3)=
N1

4.789589
403

7.203345
563

mol_117R

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (R)

Cinamald
ehido

Acetophe
none

C1(C2=C
C=CC=C
2)=NC3=
CC=CC-=
C3NC(C1
)/C=C/C4
=CC=CC
=C4

5.061603
102

7.873221
977

mol_117S

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (S)

Cinamald
ehido

Acetophe
none

C1(C2=C
C=CC=C

2)=NC3=

CC=CC-=

C3NC(C1
)/C=C/C4
=CC=CC

=C4

5.061603
102

7.866479
22

mol_118R

IV 3,4-
dihidropir
azol (R)

Cinamald
ehido

Acetophe
none

C1(/C=C/
C2NN=C(
C3=CC=

CC=C3)C

5.250928
333

7.053970
178




2)=CC=C
C=C1

mol_118S

IV 3,4-
dihidropir
azol (S)

Cinamald
ehido

Acetophe
none

C1(/C=C/
C2NN=C(
C3=CC=
CC=C3)C
2)=CC=C
C=C1

5.250928
333

7.053993
857

mol_119

\Y
Pirimidina
aminobe
nzimidaz
ol

Cinamald
ehido

Acetophe
none

C1(C2=N
C(NC3=N
C4=C(N3)
C=CC=C
4)=NC(/C
=C/C5=C

5.204010
974

7.407396
445

mol_120

VI
Pirimido-
benzimid
azol

Cinamald
ehido

Acetophe
none

5.179210
391

7.211327
663

mol_121

|
Chalcona

Salicilald
ehido

1-
Acetilpire
no

C=CC(C2
=C(C=CC
3=CC=C4
)C5C3C4
=CC=C5

C=C2)=0

5.427152
279

7.346772
372

mol_122

Il
Aminopiri
midina

Salicilald
ehido

1-
Acetilpire
no

NC1=NC(
C2=C3C4
=C5C(C=
C3)=CC=
CC5=CC
=C4C=C2
)=CC(C6=
C(0)C=C

5.418870
136

7.186759
221




C=C6)=N
1

mol_123R

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (R)

Salicilald
ehido

1-
Acetilpire
no

0C1=CC
=CC=C1
C2CC(C3
=C(C=CC
4=C5C(C
=C6)=CC
=C4)C5=
C6C=C3)
=NC7=C(
N2)C=CC
=C7

5.635989
118

7.428448
68

mol_123S

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (S)

Salicilald
ehido

1-
Acetilpire
no

0C1=CC
=CC=C1
C2CC(C3
=C(C=CC
4=C5C(C
=C6)=CC
=C4)C5=
C6C=C3)
=NC7=C(
N2)C=CC
=C7

5.635989
118

7.428448
68

mol_124R

IV 3,4-
dihidropir
azol (R)

Salicilald
ehido

1-
Acetilpire
no

0C1=CC
=CC=C1
C2NN=C(
C2)C3=C
4C=CC5=
CC=CC6
=CC=C(C
=C3)C4=
C56

5.868247
015

6.883757
284

mol_124S

IV 3,4-
dihidropir
azol (S)

Salicilald
ehido

1-
Acetilpire
no

0C1=CC
=CC=C1
C2NN=C(
C2)C3=C
4C=CC5=
CC=CC6
=CC=C(C
=C3)C4=
C56

5.868247
015

6.880806
623




mol_125

\Y
Pirimidina
aminobe
nzimidaz
ol

Salicilald
ehido

1-
Acetilpire
no

0C1=CC
=CC=C1
C2=NC(N
C3=NC4=
C(N3)C=
CC=C4)=
NC(C5=C
6C=CC7=
CC=CCs8
=CC=C(C
=C5)C6=
C78)=C2

5.907175
485

7.431916
004

mol_126

VI
Pirimido-
benzimid
azol

Salicilald
ehido

1-
Acetilpire
no

OC(C=CC
=C1)=C1
C2=CC(C
3=C4C=C
C5=C6C(
C=CC(C=
C3)=C46)
=CC=C5)
=NC7=N
C8=CC=
CC=C8N
27

5.934399
55

7.840174
09

mol_127

|
Chalcona

Salicilald
ehido

9-
Acetilantr
aceno

0C1=CC
=CC=C1
C=CC(C2
=C3C(C=
CC=C3)=
CC4=C2
C=CC=C
4)=0

5.200048
065

6.978959
07

mol_128

Il
Aminopiri
midina

Salicilald
ehido

9-
Acetilantr
aceno

NC1=NC(
C2=C3C(
C=CC=C
3)=CC4=
C2C=CC
=C4)=CC(
C5=C(O)
C=CC=C
5)=N1

5.156938
305

6.818221
308

mol_129R

I2,3-
dihidrobe

Salicilald
ehido

9_
Acetilantr
aceno

0C1=CC
=CC=C1
C2CC(C3

5.376918
894

7.322418
747




nzodiaze
pina (R)

=C(C=CC
=C4)C4=
CC5=C3
C=CC=C
5)=NC6=
C(N2)C=
CC=C6

mol_129S

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (S)

Salicilald
ehido

9_
Acetilantr
aceno

0C1=CC
=CC=C1
C2CC(C3
=C(C=CC
=C4)C4=
CC5=C3
C=CC=C
5)=NC6=
C(N2)C=
CC=C6

5.376918
894

7.322455
508

mol_130R

IV 3,4-
dihidropir
azol (R)

Salicilald
ehido

9_
Acetilantr
aceno

0C1=C(C
2NN=C(C
2)C3=C4
C(C=CC=
C4)=CC5
=C3C=C
C=C5)C=
CC=C1

5.696402
2

6.508297
481

mol_130S

IV 3,4-
dihidropir
azol (S)

Salicilald
ehido

9-
Acetilantr
aceno

0C1=C(C
2NN=C(C
2)C3=C4
c(C=CC=
C4)=CC5
=C3C=C
C=C5)C=
CC=C1

5.696402
2

6.508987
625

mol_131

V
Pirimidina
aminobe
nzimidaz
ol

Salicilald
ehido

9_
Acetilantr
aceno

0C1=C(C
2=NC(NC
3=NC4=C

5.639666
863

8.120920
185




2)C=CC=
C1

mol_132

Vi
Pirimido-
benzimid
azol

Salicilald
ehido

9_
Acetilantr
aceno

0C1=CC
=CC=C1
C2=CC(C
3=C4C=C
C=CC4=
CC5=C3
C=CC=C
5)=NC6=
NC7=CC
=CC=C7
N26

5.684089
805

7.458088
973

mol_133

I
Chalcona

Salicilald
ehido

1_
Acetilnaft
aleno

0C1=CC
=CC=C1
C=CC(C2
=CC=CC
3=C2C=C
C=C3)=0

4.837161
089

6.267254
047

mol_134

Il
Aminopiri
midina

Salicilald
ehido

1_
Acetilnaft
aleno

NC1=NC(
C2=C3C(
C=CC=C
3)=CC=C
2)=CC(C4
=C(0)C=
CC=C4)=
N1

4.851669
211

6.424205
496

mol_135R

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (R)

Salicilald
ehido

1_
Acetilnaft
aleno

0C1=CC
=CC=C1
C2CC(C3
=C(C=CC
=C4)C4=
CC=C3)=
NC5=C(N
2)C=CC=
Cc5

5.037228
301

6.623750
881

mol_135S

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (S)

Salicilald
ehido

1_
Acetilnaft
aleno

0C1=CC
=CC=C1
C2CC(C3
=C(C=CC
=C4)C4=
CC=C3)=
NC5=C(N

5.037228
301

6.623750
881




2)C=CC=
C5

mol_136R

IV 3,4-
dihidropir
azol (R)

Salicilald
ehido

1_
Acetilnaft
aleno

0C1=CC
=CC=C1
C2NN=C(
C2)C3=C
C=CC4=
C3C=CC
=C4

5.326432
034

6.901831
714

mol_136S

IV 3,4-
dihidropir
azol (S)

Salicilald
ehido

1-
Acetilnaft
aleno

0C1=CC
=CC=C1
C2NN=C(
C2)C3=C
C=CC4=
C3C=CC
=C4

5.326432
034

6.898695
639

mol_137

V
Pirimidina
aminobe
nzimidaz
ol

Salicilald
ehido

1_
Acetilnaft
aleno

0C1=CC
=CC=C1
C2=NC(N
C3=NC4=
C(N3)C=
CC=C4)=
NC(C5=C
C=CC6=
C5C=CC
=C6)=C2

5.298269
812

7.432148
336

mol_138

Vi
Pirimido-
benzimid
azol

Salicilald
ehido

1_
Acetilnaft
aleno

0C1=CC
=CC=C1
C2=CC(C
3=CC=C
C4=C3C=
CC=C4)=
NC5=NC
6=CC=C
C=C6N25

5.318552
084

6.780685
416

mol_139

I
Chalcona

Salicilald
ehido

2_
Acetilnaft
aleno

0C1=CC
=CC=C1
C=CC(C2
=CC(C=C
C=C3)=C
3C=C2)=
O

4.856889
854

6.269814
259




mol_140 |l Salicilald | 2- NC1=NC( | 4.868818 | 6.157442
Aminopiri | ehido Acetilnaft | C2=CC= | 228 983
midina aleno C(C=CC=

C3)C3=C
2)=CC(C4
=C(0)C=
CC=C4)=
N1

mol_141R | Il 2,3- Salicilald | 2- OC1=CC | 5.058775 | 7.423152
dihidrobe | ehido Acetilnaft | =CC=C1 53 704
nzodiaze aleno C2CC(C3
pina (R) =CC(C=C

C=C4)=C
4C=C3)=

NC5=C(N
2)C=CC=
C5

mol_141S | Il 2,3- Salicilald | 2- OC1=CC | 5.058775 | 7.415927
dihidrobe | ehido Acetilnaft | =CC=C1 53 276
nzodiaze aleno C2CC(C3
pina (S) =CC(C=C

C=C4)=C
4C=C3)=

NC5=C(N
2)C=CC=
C5

mol_142R | IV 3,4- Salicilald | 2- OC1=C(C | 5.269710 | 6.630362
dihidropir | ehido Acetilnaft | 2NN=C(C | 008 623
azol (R) aleno 2)C3=CC

4=C(C=C
3)C=CC=
C4)C=CC
=C1

mol_142S | IV 3,4- Salicilald | 2- OC1=C(C | 5.269710 | 6.632570
dihidropir | ehido Acetilnaft | 2NN=C(C | 008 421
azol (S) aleno 2)C3=CC

4=C(C=
3)C=CC=
C4)C=CC
=C1

mol_143 |V Salicilald | 2- OC1=C(C | 5.309923 | 7.169303
Pirimidina | ehido Acetilnaft | 2=NC(NC | 263 776
- aleno 3=NC4=C
aminobe (N3)C=C




nzimidaz
ol

mol_144

Vi
Pirimido-
benzimid
azol

Salicilald
ehido

2_
Acetilnaft
aleno

5.325086
52

6.783401
218

mol_145

I
Chalcona

Salicilald
ehido

Acetophe
none

0C1=CC
=CC=C1
C=CC(C2
=CC=CC
=C2)=0

4.453996
118

5.592494
445

mol_146

[l
Aminopiri
midina

Salicilald
ehido

Acetophe
none

NC1=NC(
C2=CC-=
CC=C2)=
CC(C3=C
(0)C=CC
=C3)=N1

4.532149
468

6.590130
858

mol_147R

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (R)

Salicilald
ehido

Acetophe
none

0C1=CC
=CC=C1
C2CC(C3
=CC=CC
=C3)=NC
4=C(N2)C
=CC=C4

4.705614
133

6.753922
92

mol_147S

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (S)

Salicilald
ehido

Acetophe
none

0C1=CC
=CC=C1
C2CC(C3
=CC=CC
=C3)=NC
4=C(N2)C
=CC=C4

4.705614
133

6.753912
702

mol_148R

IV 3,4-
dihidropir
azol (R)

Salicilald
ehido

Acetophe
none

0C1=C(C
2NN=C(C
2)C3=CC

4.898774
41

5.994029
004




mol_148S

IV 3,4-
dihidropir
azol (S)

Salicilald
ehido

Acetophe
none

2)C3=CC
=CC=C3)
C=CC=C
1

4.898774
41

5.986883
532

mol_149

\Y
Pirimidina
aminobe
nzimidaz
ol

Salicilald
ehido

Acetophe
none

0C1=C(C
2=NC(NC
3=NC4=C
(N3)C=C
C=C4)=N
C(C5=CC
=CC=C5)
=C2)C=C
C=C1

4.933111
577

6.775280
937

mol_150

VI
Pirimido-
benzimid
azol

Salicilald
ehido

Acetophe
none

OC(C=CC
=C1)=C1
C2=CC(C
3=CC=C
C=C3)=N
C4=NC5=
CC=CC-=
C5N24

4.938270
211

6.123924
439

mol_151

|
Chalcona

4-
Isopropilb
enzaldehi
do

1-
Acetilpire
no

CC(C)C(C
=C1)=CC
=C1/C=C/
C(C2=C(
C=CC3=
CC=C4)C
5=C3C4=
CC=C5C
=C2)=0

5.970567
937

8.044844
667

mol_152

Il
Aminopiri
midina

4-
Isopropilb
enzaldehi
do

1-
Acetilpire
no

NC1=NC(
C2=CC-=
C(C=C3)
C4=C2C=
CC5=CC
=CC3=C4
5)=CC(C6
=CC=C(C

5.988006
113

7.810692
146




c)C)C=C
)=N1

o

mol_153R

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (R)

4-
Isopropilb
enzaldehi
do

1-
Acetilpire
no

CC(C)C1
CC=C(C
2CC(C3=
CC=C4C
5=C3C=C
C6=CC=
cc(c=C4
)=C65)=N
C7=C(N2)
C=CC=C
7)C=C1

6.236498
442

8.124258
733

mol_153S

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (S)

4-
Isopropilb
enzaldehi
do

1-
Acetilpire
no

CC(C)C1
=CC=C(C
2CC(C3=
CC=C4C
5=C3C=C
C6=CC=
cc(c=c4
)=C65)=N
C7=C(N2)
C=CC=C
7)C=C1

6.236498
442

8.124575
773

mol_154R

IV 3,4-
dihidropir
azol (R)

4-
Isopropilb
enzaldehi
do

1-
Acetilpire
no

CC(C)C1
=CC=C(C
2NN=C(C
2)C3=C4
C=CC5=
CC=CC6
=CC=C(C
=C3)C4=
C56)C=C
)

6.338618
052

7.524669
545

mol_154S

IV 3,4-
dihidropir
azol (S)

4-
Isopropilb
enzaldehi
do

1-
Acetilpire
no

CC(C)C1
=CC=C(C
2NN=C(C
2)C3=C4
C=CC5=
CC=CC6
=CC=C(C
=C3)C4=
C56)C=C
1

6.338618
052

7.521959
369




mol_155 |V 4- 1- CC(C)C1 | 6.509195 | 8.097133
Pirimidina | Isopropilb | Acetilpire | =CC=C(C | 865 539
- enzaldehi | no 2=NC(NC
aminobe | do 3=NC4=C
nzimidaz (N3)C=C
ol C=C4)=N
C(C5=C6
C=CC7=
CC=CC8
=CC=C(C
=C5)C6=
C78)=C2)
C=C1
mol_156 | VI 4- 1- CC(C)C1 | 6.516997 | 8.503549
Pirimido- | Isopropilb | Acetilpire | =CC=C(C | 839 099
benzimid | enzaldehi | no =C1)C2=
azol do CC(C3=C
4C=CCb5=
ceC(C=C
C(C=C3)=
C46)=CC
=C5)=NC
7=NC8=C
C=CC=C
8N27
mol_157 || 4- 9- CC(C)C(C | 5.777794 | 7.926799
Chalcona | Isopropilb | Acetilantr | =C1)=CC | 878 288
enzaldehi | aceno =C1/C=C/
do C(C2=C3
C(C=CC=
C3)=CC4
=C2C=C
C=C4)=0
mol_158 |1l 4- 9- NC1=NC( | 5.754846 | 7.699783
Aminopiri | Isopropilb | Acetilantr | C2=C(C= | 598 025
midina enzaldehi | aceno CC=C3)C
do 3=CC4=C
2C=CC=
C4)=CC{(
C5=CC=




mol_159R | 111 2,3- 4- 9- CC(C)C1 | 6.003752 | 8.002152
dihidrobe | Isopropilb | Acetilantr | =CC=C(C | 941 086
nzodiaze | enzaldehi | aceno 2CC(C3=
pina (R) do C(C=CC=

C4)C4=C
C5=C3C=
CC=C5h)=
NC6=C(N
2)C=CC=
C6)C=C1

mol_159S | 111 2,3- 4- 9- CC(C)C1 | 6.003752 | 8.001802
dihidrobe | Isopropilb | Acetilantr | =CC=C(C | 941 726
nzodiaze | enzaldehi | aceno 2CC(C3=
pina (S) do C(C=CC=

C4)C4=C
C5=C3C=
CC=Cbh)=
NC6=C(N
2)C=CC=
C6)C=C1

mol_160R | IV 3,4- 4- 9- CC(C)C1 | 6.204759 | 7.412835
dihidropir | Isopropilb | Acetilantr | =CC=C(C | 567 85
azol (R) enzaldehi | aceno 2NN=C(C

do 2)C3=C4
C(C=CcC=
C4)=CC5
=C3C=C
C=C5)C=
C1

mol_160S | IV 3,4- 4- 9- CC(C)C1 | 6.204759 | 7.403490
dihidropir | Isopropilb | Acetilantr | =CC=C(C | 567 877
azol (S) enzaldehi | aceno 2NN=C(C

do 2)C3=C4
C(C=CcC=
C4)=CC5
=C3C=C
C=C5)C=
C1

mol_161 |V 4- 9- CC(C)C1 | 6.259505 | 9.754464
Pirimidina | Isopropilb | Acetilantr | =CC=C(C | 072 053
- enzaldehi | aceno 2=NC(NC
aminobe | do 3=NC4=C
nzimidaz (N3)C=C

ol




C(C5=C6

C(C=CcC=
C6)=CC7
=C5C=C
C=C7)=C
2)C=C1
mol_162 | VI 4- 9- CC(C)C1 | 6.290165 | 9.093006
Pirimido- | Isopropilb | Acetilantr | =CC=C(C | 686 738
benzimid | enzaldehi | aceno =C1)C2=
azol do CC(C3=C
4C=CC=
CC4=CC
5=C3C=C
C=C5)=N
C6=NC7=
CC=CcC=
C7N26
mol_163 || 4- 1- CC(C)C(C | 5.370507 | 7.886584
Chalcona | Isopropilb | Acetilnaft | =C1)=CC | 944 126
enzaldehi | aleno =C1/C=C/
do C(C2=C3
C(C=CC=
C3)=CC=
C2)=0
mol_164 |1l 4- 1- NC1=NC( | 5.418821 | 7.966176
Aminopiri | Isopropilb | Acetilnaft | C2=C(C= | 692 699
midina enzaldehi | aleno CC=C3)C
do 3=CC=C2
)=CC(C4=
CC=C(C(
C)C)C=C
4)=N1
mol_165R | Il 2,3- 4- 1- CC(C)C1 | 5.637309 | 8.235140
dihidrobe | Isopropilb | Acetilnaft | =CC=C(C | 021 486
nzodiaze | enzaldehi | aleno 2CC(C3=
pina (R) do C(C=CC=
C4)C4=C
C=C3)=N
C5=C(N2)
C=CC=C
5)C=C1
mol_165S | Il 2,3- 4- 1- CC(C)C1 | 5.637309 | 8.234693
dihidrobe | Isopropilb | Acetilnaft | =CC=C(C | 021 555
aleno 2CC(C3=




nzodiaze | enzaldehi C(C=CC=
pina (S) do C4)C4=C
C=C3)=N
C5=C(N2)
C=CC=C
5)C=C1
mol_166R | IV 3,4- 4- 1- CC(C)C1 | 5.770068 | 8.464051
dihidropir | Isopropilb | Acetilnaft | =CC=C(C | 432 344
azol (R) enzaldehi | aleno 2NN=C(C
do 2)C3=CC
=CC4=C3
C=CC=C
4)C=C1
mol_166S | IV 3,4- 4- 1- CC(C)C1 | 5.770068 | 8.459841
dihidropir | Isopropilb | Acetilnaft | =CC=C(C | 432 482
azol (S) enzaldehi | aleno 2NN=C(C
do 2)C3=CC
=CC4=C3
C=CC=C
4)C=C1
mol_167 |V 4- 1- CC(C)C1 | 5.911756 | 9.018771
Pirimidina | Isopropilb | Acetilnaft | =CC=C(C | 599 737
- enzaldehi | aleno 2=NC(NC
aminobe | do 3=NC4=C
nzimidaz (N3)C=C
ol C=C4)=N
C(C5=CC
=CC6=Cbh
C=CC=C
6)=C2)C=
C1
mol_168 | VI 4- 1- CC(C)C1 | 5.910209 | 8.365467
Pirimido- | Isopropilb | Acetilnaft | =CC=C(C | 763 148
benzimid | enzaldehi | aleno =C1)C2=
azol do CC(C3=C
C=CC4=
C3C=CC
=C4)=NC
5=NC6=C
C=CC=C
6N25
mol_169 || 4- 2- CC(C)C(C | 5.387333 | 7.884149
Chalcona | Isopropilb | Acetilnaft | =C1)=CC | 735 62
aleno =C1/C=C/




enzaldehi C(C2=CC
do =C(C=CC
=C3)C3=
C2)=0
mol_170 |l 4- 2- NC1=NC( | 5.440296 | 7.700856
Aminopiri | Isopropilb | Acetilnaft | C2=CC= | 534 922
midina enzaldehi | aleno C3C(C=C
do C=C3)=C
2)=CC(C4
=CC=C(C
(C)C)c=C
4)=N1
mol_171R | lll 2,3- 4- 2- CC(C)C1 | 5.666778 | 9.030471
dihidrobe | Isopropilb | Acetilnaft | =CC=C(C | 716 993
nzodiaze | enzaldehi | aleno 2CC(C3=
pina (R) do CC=C4C(
C=CC=C
4)=C3)=N
C5=C(N2)
C=CC=C
5)C=C1
mol_171S | lll 2,3- 4- 2- CC(C)C1 | 5.666778 | 9.030145
dihidrobe | Isopropilb | Acetilnaft | =CC=C(C | 716 959
nzodiaze | enzaldehi | aleno 2CC(C3=
pina (S) do CC=C4C(
C=CC=C
4)=C3)=N
C5=C(N2)
C=CC=C
5)C=C1
mol_172R | IV 3,4- 4- 2- CC(C)C1 | 5.710558 | 8.199430
dihidropir | Isopropilb | Acetilnaft | =CC=C(C | 418 762
azol (R) enzaldehi | aleno 2NN=C(C
do 2)C3=CC
4=C(C=
3)C=CC=
C4)C=C1
mol_172S | IV 3,4- 4- 2- CC(C)C1 | 5.710558 | 8.193199
dihidropir | Isopropilb | Acetilnaft | =CC=C(C | 418 774
azol (S) enzaldehi | aleno 2NN=C(C
do 2)C3=CC
4=C(C=
3)C=CC=
C4)C=C1




mol_173 |V 4- 2- CC(C)C1 | 5.927910 | 8.753209
Pirimidina | Isopropilb | Acetilnaft | =CC=C(C | 3 513
- enzaldehi | aleno 2=NC(NC
aminobe | do 3=NC4=C
nzimidaz (N3)C=C
ol C=C4)=N
C(C5=CC
6=C(C=
5)C=CC=
C6)=C2)C
=C1
mol_174 | VI 4- 2- CC(C)C1 | 5.923455 | 8.364683
Pirimido- | Isopropilb | Acetilnaft | =CC=C(C | 292 565
benzimid | enzaldehi | aleno =C1)C2=
azol do CC(C3=C
C(C=CcC=
C4)=C4C
=C3)=NC
5=NC6=C
C=CC=C
6N25
mol_175 || 4- Acetophe | CC(C)C(C | 4.960931 | 7.161003
Chalcona | Isopropilb | none =C1)=CC | 56 447
enzaldehi =C1/C=C/
do C(C2=CC
=CC=C2)
=0
mol_176 |1l 4- Acetophe | NC1=NC( | 5.086491 | 8.086148
Aminopiri | Isopropilb | none C2=CC= | 537 792
midina enzaldehi CC=C2)=
do CC(C3=C
C=C(C(C)
C)C=C3)=
N1
mol_177R | lll 2,3- 4- Acetophe | CC(C)C1 | 5.286970 | 8.317963
dihidrobe | Isopropilb | none =CC=C(C | 367 986
nzodiaze | enzaldehi 2CC(C3=
pina (R) do CC=CC=
C3)=NC4
=C(N2)C=
CC=C4)C
=C1
mol_177S | lll 2,3- 4- Acetophe | CC(C)C1 | 5.286970 | 8.315714
dihidrobe | Isopropilb | none =CC=C(C | 367 527




nzodiaze | enzaldehi 2CC(C3=
pina (S) do CC=CCs=
C3)=NC4
=C(N2)C=
CC=C4)C
=C1
mol_178R | IV 3,4- 4- Acetophe | CC(C)C1 | 5.295315 | 7.508853
dihidropir | Isopropilb | none =CC=C(C | 65 835
azol (R) enzaldehi 2NN=C(C
do 2)C3=CC
=CC=C3)
C=C1
mol_178S | IV 3,4- 4- Acetophe | CC(C)C1 | 5.295315 | 7.501057
dihidropir | Isopropilb | none =CC=C(C | 65 927
azol (S) enzaldehi 2NN=C(C
do 2)C3=CC
=CC=C3)
C=C1
mol_179 |V 4- Acetophe | CC(C)C1 | 5.557738 | 8.313699
Pirimidina | Isopropilb | none =CC=C(C | 873 265
- enzaldehi 2=NC(NC
aminobe | do 3=NC4=C
nzimidaz (N3)C=C
ol C=C4)=N
C(C5=CC
=CC=C5)
=C2)C=C
’
mol_180 | VI 4- Acetophe | CC(C)C1 | 5.531861 | 7.662770
Pirimido- | Isopropilb | none =CC=C(C | 088 986
benzimid | enzaldehi =C1)C2=
azol do CC(C3=C
C=CC=C
3)=NC4=
NC5=CC
=CC=C5
N24
mol_181 I p- 1- NC1=CC | 5.524093 | 8.293072
Chalcona | aminaben | Acetilpire | =C(/C=C/ | 566 47
zaldehido | no C(=0)C2=
CC=C3C
=CC4=C
C=CCb=

CC=C2C




3=C45)C=
C1

mol_182

Il
Aminopiri
midina

p_
aminaben
zaldehido

1-
Acetilpire
no

NC1=CC
=C(C2=C
C(C3=CC
=C4C=C
C5=CC=
CC6=CC
=C3C4=C
56)=NC(N
)=N2)C=C
1

5.530654
66

8.191489
683

mol_183R

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (R)

p_
aminaben
zaldehido

1-
Acetilpire
no

NC1=CC
=C(C2CC
(C3=CC-=
C4C=CC
5=CC=C
C6=CC=
C3C4=C5
6)=NC3=
CC=CC=
C3N2)C=
C1

5.787734
986

8.386036
453

mol_183S

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (S)

p_
aminaben
zaldehido

1-
Acetilpire
no

NC1=CC
=C(C2CC
(C3=CC=
C4C=CC
5=CC=C
C6=CC=
C3C4=C5
6)=NC3=
CcC=CC=
C3N2)C=
C1

5.787734
986

8.386036
453

mol_184R

IV 3,4-
dihidropir
azol (R)

p-
aminaben
zaldehido

1-
Acetilpire
no

NC1=CC
=C(C2CC
(C3=CC=
C4C=CC
5=CC=C
C6=CC=
C3C4=C5
6)=NN2)C
=C1

5.935916
126

7.861439
421




mol_184S

IV 3,4-
dihidropir
azol (S)

p_
aminaben
zaldehido

1-
Acetilpire
no

NC1=CC
=C(C2CC
(C3=CC-=
C4C=CC
5=CC=C
C6=CC=
C3C4=C5
6)=NN2)C
=C1

5.935916
126

7.861907
944

mol_185

\Y
Pirimidina
aminobe
nzimidaz
ol

p_
aminaben
zaldehido

1-
Acetilpire
no

NC1=CC
=C(C2=C
C(C3=CC
=C4C=C
C5=CC=
CC6=CC
=C3C4=C
56)=NC(N
C3=NC4=
C(N3)C=
CC=C4)=
N2)C=C1

6.007520
825

8.398261
837

mol_186

Vi
Pirimido-
benzimid
azol

p_
aminaben
zaldehido

1-
Acetilpire
no

NC1=CC
=C(C=C1)
C2=CC(C
3=C4C=C
C5=C6C(
C=CC(C=
C3)=C46)
=CC=C5)
=NC7=N
C8=CC-=
CC=C8N
27

6.021764
452

8.816332
65

mol_187

I
Chalcona

p_
aminaben
zaldehido

9-
Acetilantr
aceno

NC1=CC
=C(/C=C/
C(=0)C2=
C3C=CC
=CC3=C
C3=CC=
CC=C32)
c=C1

5.314613
805

7.926495
062

mol_188

Il
Aminopiri
midina

p-
aminaben
zaldehido

9_
Acetilantr
aceno

NC1=CC
=C(C2=C
C(C3=C4

5.280036
604

7.822999
565




C=CC=C
C4=CC4=
CC=CC=
C43)=NC(
N)=N2)C=
C1

mol_189R

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (R)

p_
aminaben
zaldehido

9_
Acetilantr
aceno

NC1=CC
=C(C2CC
(C3=C4C
=CC=CC
4=CC4=C
C=CC=C
43)=NC3
=CC=CC
=C3N2)C
=C1

5.538482
861

8.281873
698

mol_189S

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (S)

p_
aminaben
zaldehido

9_
Acetilantr
aceno

NC1=CC
=C(C2CC
(C3=C4C

5.538482
861

8.281878
814

mol_190R

IV 3,4-
dihidropir
azol (R)

p_
aminaben
zaldehido

9-
Acetilantr
aceno

NC1=CC
=C(C2CC
(C3=C4C
=CC=CC
4=CC4=C
C=CC=C
43)=NN2)
c=C1

5.775423
92

7.503441
46

mol_190S

IV 3,4-
dihidropir
azol (S)

p-
aminaben
zaldehido

9_
Acetilantr
aceno

NC1=CC
=C(C2CC
(C3=C4C
=CC=CC
4=CC4=C
C=CC=C
43)=NN2)
c=C1

5.775423
92

7.492146
498




mol_191

\Y
Pirimidina
aminobe
nzimidaz
ol

p_
aminaben
zaldehido

9_
Acetilantr
aceno

NC1=CC
=C(C2=C
C(C3=C4
C=CC=C
C4=CC4=
CC=CC=
C43)=NC(
NC3=NC
4=C(N3)C
=CC=C4)
=N2)C=C
1

5.746161
667

9.090404
616

mol_192

VI
Pirimido-
benzimid
azol

p_
aminaben
zaldehido

9_
Acetilantr
aceno

NC1=CC
=C(C=C1)
C2=CC(C
3=C4C=C
C=CC4=
CC5=C3
C=CC=C
5)=NC6=
NC7=CC
=CC=C7
N26

5.780627
98

8.444702
263

mol_193

|
Chalcona

p_
aminaben
zaldehido

1_
Acetilnaft
aleno

NC1=CC
=C(/C=C/
C(=0)C2=
CC=CC3
=CC=CC
=C32)C=
C1

4.959155
919

7.251970
764

mol_194

Il
Aminopiri
midina

p_
aminaben
zaldehido

1_
Acetilnaft
aleno

NC1=CC
=C(C2=C
C(C3=CC
=CC4=C
C=CC=C
43)=NC(N
)=N2)C=C
]

4.983512
249

7.465022
956

mol_195R

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (R)

p-
aminaben
zaldehido

1_
Acetilnaft
aleno

NC1=CC
=C(C2CC
(C3=CC=
CC4=CC
=CC=C43
)=NC3=C

5.206432
241

7.617354
892




C=CC=C

3N2)C=C
,
mol_195S | Il 2,3- p- 1- NC1=CC | 5.206432 |7.617354
dihidrobe | aminaben | Acetilnaft | =C(C2CC | 241 892
nzodiaze | zaldehido | aleno (C3=CC=
pina (S) CC4=CC
=CC=C43
)=NC3=C
C=CC=C
3N2)C=C
’
mol_196R | IV 3,4- p- 1- NC1=CC | 5.412567 | 7.919521
dihidropir | aminaben | Acetilnaft | =C(C2CC | 539 17
azol (R) zaldehido | aleno (C3=CC=
CC4=CC
=CC=C43
)=NN2)C=
C1
mol_196S | IV 3,4- p- 1- NC1=CC | 5.412567 | 7.917869
dihidropir | aminaben | Acetilnaft | =C(C2CC | 539 942
azol (S) zaldehido | aleno (C3=CC=
CC4=CC
=CC=C43
)=NN2)C=
C1
mol_197 |V p- 1- NC1=CC |5.411220 | 8.701165
Pirimidina | aminaben | Acetilnaft | =C(C2=C | 292 349
- zaldehido | aleno C(C3=CC
aminobe =CC4=C
nzimidaz C=CC=C
ol 43)=NC(N
C3=NC4=
C(N3)C=
CC=C4)=
N2)C=C1
mol_198 | VI p- 1- NC1=CC | 5.419144 | 8.060171
Pirimido- | aminaben | Acetilnaft | =C(C=C1) | 599 531
benzimid | zaldehido | aleno C2=CC(C
azol 3=CC=C
C4=C3C=
CC=C4)=

NC5=NC




6=CC=C

C=C6N25
mol_199 || p- 2- NC1=CC | 4.998753 | 7.258174
Chalcona | aminaben | Acetilnaft | =C(/C=C/ | 985 205
zaldehido | aleno C(=0)C2=
CC=C3C
=CC=CC
3=C2)C=
C1
mol_200 |1 p- 2- NC1=CC | 5.019490 | 7.463750
Aminopiri | aminaben | Acetilnaft | =C(C2=C | 723 118
midina zaldehido | aleno C(C3=CC
=C4C=C
C=CC4=
C3)=NC(
N)=N2)C=
C1
mol_201R | 1l 2,3- p- 2- NC1=CC | 5.246523 | 8.589259
dihidrobe | aminaben | Acetilnaft | =C(C2CC | 045 152
nzodiaze | zaldehido | aleno (C3=CC=
pina (R) C4C=CC
=CC4=C3
)=NC3=C
C=CC=C
3N2)C=C
1
mol_201S | lll 2,3- p- 2- NC1=CC | 5.246523 | 8.589304
dihidrobe | aminaben | Acetilnaft | =C(C2CC | 045 809
nzodiaze | zaldehido | aleno (C3=CC=
pina (S) C4C=CC
=CC4=C3
)=NC3=C
C=CC=C
3N2)C=C
1
mol_202R | IV 3,4- p- 2- NC1=CC | 5.371754 | 7.826904
dihidropir | aminaben | Acetilnaft | =C(C2CC | 517 387
azol (R) zaldehido | aleno (C3=CC=
C4C=CC
=CC4=C3
)=NN2)C=

C1




mol_202S | IV 3,4- p- 2- NC1=CC | 5.371754 | 7.828347
dihidropir | aminaben | Acetilnaft | =C(C2CC | 517 815
azol (S) zaldehido | aleno (C3=CC=

C4C=CC
=CC4=C3
)=NN2)C=
C1

mol_203 |V p- 2- NC1=CC | 5.434212 | 8.345538
Pirimidina | aminaben | Acetilnaft | =C(C2=C | 574 599
- zaldehido | aleno C(C3=CC
aminobe =C4C=C
nzimidaz C=CC4=
ol C3)=NC(

NC3=NC
4=C(N3)C
=CC=C4)
=N2)C=C
’

mol_204 | VI p- 2- NC1=CC | 5.439815 | 7.964461
Pirimido- | aminaben | Acetilnaft | =C(C=C1) | 709 894
benzimid | zaldehido | aleno C2=CC(C
azol 3=CC(C=

CC=C4)=
C4C=C3)
=NC5=N

C6=CC=

CC=C6N
25

mol_205 || p- Acetophe | NC1=CC | 4.597386 | 6.782561

Chalcona | aminaben | none =C(/C=C/ | 143 873
zaldehido C(=0)C2=
CC=CcC=
C2)C=C1

mol_206 |1 p- Acetophe | NC1=CC | 4.683171 | 7.835995
Aminopiri | aminaben | none =C(C2=C | 309 603
midina zaldehido C(C3=CC

=CC=C3)
=NC(N)=
N2)C=C1

mol_207R | Il 2,3- p- Acetophe | NC1=CC | 4.888023 | 7.951789
dihidrobe | aminaben | none =C(C2CC | 362 23
nzodiaze | zaldehido (C3=CC=
pina (R) CC=C3)=

NC3=CC




=CC=C3

N2)C=C1
mol_207S | Il 2,3- p- Acetophe | NC1=CC | 4.888023 | 7.951789
dihidrobe | aminaben | none =C(C2CC | 362 23
nzodiaze | zaldehido (C3=CC=
pina (S) CC=C3)=
NC3=CC
=CC=C3
N2)C=C1
mol_208R | IV 3,4- p- Acetophe | NC1=CC | 5.008762 | 7.214442
dihidropir | aminaben | none =C(C2CC | 188 455
azol (R) zaldehido (C3=CC=
CC=C3)=
NN2)C=C
1
mol_208S | IV 3,4- p- Acetophe | NC1=CC | 5.008762 | 7.216562
dihidropir | aminaben | none =C(C2CC | 188 811
azol (S) zaldehido (C3=CC=
CC=C3)=
NN2)C=C
1
mol_209 |V p- Acetophe | NC1=CC | 5.056901 | 7.984013
Pirimidina | aminaben | none =C(C2=C | 749 374
- zaldehido C(C3=CC
aminobe =CC=C3)
nzimidaz =NC(NC3
ol =NC4=C(
N3)C=CC
=C4)=N2)
C=C1
mol_210 | VI p- Acetophe | NC1=CC | 5.047299 | 7.338533
Pirimido- | aminaben | none =C(C=C1) | 842 111
benzimid | zaldehido C2=CC(C
azol 3=CC=C
C=C3)=N
C4=NC5=
CC=CC=
C5N24
mol_211 I p- 1- O=C(/C= | 5.889492 | 8.721893
Chalcona | (Trifluoro | Acetilpire | C/C1=CC | 257 097
metil)ben | no =C(C(F)(F
zaldehido JF)C=C1)
C2=C3C4

=C(C(C=




C3)=CC=
C5)C5=C
C=C4C=

mol_212

Il
Aminopiri
midina

p_
(Trifluoro
metil)ben
zaldehido

1-
Acetilpire
no

5.871656
525

8.465626
959

mol_213R

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (R)

p_
(Trifluoro
metil)ben
zaldehido

1-
Acetilpire
no

C=C1)C(
N2)CC(C
3=C4C5=
C(C(C=C
4)=CC=C
6)C6=CC
=C5C=C3
)=NC7=C
2C=CC=
C7

6.171832
661

8.818297
592

mol_213S

I 2,3-
dihidrobe
nzodiaze
pina (S)

p_
(Trifluoro
metil)ben
zaldehido

1-
Acetilpire
no

FC(F)(F)C
1=CC=C(
C=C1)C(
N2)CC(C
3=C4C5=
C(C(C=C
4)=CC=C
6)C6=CC
=C5C=C3
)=NC7=C
2C=CC=
c7

6.171832
661

8.809887
937

mol_214R

IV 3,4-
dihidropir
azol (R)

p-
(Trifluoro
metil)ben
zaldehido

1-
Acetilpire
no

6.368052
903

8.190469
684




C=C4)=C
C=C6)C6
=CC=C5

mol_214S

IV 3,4-
dihidropir
azol (S)

p_
(Trifluoro
metil)ben
zaldehido

1-
Acetilpire
no

6.368052
903

8.194480
715

mol_215

V
Pirimidina
aminobe
nzimidaz
ol

p_
(Trifluoro
metil)ben
zaldehido

1-
Acetilpire
no

C=C8)C8
-CC=C7

C=C5)=C
2)C=C1

6.349999
009

8.773744
474

mol_216

Vi
Pirimido-
benzimid
azol

p_
(Trifluoro
metil)ben
zaldehido

1-
Acetilpire
no

FC(F)(F)C
1=CC=C(
C2=CC(C
3=C4C5=
C(C(C=C

4)=CC=C
6)C6=CC
=C5C=C3
)=NC7=N
C8=C(C=
CC=C8)N
27)C=C1

6.399556
526

9.162977
109

mol_217

I
Chalcona

p-
(Trifluoro
metil)ben
zaldehido

9_
Acetilantr
aceno

0=C(C1=
C2C(C=C
C=C2)=C
C=C1)/C=

5.624341
01

8.333239
665




C/C3=CC

=C(C(F)(F
)F)C=C3
mol_218 |l p- 9- FC(F)(F)C | 5.590047 | 8.085618
Aminopiri | (Trifluoro | Acetilantr | (C=C1)=C | 326 082
midina metil)ben | aceno C=C1C2=
zaldehido NC(N)=N
C(C3=CC
=CC4=C3
C=CC=C
4)=C2
mol_219R | lll 2,3- p- 9- FC(F)(F)C | 6.005783 | 8.732123
dihidrobe | (Trifluoro | Acetilantr | 1=CC=C( | 285 161
nzodiaze | metil)ben | aceno C2CC(C3
pina (R) zaldehido =C4C(C=
CC=C4)=
CC=C3)=
NC5=C(N
2)C=CC=
C5)C=C1
mol_219S | lll 2,3- p- 9- FC(F)(F)C | 6.005783 | 8.730128
dihidrobe | (Trifluoro | Acetilantr | 1=CC=C( | 285 193
nzodiaze | metil)ben | aceno C2CC(C3
pina (S) zaldehido =C4C(C=
CC=C4)=
CC=C3)=
NC5=C(N
2)C=CC=
C5)C=C1
mol_220R | IV 3,4- p- 9- FC(F)(F)C | 6.142490 | 7.803626
dihidropir | (Trifluoro | Acetilantr | 1=CC=C( | 973 277
azol (R) metil)ben | aceno C2NN=C{(
zaldehido C2)C3=C
C=CC4=
C3C=CC
=C4)C=C
1
mol_220S | IV 3,4- p- 9- FC(F)(F)C | 6.142490 | 7.796509
dihidropir | (Trifluoro | Acetilantr | 1=CC=C( | 973 917
azol (S) metil)ben | aceno C2NN=C{(
zaldehido C2)C3=C
C=CC4=

C3C=CC




=C4)C=C
1

mol_221 |V p- 9- FC(F)(F)C | 6.070727 | 9.435624
Pirimidina | (Trifluoro | Acetilantr | 1=CC=C( | 682 782
- metil)ben | aceno C2=NC(N
aminobe | zaldehido C3=NC4=
nzimidaz C(N3)C=
ol CC=C4)=
NC(C5=C
C=CC6=
C5C=CC
=C6)=C2)
C=C1
mol_222 | VI p- 9- FC(F)(F)C | 6.133921 | 8.765559
Pirimido- | (Trifluoro | Acetilantr | 1=CC=C( | 684 024
benzimid | metil)ben | aceno C2=CC(C
azol zaldehido 3=C4C=
C=CC4=
CC=C3)=
NC5=NC
6=CC=C
C=C6N25
)C=C1
mol_223 || p- 1- O=C(C1= | 5.301142 | 7.562789
Chalcona | (Trifluoro | Acetilnaft | CC=C(C= | 696 677
metil)ben | aleno CC=C2)C
zaldehido 2=C1)/C=
C/C3=CC
=C(C(F)(F
)F)C=C3
mol_224 |1l p- 1- FC(F)(F)C | 5.303258 | 7.621084
Aminopiri | (Trifluoro | Acetilnaft | (C=C1)= 909 61
midina metil)ben | aleno C=C1C2=
zaldehido NC(N)=N
C(C3=CC
(C=CC=
4)=C4C=
C3)=C2
mol_225R | Il 2,3- p- 1- FC(F)(F)C | 5.581144 | 7.901516
dihidrobe | (Trifluoro | Acetilnaft | 1=CC=C( | 967 033
nzodiaze | metil)ben | aleno C2CC(C3
pina (R) zaldehido =CC=C(C
=CC=C4)

C4=C3)=




NC5=C(N

2)C=CC=
C5)C=C1
mol_225S | Il 2,3- p- 1- FC(F)(F)C | 5.581144 | 7.916767
dihidrobe | (Trifluoro | Acetilnaft | 1=CC=C( | 967 269
nzodiaze | metil)ben | aleno C2CC(C3
pina (S) zaldehido =CC=C(C
=CC=C4)
C4=C3)=
NC5=C(N
2)C=CC=
C5)C=C1
mol_226R | IV 3,4- p- 1- FC(F)(F)C | 5.839554 | 8.110776
dihidropir | (Trifluoro | Acetilnaft | 1=CC=C( | 697 564
azol (R) metil)ben | aleno C2NN=C{(
zaldehido C2)C3=C
C4=C(C=
C3)C=CC
=C4)C=C
1
mol_226S | IV 3,4- p- 1- FC(F)(F)C | 5.839554 | 8.119896
dihidropir | (Trifluoro | Acetilnaft | 1=CC=C( | 697 351
azol (S) metil)ben | aleno C2NN=C(
zaldehido C2)C3=C
C4=C(C=
C3)C=CC
=C4)C=C
1
mol_227 |V p- 1- FC(F)(F)C | 5.742374 | 8.666504
Pirimidina | (Trifluoro | Acetilnaft | 1=CC=C( | 352 404
- metil)ben | aleno C2=NC(N
aminobe | zaldehido C3=NC4=
nzimidaz C(N3)C=
ol CC=C4)=
NC(C5=C
c6=C(C=
C5)C=CC
=C6)=C2)
C=C1
mol_228 | VI p- 1- FC(F)(F)C | 5.786492 | 8.044049
Pirimido- | (Trifluoro | Acetilnaft | 1=CC=C( | 27 709
benzimid | metil)ben | aleno C2=CC(C
azol zaldehido 3=CC=C4

C(C=CC




C4)=C3)=

NC5=NC
6=CC=C
C=C6N25
)C=C1
mol_229 || p- 2- O=C(/C= | 5.301986 | 7.559065
Chalcona | (Trifluoro | Acetilnaft | C/C1=CC | 98 907
metil)ben | aleno =C(C=C1)
zaldehido C(F)(F)F)
C2=CC=
CC=C2
mol_230 |1 p- 2- FC(F)(C1 | 5.304835 | 7.350526
Aminopiri | (Trifluoro | Acetilnaft | =CC=C(C | 092 38
midina metil)ben | aleno 2=NC(N)=
zaldehido NC(C3=C
C=CC=C
3)=C2)C=
C1)F
mol_231R | lll 2,3- p- 2- FC(F)(C1 | 5.596044 | 8.718237
dihidrobe | (Trifluoro | Acetilnaft | =CC=C(C | 374 494
nzodiaze | metil)ben | aleno =C1)C2C
pina (R) zaldehido C(C3=CC
=CC=C3)
=NC4=C(
C=CC=C
4)N2)F
mol_231S | lll 2,3- p- 2- FC(F)(C1 | 5.596044 | 8.718232
dihidrobe | (Trifluoro | Acetilnaft | =CC=C(C | 374 438
nzodiaze | metil)ben | aleno =C1)C2C
pina (S) zaldehido C(C3=CC
=CC=C3)
=NC4=C(
C=CC=C
4)N2)F
mol_232R | IV 3,4- p- 2- CC(F)(C1 | 5.798741 | 7.842716
dihidropir | (Trifluoro | Acetilnaft | =CC=C(C | 724 099
azol (R) metil)ben | aleno =C1)C2N
zaldehido N=C(C3=
CC=CC=
C3)C2)F
mol_232S | IV 3,4- p- 2- CC(F)(C1 | 5.798741 | 7.864227
dihidropir | (Trifluoro | Acetilnaft | =CC=C(C | 724 432
azol (S) metil)ben | aleno =C1)C2N
zaldehido N=C(C3=




CC=CC=

C3)C2)F
mol_233 |V p- 2- FC(F)(C1 | 5.741099 | 8.404708
Pirimidina | (Trifluoro | Acetilnaft | =CC=C(C | 245
- metil)ben | aleno =C1)C2=
aminobe | zaldehido NC(NC3=
nzimidaz NC4=C(C
ol =CC=C4)
N3)=NC(
C5=CC=
CC=C5h)=
C2)F
mol_234 | VI p- 2- FC(F)(C1 | 5.779084 | 8.016562
Pirimido- | (Trifluoro | Acetilnaft | =CC=C(C | 495 558
benzimid | metil)ben | aleno =C1)C2=
azol zaldehido CC(C3=C
C=CC=C
3)=NC4=
NC5=CC
=CC=C5
N24)F
mol_235 || p- Acetophe | O=C(C1= | 4.938313 | 6.812796
Chalcona | (Trifluoro | none C2C(C=C | 753 203
metil)ben C=C2)=C
zaldehido C=C1)/C=
C/C3=CC
=C(C(F)(F
JF)C=C3
mol_236 | I p- Acetophe | FC(F)(F)C | 5.010863 | 7.737065
Aminopiri | (Trifluoro | none (C=C1)= 191 071
midina metil)ben C=C1C2=
zaldehido NC(N)=N
C(C3=CC
=CC4=C3
C=CC=C
4)=C2
mol_237R | lll 2,3- p- Acetophe | FC(F)(F)C | 5.275015 | 8.240750
dihidrobe | (Trifluoro | none 1=CC=C( | 518 11
nzodiaze | metil)ben C2CC(C3
pina (R) zaldehido =C4C(C=
CC=C4)=

)
CC=C3)
NC5=C(N




2)C=CC=
C5)C=C1
mol_237S | Il 2,3- p- Acetophe | FC(F)(F)C | 5.275015 | 8.244057
dihidrobe | (Trifluoro | none 1=CC=C( | 518 897
nzodiaze | metil)ben C2CC(C3
pina (S) zaldehido =C4C(C=
CC=C4)=
CC=C3)=
NC5=C(N
2)C=CC=
C5)C=C1
mol_238R | IV 3,4- p- Acetophe | FC(F)(F)C | 5.500413 | 7.409385
dihidropir | (Trifluoro | none 1=CC=C( | 424 632
azol (R) metil)ben C2NN=C{(
zaldehido C2)C3=C
C=CC4=
C3C=CC
=C4)C=C
1
mol_238S | IV 3,4- p- Acetophe | FC(F)(F)C | 5.500413 | 7.406223
dihidropir | (Trifluoro | none 1=CC=C( | 424 815
azol (S) metil)ben C2NN=C{(
zaldehido C2)C3=C
C=CC4=
C3C=CC
=C4)C=C
1
mol_239 |V p- Acetophe | FC(F)(F)C | 5.389720 | 7.937695
Pirimidina | (Trifluoro | none 1=CC=C( | 337 466
- metil)ben C2=NC(N
aminobe | zaldehido C3=NC4=
nzimidaz C(N3)C=
ol CC=C4)=
NC(C5=C
C=CC6=
C5C=CC
=C6)=C2)
C=C1
mol_240 | VI p- Acetophe | FC(F)(F)C | 5.423697 | 7.562718
Pirimido- | (Trifluoro | none 1=CC=C( | 888 138
benzimid | metil)ben C2=CC(C
azol zaldehido 3=C4C=C
C=CC4=




NC5=NC
6=CC=C
C=C6N25
)C=C1

BZD_001

Vil
Benzodia
zepina

p_
Nitrobenz
aldehido

1-
Acetilpire
no

[O-
IIN+](C1=
CC=C(C2
=CC(C3=
CC=C4C
5=C3C=C
C6=C5C(
C=C4)=C
C=C6)=N
C7=C(C
CC=C7)N
2)C=C1)
o)

5.741311
79

8.360086
006

BZD_002

VI
Benzodia
zepina

p_
Nitrobenz
aldehido

9_
Acetilantr
aceno

[O-
IIN+](C1=
CC=C(C2

NC6=C(C
=CC=C6)
N2)C=C1)
-0

5.456521
261

7.981963
638

BZD_003

Vil
Benzodia
zepina

p_
Nitrobenz
aldehido

1_
Acetilnaft
aleno

[O-
IIN+](C1=
CC=C(C2
=CC(C3=
C4C(C=C
C=C4)=C
C=C3)=N
C5=C(C
CC=C5)N
2)C=C1)
o)

5.117699
185

7.248175
772

BZD_004

VI
Benzodia
zepina

p-
Nitrobenz
aldehido

2_
Acetilnaft
aleno

[O-

JIN+](C1=
CC=C(C2
=CC(C3=

5.151879
097

7.250225
46




BZD_005

Vil
Benzodia
zepina

p_
Nitrobenz
aldehido

Acetophe
none

IIN+](C1=
CC=C(C2
=CC(C3=
CC=CC=
C3)=NC4
=C(C=CC
=C4)N2)C
=C1)=0

4.782820
11

6.547662
377

BZD_006

VI
Benzodia
zepina

p_
Dimetila
minobenz
aldehido

1-
Acetilpire
no

CN(C)C1
=CC=C(C
2=CC(C3
=CC=C4
C5=C3C=
CC6=C5
C(C=C4)=
CC=C6)=
NC7=C(C
=CC=C7)
N2)C=C1

5.829097
586

8.593737
942

BZD_007

Vil
Benzodia
zepina

p_
Dimetila
minobenz
aldehido

9-
Acetilantr
aceno

CN(C)C1
=CC=C(C
2=CC(C3
=C4C(C=
CC=C4)=
CC5=C3
C=CC=C
5)=NC6=
c(C=CC=
C6)N2)C=
C1

5.576360
144

8.216948
174

BZD_008

VI
Benzodia
zepina

p-
Dimetila
minobenz
aldehido

1_
Acetilnaft
aleno

CN(C)C1
=CC=C(C
2=CC(C3
=CC=CC
4=C3C=C
C=C4)=N

5.222948
15

7.507552
98




C5=C(C
CC=C5)N
2)C=C1

BZD_009

Vil
Benzodia
zepina

p-
Dimetila
minobenz
aldehido

2_
Acetilnaft
aleno

CN(C)C1
=CC=C(C
2=CC(C3
=CC(C=C
C=C4)=C
4C=C3)=
NC5=C(C
=CC=C5)
N2)C=C1

5.266033
98

7.509920
694

BZD_010

VI
Benzodia
zepina

p-
Dimetila
minobenz
aldehido

Acetophe
none

CN(C)C1
=CC=C(C
2=CC(C3
=CC=CC

5o
Il
Q
O
Il
@)

4.887468
68

6.827780
006

BZD_011

Vil
Benzodia
zepina

Vainillina

1-
Acetilpire
no

OCI?O

C5C(C=C
6)=CC=C
4)C5=C6

C=C3)=N
C7=C(C=
CC=C7)N
2)C=C10
C

5.642982
959

7.910684
875

BZD_012

Vil
Benzodia
zepina

Vainillina

9_
Acetilantr
aceno

0C1=CC
=C(C2=C
C(C3=C(
C=CC=C
4)C4=CC
5=C3C=C
C=C5)=N
C6=C(C=
CC=C6)N
2)C=C10
C

5.367463
658

7.535262
222




BZD_013

Vil
Benzodia
zepina

Vainillina

1_
Acetilnaft
aleno

0C1=CC
=C(C2=C
C(C3=CC
=C(C=CC
=C4)C4=
C3)=NC5
=C(C=CC
=C5)N2)C
=C10C

5.077484
048

6.870470
018

BZD_014

Vil
Benzodia
zepina

Vainillina

2_
Acetilnaft
aleno

0C1=CC
=C(C2=C
C(C3=CC
=CC4=C3
C=CC=C
4)=NC5=
c(C=CC=
C5)N2)C=
c10C

5.043991
793

6.867886
671

BZD_015

VI
Benzodia
zepina

Vainillina

Acetophe
none

0C1=CC
=C(C2=C
C(C3=CC
=CC=C3)
=NC4=C(
C=CC=C
4)N2)C=C
10C

4.731733
337

6.227528
703

BZD_016

Vil
Benzodia
zepina

Cinamald
ehido

1-
Acetilpire
no

C1(C2=C
3C4=C(C
=C2)C=C
C5=CC-=
CC(C=C3
)=C45)=N
C6=CC-=
CC=C6N
C(/C=C/C
7=CC=C
C=C7)=C
)

5.866954
185

8.891965
394

BZD_017

VI
Benzodia
zepina

Cinamald
ehido

9_
Acetilantr
aceno

C1(C2=C

3C(C=CC
=C3)=CC

4=C2C=C
C=C4)=N

C5=CC=

5.630943
205

8.510959
12




CC=C5N
C(/C=C/C
6=CC=C

BZD_018

Vil
Benzodia
zepina

Cinamald
ehido

1_
Acetilnaft
aleno

C5)=C1

5.276014
479

7.766058
916

BZD_019

VI
Benzodia
zepina

Cinamald
ehido

2_
Acetilnaft
aleno

C1(C2=C
C=C3C(C
=CC=C3)
=C2)=NC
4=CC=C
C=C4NC(
/C=C/C5=
CC=CC=
C5)=C1

5.337044
471

7.767893
797

BZD_020

Vil
Benzodia
zepina

Cinamald
ehido

Acetophe
none

C1(C2=C
C=CC=C
2)=NC3=
CcC=CC=
C3NC(/C
=C/C4=C
C=CC=C
4)=C1

4.939386
894

7.050814
149

BZD_021

VI
Benzodia
zepina

Salicilald
ehido

1-
Acetilpire
no

0C1=CC
=CC=C1
C2=CC(C
3=C(C=C
C4=C5C(
C=C6)=C
C=C4)C5
=C6C=C3
)=NC7=C(
=CC=C
7)N2

5.531975
74

8.203072
527




BZD_022

Vil
Benzodia
zepina

Salicilald
ehido

9_
Acetilantr
aceno

5.263776
085

7.834285
136

BZD_023

VI
Benzodia
zepina

Salicilald
ehido

1_
Acetilnaft
aleno

=CC=C1
C2=CC(C
3=C(C=C
C=C4)C4
=CC=C3)
=NC5=C(
C=CC=C

5)N2

4.916934
672

7.143686
932

BZD_024

VI
Benzodia
zepina

Salicilald
ehido

2_
Acetilnaft
aleno

0C1=CC
=CC=C1
C2=CC(C
3=CC(C=
CC=C4)=
C4C=C3)
=NC5=C(
C=CC=C
5)N2

4.953157
625

7.133414
941

BZD_025

Vil
Benzodia
zepina

Salicilald
ehido

Acetophe
none

0C1=CC
=CC=C1
C2=CC(C
3=CC=C
C=C3)=N
C4=C(C=
CC=C4)N
2

4.579233
718

6.470859
384

BZD_026

VI
Benzodia
zepina

4-
Isopropilb
enzaldehi
do

1-
Acetilpire
no

cc(c)c
=CC=C(C
2=CC(C3
=CC=C4

C5=C3C=
CC6=CC

=CC(C=C
4)=C65)=

6.134116
977

8.889710
843




NC7=C(C

=CC=C7)
N2)C=C1
BzZD_027 | VI 4- 9- CC(C)C1 | 5.898532 | 8.509019
Benzodia | Isopropilb | Acetilantr | =CC=C(C | 543 719
zepina enzaldehi | aceno 2=CC(C3
do =C(C=CC
=C4)C4=
CC5=C3
C=CC=C
5)=NC6=
C(C=CC=
C6)N2)C=
C1
BZD_028 | VI 4- 1- CC(C)C1 | 5.527141 | 7.768983
Benzodia | Isopropilb | Acetilnaft | =CC=C(C | 918 484
zepina enzaldehi | aleno 2=CC(C3
do =C(C=CC
=C4)C4=
CC=C3)=
NC5=C(C
=CC=C5)
N2)C=C1
BZD_029 | VI 4- 2- CC(C)C1 | 5.569850 | 7.767359
Benzodia | Isopropilb | Acetilnaft | =CC=C(C | 565 163
zepina enzaldehi | aleno 2=CC(C3
do =CC=C4
C(C=CC=
C4)=C3)=
NC5=C(C
=CC=C5)
N2)C=C1
BZD_030 | VI 4- Acetophe | CC(C)C1 | 5.177412 | 7.057523
Benzodia | Isopropilb | none =CC=C(C | 466 58
zepina enzaldehi 2=CC(C3
do =CC=CC
=C3)=NC
4=C(C=C
C=C4)N2)
C=C1
BZD_031 | VI p- 1- NC1=CC | 5.662741 | 8.196131
Benzodia | aminaben | Acetilpire | =C(C2=C | 267 782
zepina zaldehido | no C(C3=CC




C5=CC=
CCB=CC
=C3C4=C
56)=NC3
=CC=CC
=C3N2)C
=C1

BZD_032

Vil
Benzodia
zepina

p_
aminaben
zaldehido

9_
Acetilantr
aceno

NC1=CC
=C(C2=C
C(C3=C4
C=CC=C
C4=CC4=
CC=CC=
C43)=NC
3=CC=C
C=C3N2)
C=C1

5.409143
865

7.825163
259

BZD_033

VI
Benzodia
zepina

p_
aminaben
zaldehido

1_
Acetilnaft
aleno

NC1=CC
=C(C2=C
C(C3=CC
=CC4=C
C=CC=C
43)=NC3
=CC=CC
=C3N2)C
=C1

5.067866
377

7.164071
904

BZD_034

Vil
Benzodia
zepina

p_
aminaben
zaldehido

2.
Acetilnaft
aleno

NC1=CC
=C(C2=C
C(C3=CC
=C4C=C
C=CC4=
C3)=NC3
=CC=CC
=C3N2)C
=C1

5.122023
147

7.161675
979

BZD_035

VI
Benzodia
zepina

p-
aminaben
zaldehido

Acetophe
none

NC1=CC
=C(C2=C
C(C3=CC
=CC=C3)
=NC3=C
C=CC=C
3N2)C=C
1

4.742444
035

6.532361
857




BZD_036

Vil
Benzodia
zepina

p_
(Trifluoro
metil)ben
zaldehido

1-
Acetilpire
no

FC(F)(C1

=CC=C(C
2=CC(C3
=C4C5=C
6C(C=C4)
=CC=CC

6=CC=C5
C=C3)=
C7=C(C=

pd

6.027756
832

8.441451
182

BZD_037

VI
Benzodia
zepina

p_
(Trifluoro
metil)ben
zaldehido

9_
Acetilantr
aceno

C=C4C5=
C3C=CC
6=C5C(C
=C4)=CC
C6)=NC
(N2)C
=C7)

C

9]

Mo
@)

5.740027
039

8.312307
959

BZD_038

Vil
Benzodia
zepina

p_
(Trifluoro
metil)ben
zaldehido

1_
Acetilnaft
aleno

FC(F)(C1
=CC=C(C
=C1)C2=
CC(C3=C
4C(C=CC
=C4)=CC
5=C3C=C
C=C5)=N
C6=C(N2)
C=CC=C
6)F

5.415784
079

7.535082
598

BZD_039

VI
Benzodia
zepina

p_
(Trifluoro
metil)ben
zaldehido

2_
Acetilnaft
aleno

FC(F)(C1
=CC=C(C
=C1)C2=
CC(C3=C
4C(C=CC
=C4)=CC
C3)=NC
=C(N2)C
CC=C5)

m o ool

5.440582
218

7.279884
085




BZD_040 | VI p- Acetophe | FC(F)(C1 | 5.097854 | 6.808249
Benzodia | (Trifluoro | none =CC=C(C | 76 362
zepina metil)ben =C1)C2=

zaldehido CC(C3=C
C=C4C=
CC=CC4
=C3)=NC
5=C(N2)C
=CC=C5)
F

PYZ_001 VI p- 1- [O- 5.943380 | 7.757914

Pirazol Nitrobenz | Acetilpire | J[N+](C1= | 472 584
aldehido | no CC=C(C2
=CC(C3=
C4C=CC
5=CC=
C6=CC=
C(C=C3)
C4=C56)=
NN2)C=C
1)=0

PYZ_002 | VI p- 9- [O- 5.726388 | 7.382688
Pirazol Nitrobenz | Acetilantr | [N+](C1= | 976 772

aldehido | aceno CC=C(C2
=CC(C3=
c4c(C=C
C=C4)=C
C5=C3C=
CC=C5h)=
NN2)C=C
1)=0

PYZ_003 | VI p- 1- [O- 5.349228 | 6.680213
Pirazol Nitrobenz | Acetilnaft | [N+](C1= | 032 143

aldehido | aleno CC=C(C2
=CC(C3=
CC=CC4
=C3C=C
C=C4)=N
N2)C=C1)
=0

PYZ_004 | VI p- 2- [O- 5.315744 | 6.675567
Pirazol Nitrobenz | Acetilnaft | [N+](C1= | 228 146

aldehido | aleno CC=C(C2

=CC(C3=




CC4=C(C

=C3)C=C
C=C4)=N
N2)C=C1)
=0
PYZ_005 | VI p- Acetophe | [O- 4.891455 | 5.997617
Pirazol Nitrobenz | none JIN+](C1= | 24 365
aldehido CC=C(C2
=CC(C3=
CC=CcC=
C3)=NN2)
C=C1)=0
PYZ_006 | VI p- 1- CN(C)C1 | 6.024110 | 8.017101
Pirazol Dimetila | Acetilpire | =CC=C(C | 359 202
minobenz | no 2=CC(C3
aldehido =C4C=C
C5=CC=
CC6=CC
=C(C=C23)
C4=C56)=
NN2)C=C
y
PYZ_007 | VII p- 9- CN(C)C1 | 5.863273 | 7.642126
Pirazol Dimetila | Acetilantr | =CC=C(C | 348 5
minobenz | aceno 2=CC(C3
aldehido =C4C(C=
CC=C4)=
CC5=C3
C=CC=C
5)=NN2)C
=C1
PYZ_008 | VI p- 1- CN(C)C1 | 5.452034 | 6.960192
Pirazol Dimetila | Acetilnaft | =CC=C(C | 198 728
minobenz | aleno 2=CC(C3
aldehido =CC=CC
4=C3C=C
C=C4)=N
N2)C=C1
PYZ_009 | VI p- 2- CN(C)C1 | 5.415585 | 6.959852
Pirazol Dimetila | Acetilnaft | =CC=C(C | 987 767
minobenz | aleno 2=CC(C3
aldehido =CC4=C(
C=C3)C=

CC=C4)=




NN2)C=C
1

PYZ_010

VIl
Pirazol

p_
Dimetila
minobenz
aldehido

Acetophe
none

CN(C)C1

=CC=C(C
2=CC(C3
=CC=CC

=C3)=NN
2)C=C1

4.997632
957

6.305321
854

PYZ_011

VIl
Pirazol

Vainillina

1-
Acetilpire
no

0C1=CC
=C(C2=C
C(C3=C4
C=CC5=
CC=CC6
=CC=C(C
=C3)C4=
C56)=NN
2)C=C10
C

5.883197
616

7.366891
771

PYZ_012

VIl
Pirazol

Vainillina

9_
Acetilantr
aceno

0C1=CC
=C(C2=C
C(C3=C4
c(C=CC=
C4)=CC5
=C3C=C
C=C5)=N
N2)C=C1
oC

5.673694
336

7.002820
742

PYZ_013

VIl
Pirazol

Vainillina

1_
Acetilnaft
aleno

0C1=CC
=C(C2=C
C(C3=CC
=CC4=C3
C=CC=C
4)=NN2)C
=C10C

5.330338
873

6.354813
006

PYZ_014

VIl
Pirazol

Vainillina

2_
Acetilnaft
aleno

0C1=C(O
C)C=C(C

2=CC(C3
=CC4=C(
C=C3)C=

CC=C4)=

NN2)C=C
]

5.306443
303

6.362035
088

PYZ_015

VIl
Pirazol

Vainillina

Acetophe
none

0C1=CC
=C(C2=C

4.946018
817

5.745980
652




C(C3=CC
=CC=C3)
=NN2)C=
C10C

PYZ_016

VIl
Pirazol

Cinamald
ehido

1-
Acetilpire
no

C1(/C=C/
C2=CC(C
3=C4C=C
C5=CC=
CC6=CC
=C(C=C3)
C4=C56)=
NN2)=CC
=CC=C1

6.160918
459

8.282072
288

PYZ_017

VIl
Pirazol

Cinamald
ehido

9_
Acetilantr
aceno

C1(/C=C/
C2=CC(C
3=C4C(C
=CC=C4)
=CC5=C3
C=CC=C
5)=NN2)=
CC=CC=
C1

6.030545
275

7.900858
976

PYZ_018

VIl
Pirazol

Cinamald
ehido

1_
Acetilnaft
aleno

C1(/C=C/
C2=CC(C
3=CC=C

C4=C3C=
CC=C4)=
NN2)=CC
=CC=C1

5.668379
973

7.210546
084

PYZ_019

VIl
Pirazol

Cinamald
ehido

2.
Acetilnaft
aleno

C1(/C=C/
C2=CC(C
3=CC4=C
(C=C3)C=
CC=C4)=

NN2)=CC
=CC=C1

5.611314
795

7.188226
448

PYZ_020

VIl
Pirazol

Cinamald
ehido

Acetophe
none

C1(/C=C/

5.250928
333

6.518237
055




PYZ_021

VIl
Pirazol

Salicilald
ehido

1-
Acetilpire
no

0C1=CC
=CC=C1
C2=CC(C
3=C4C=C
C5=CC=
CC6=CC
=C(C=C3)
C4=C56)=
NN2

5.833630
567

7.643582
182

PYZ_022

VIl
Pirazol

Salicilald
ehido

9_
Acetilantr
aceno

0C1=C(C
2=CC(C3
=C4C(C=
CC=C4)=
CC5=C3
C=CC=C
5)=NN2)C
=CC=C1

5.656859
7

7.269225
102

PYZ_023

VIl
Pirazol

Salicilald
ehido

1_
Acetilnaft
aleno

0C1=CC
=CC=C1
C2=CC(C
3=CC=C
C4=C3C=
CC=C4)=
NN2

5.266820
324

6.603428
243

PYZ_024

VIl
Pirazol

Salicilald
ehido

2.
Acetilnaft
aleno

0C1=C(C
2=CC(C3
=CC4=C(
C=C3)C=
CC=C4)=
NN2)C=C
C=C1

5.229468
33

6.602136
377

PYZ_025

VIl
Pirazol

Salicilald
ehido

Acetophe
none

0C1=C(C
2=CC(C3
=CC=CC

=C3)=NN
2)C=CC=
C1

4.805725
032

5.971716
018

PYZ_026

VIl
Pirazol

4-
Isopropilb
enzaldehi
do

1-
Acetilpire
no

CC(C)C1
=CC=C(C
2=CC(C3
=C4C=C
C5=CC=
CC6=CC
=C(C=C3)

6.302474
563

8.283337
865




C4=C56)=

NN2)C=C
,
PYZ_027 | VI 4- 9- CC(C)C1 | 6.170818 | 7.906542
Pirazol Isopropilb | Acetilantr | =CC=C(C | 653 922
enzaldehi | aceno 2=CC(C3
do =C4C(C=
CC=C4)=
CC5=C3
C=CC=C
5)=NN2)C
=C1
PYZ_028 | VI 4- 1- CC(C)C1 | 5.718054 | 7.191875
Pirazol Isopropilb | Acetilnaft | =CC=C(C | 566 551
enzaldehi | aleno 2=CC(C3
do =CC=CC
4=C3C=C
C=C4)=N
N2)C=C1
PYZ_029 | VI 4- 2- CC(C)C1 | 5.671346 | 7.191773
Pirazol Isopropilb | Acetilnaft | =CC=C(C | 959 943
enzaldehi | aleno 2=CC(C3
do =CC4=C(
C=C3)C=
CC=C4)=
NN2)C=C
,
PYZ_030 | VI 4- Acetophe | CC(C)C1 | 5.223573 | 6.504113
Pirazol Isopropilb | none =CC=C(C | 165 501
enzaldehi 2=CC(C3
do =CC=CC
=C3)=NN
2)C=C1
PYZ_031 | VI p- 1- NC1=CC | 5.869592 | 7.659924
Pirazol aminaben | Acetilpire | =C(C2=C | 232 205
zaldehido | no C(C3=CC
=C4C=C
C5=CC=
CC6=CC
=C3C4=C
56)=NN2)

C=C1




PYZ_032 | VI p- 9- NC1=CC |5.711368 | 7.293441
Pirazol aminaben | Acetilantr | =C(C2=C | 225 52
zaldehido | aceno C(C3=C4
C=CC=C
C4=CC4=
CC=CcC=
C43)=NN
2)C=C1
PYZ_033 | VI p- 1- NC1=CC | 5.320813 | 6.659002
Pirazol aminaben | Acetilnaft | =C(C2=C | 259 571
zaldehido | aleno C(C3=CC
=CC4=C
C=CC=C
43)=NN2)
C=C1
PYZ_034 | VI p- 2- NC1=CC | 5.290573 | 6.659911
Pirazol aminaben | Acetilnaft | =C(C2=C | 556 231
zaldehido | aleno C(C3=CC
=C4C=C
=CC4=
C3)=NN2)
C=C1
PYZ_035 | VI p- Acetophe | NC1=CC | 4.868173 | 6.052351
Pirazol aminaben | none =C(C2=C | 938 047
zaldehido C(C3=CC
=CC=C3)
=NN2)C=
C1
PYZ_036 | VI p- 1- FC(F)(C1 | 6.265067 | 7.535922
Pirazol (Trifluoro | Acetilpire | =CC=C(C | 537 17
metil)ben | no 2=NN=C{(
zaldehido C3=C4C5
=C6C(C=
C4)=CC=
CC6=CC
=C5C=C3
)C2)C=C1
)F
PYZ_037 | VI p- 9- FC(C1=C | 6.037904 | 7.424458
Pirazol (Trifluoro | Acetilantr | C=C(C2= | 886 595
metil)ben | aceno CC(C3=C
zaldehido 4C=CC=
CC4=CC

5=C3C=C




C=C5)=N
N2)C=C1)
(F)F
PYZ_038 | VI p- 1- FC(C1=C | 5.700931 | 6.680740
Pirazol (Trifluoro | Acetilnaft | C=C(C2= | 706 482
metil)ben | aleno CC(C3=C
zaldehido 4C=CC=
CC4=CC
=C3)=NN
2)C=C1)(
F)F
PYZ_039 | VI p- 2- FC(C1=C | 5.664913 | 6.681053
Pirazol (Trifluoro | Acetilnaft | C=C(C2= | 269 066
metil)ben | aleno CC(C3=C
zaldehido C(C=CC=
C4)=C4C
=C3)=NN
2)C=C1)(
F)F
PYZ_040 | VII p- Acetophe | FC(C1=C | 5.301299 | 5.965991
Pirazol (Trifluoro | none C=C(C2= | 789 117
metil)ben CC(C3=C
zaldehido C=CC=C
3)=NN2)C
=C1)(F)F
Anexo Il
Molécula | XP GScore BZD_015 | -8.066 BZD_030 | -6.046
BZD_001 | -6.184 BZD_016 | -6.604 BZD_031 |-7.765
BZD_002 | -5.335 BZD_017 | -5.088 BZD_032 |-7.823
BZD_003 |-7.755 BZD_018 |-7.215 BZD_033 | -8.366
BZD_004 | -6.686 BZD_019 | -6.55 BZD_034 | -6.827
BZD_005 |-5.769 BZD_020 |-6.182 BZD_035 | -5.327
BZD_006 |-7.953 BZD_021 |-9.42 BZD_036 | -9.007
BZD_007 |-5.944 BZD_022 |-6.978 BZD_037 | -9.669
BZD_008 | -6.317 BzZD_023 | -7.51 BZD_038 | -7.011
BZD_009 | -4.897 BZD_024 | -7.078 BZD_039 |-7.285
BZD_010 | -4.67 BZD_025 |-9.185 BZD_040 |-6.783
BzZD_011 |-7.738 BZD_026 | -7.971 mol_001 | -5.037
BZD_012 |-7.106 BZD_027 | -8.348 mol_002 |-7.754
BZD_013 | -6.947 BZD_028 | -6.596 mol_003R | -5.34
BZD_014 | -6.911 BZD_029 | -4.908 mol_003S | -5.726




mol_004R | -8.716 mol_034S | -7.01 mol_065 |-6.472
mol_004S | -7.817 mol_035 |-7.464 mol_066 | -8.169
mol_005 | -6.821 mol_036 | -4.982 mol_067 |-7.152
mol_006 | -6.654 mol_037 | -8.11 mol_068 |-7.217
mol_007 | -9.672 mol_038 |-7.576 mol_069R | -7.1
mol_008 | -7.145 mol_039R | -2.689 mol_069S | -5.885
mol_009R | -5.708 mol_039S | -5.714 mol_070R | -7.5
mol_009S | -5.449 mol_040R | -7.036 mol_070S | -7.034
mol_010R | -7.142 mol_040S | -6.008 mol_071 | -6.546
mol_010S | -5.68 mol_041 | -4.545 mol_072 | -8.453
mol_011 | -6.345 mol_042 | -6.482 mol_073 | -7.755
mol_012 | -7.454 mol_043 |-7.353 mol_074 | -7.658
mol_013 | -5.994 mol_044 | -8.118 mol_075R | -7.426
mol_014 | -7.215 mol_045R | -7.321 mol_075S | -6.784
mol_015R | -5.768 mol_045S | -7.974 mol_076R | -7.466
mol_015S | -7.904 mol_046R | -7.223 mol_076S | -7.316
mol_016R | -6.176 mol_046S | -6.254 mol_077 | -7.022
mol_016S | -6.906 mol_047 | -6.202 mol_078 | -6.789
mol_017 | -8.665 mol_048 | -5.345 mol_079 | -6.12
mol_018 | -4.666 mol_049 | -6.035 mol_080 | -8.582
mol_019 | -5.927 mol_050 | -7.467 mol_081R | -5.811
mol_020 | -6.011 mol_051R | -6.212 mol_081S | -7.933
mol_021R | -5.475 mol_051S | -5.968 mol_082R | -8.007
mol_021S | -6.818 mol_052R | -7.677 mol_082S | -6.103
mol_022R | -6.392 mol_052S | -5.897 mol_083 | -6.249
mol_022S | -7.477 mol_053 | -4.616 mol_084 | -7.274
mol_023 | -8.293 mol_054 |-6.254 mol_085 |-7.196
mol_024 | -6.063 mol_055 |-5.183 mol_086 |-9.3
mol_025 |-5.013 mol_056 |-6.294 mol_087R | -5.24
mol_026 |-7.579 mol_057R | -5.503 mol_087S | -7.382
mol_027R | -6.503 mol_057S | -6.358 mol_088R | -8.58
mol_027S | -7.496 mol_058R | -7.311 mol_088S | -6.769
mol_028R | -7.311 mol_058S | -5.67 mol_089 |-7.708
mol_028S | -6.453 mol_059 | -4.828 mol_090 |-7.723
mol_029 | -7.252 mol_060 | -5.486 mol_091 | -6.398
mol_030 | -5.762 mol_061 | -6.396 mol_092 | -4.902
mol_031 |-6.726 mol_062 | -6.061 mol_093R | -7.462
mol 032 | -7.274 mol_063R | -7.911 mol_093S | -7.683
mol_033R | -5.431 mol_063S | -7.098 mol_094R | -6.289
mol_033S | -4.86 mol_064R | -7.322 mol_094S | -6.609
mol_034R | -8.285 mol_064S | -7.264 mol_095 | -5.759




mol_096 | -5.532 mol_127 | -7.911 mol_158 | -6.72

mol_097 | -8.272 mol_128 | -7.557 mol_159R | -5.246
mol_098 | -7.509 mol_129R | -7.396 mol_159S | -6.269
mol_099R | -6.186 mol_129S | -5.879 mol_160R | -7.532
mol_099S | -7.802 mol_130R | -7.243 mol_160S | -6.574
mol_100R | -7.008 mol_130S | -7.345 mol_161 -4.22

mol_100S | -5.654 mol_131 -8.714 mol_162 | -6.102
mol_101 -6.975 mol_132 | -6.814 mol_163 | -7.354
mol_102 | -4.505 mol_133 | -6.093 mol_164 | -8.628
mol_103 | -5.816 mol_134 | -8.124 mol_165R | -5.979
mol_104 | -6.408 mol_135R | -7.856 mol_165S | -7.32

mol_105R | -7.141 mol_135S | -7.442 mol_166R | -7.616
mol_105S | -7.645 mol_136R | -6.711 mol_166S | -6.591
mol_106R | -7.019 mol_136S | -7.146 mol_167 | -7.758
mol_106S | -6.763 mol_137 |-7.8 mol_168 | -6.28

mol_107 | -5.57 mol_138 | -8.352 mol_169 | -8.281
mol_108 | -6.398 mol_139 | -7.194 mol_170 | -6.241
mol_109 | -5.341 mol_140 | -7.969 mol_171R | -7.573
mol_110 | -5.126 mol_141R | -7.212 mol_171S | -6.361
mol_111R | -8.063 mol_141S | -6.992 mol_172R | -7.736
mol_111S | -7.835 mol_142R | -7.407 mol_172S | -5.405
mol_112R | -6.843 mol_142S | -6.891 mol_173 | -5.403
mol_112S | -7.583 mol_143 | -6.295 mol_174 | -5.846
mol_113 -7.167 mol_144 -7.236 mol_175 -5.339
mol_114 | -5.754 mol_145 | -5.971 mol_176 | -6.419
mol_115 | -6.607 mol_146 | -7.995 mol_177R | -5.02

mol_116 -5.821 mol_147R | -6.653 mol_177S | -7.435
mol_117R | -8.193 mol_147S | -7.049 mol_178R | -6.45

mol_117S | -7.908 mol_148R | -5.936 mol_178S | -5.301
mol_118R | -6.564 mol_148S | -7.03 mol_179 | -4.403
mol_118S | -6.516 mol_149 | -7.826 mol_180 | -4.331
mol_119 -6.123 mol_150 -6.28 mol_181 -5.511
mol_120 | -6.623 mol_151 -7.428 mol_182 | -7.898
mol_121 -7.258 mol_152 | -7.566 mol_183R | -8.177
mol_122 | -6.975 mol_153R | -3.833 mol_183S | -7.427
mol_123R | -7.751 mol_153S | -5.221 mol_184R | -7.349
mol_123S | -6.751 mol_154R | -7.689 mol_184S | -7.934
mol_124R | -7.874 mol_154S | -6.454 mol_185 | -7.134
mol_124S | -7.654 mol_155 | -5.029 mol_186 | -5.697
mol_125 | -8.21 mol_156 | -6.529 mol_187 | -8.617
mol_126 | -7.937 mol_157 | -7.036 mol_188 | -6.668




mol_189R | -7.635 mol_216 | -5.757 PYZ_006 | -6.885
mol_189S | -7.69 mol_217 | -8.456 PYZ_007 | -6.577
mol_190R | -6.54 mol_218 | -10.048 PYZ_008 | -6.352
mol_190S | -6.303 mol_219R | -6.21 PYZ_009 | -6.755
mol_191 | -7.199 mol_219S | -7.998 PYZ_010 | -4.037
mol_192 | -7.542 mol_220R | -6.636 PYZ_011 -8.049
mol_193 | -6.773 mol_220S | -8.406 PYZ_012 | -7.044
mol_194 | -7.391 mol_221 | -8.246 PYZ_013 | -7.361
mol_195R | -8.134 mol_222 | -6.116 PYZ_014 | -5.838
mol_195S | -6.843 mol_223 | -8.93 PYZ_015 | -6.273
mol_196R | -7.91 mol_224 | -8.021 PYZ_016 | -5.385
mol_196S | -6.851 mol_225R | -9.317 PYZ_017 | -6.623
mol_197 | -6.777 mol_225S | -10.973 PYZ_018 | -8.357
mol_198 | -6.816 mol_226R | -6.838 PYZ_019 |-7.327
mol_199 | -6.53 mol_226S | -7.184 PYZ_020 |-6.81
mol_200 | -6.751 mol_227 | -8.787 PYZ_021 -7.021
mol_201R | -8.339 mol_228 | -5.506 PYZ_022 | -6.877
mol_201S | -6.993 mol_229 | -6.586 PYZ_023 |-7.222
mol_202R | -7.247 mol_230 |-9.763 PYZ_024 |-5.62
mol_202S | -6.845 mol_231 |-7.627 PYZ_025 |-6.32
mol_203 | -7.232 mol_232R | -6.942 PYZ_026 |-7.079
mol_204 | -7.737 mol_232S | -8.153 PYZ_027 |-6.115
mol_205 | -5.915 mol_233 |-7.418 PYZ_028 |-7.518
mol_206 | -7.648 mol_234 | -6.174 PYZ_029 | -6.428
mol_207R | -6.644 mol_235 | -7.571 PYZ_030 |-5.716
mol_207S | -6.548 mol_236 | -5.973 PYZ_031 -6.281
mol_208R | -9.46 mol_237R | -6.935 PYZ_032 | -7.241
mol_208S | -6.9 mol_237S | -7.113 PYZ_033 | -6.537
mol_209 | -5.999 mol_238R | -6.498 PYZ_034 |-5.119
mol_210 | -7.893 mol_238S | -7.479 PYZ_035 |-5.326
mol_211 | -6.966 mol_239 | -4.965 PYZ_036 | -6.558
mol_212 | -6.56 mol_240 | -4.706 PYZ_037 | -6.949
mol_213R | -6.192 PYZ_001 -5.595 PYZ_038 |-5.879
mol_213S | -5.988 PYZ_002 |-6.426 PYZ_039 | -4.677
mol_214R | -6.567 PYZ_003 |-6.713 PYZ_040 |-5.78
mol_214S | -6.47 PYZ_004 |-6.013

mol_215 | -8.773 PYZ_005 |-7.14




Anexo IV

Propiedades fisicoquimicas asociadas al caracter drug-like de los compuestos
analizados, calculadas mediante la plataforma ADMETlab 3.0. La tabla incluye el
identificador de cada molécula, peso molecula (MW), lipofilicidad (logP), numero de
donadores (HBD) y aceptores (HBA) de enlace de hidrégeno, numero de violaciones a
la regla de Lipinski, superficie polar topoldgica (TPSA) y nimero de enlaces rotables
(nRot).

Asimismo, se indica el cumplimiento del criterio de Veber, el cual considera valores de
TPSA < 140 A* y < 10 enlaces rotables, pardametros asociados a una adecuada
biodisponibilidad oral.

Molecula | MM logP HBD | HBA | Violaciones | TPSA | nRot | Veber
de Lipinsky
mol_001 | 377.11 | 5.462588 0 4 0| 60.21 4 | si
mol_002 | 416.13 | 5.400002 2 6 0| 9494 3 |si
mol_003S | 467.16 | 5.963416 1 5 0| 67.53 3| si
mol_003R | 467.16 | 5.963416 1 5 0| 67.53 3| si
mol_004R | 391.13 | 5.121396 1 5 0| 67.53 3| si
mol_004S | 391.13 | 5.121396 1 5 0| 67.53 3| si
mol_005 | 532.16 | 6.696017 2 8 11| 109.63 5|si
mol_006 | 490.14 | 6.323592 0 6 0| 7333 3| si
mol_007 | 353.11 | 5.230761 0 4 0| 60.21 4 | si
mol_008 | 392.13 | 5.001425 2 6 0| 94.94 3| si
mol_O09R | 443.16 | 5.211498 1 5 0| 67.53 3| si
mol_009S | 443.16 | 5.211498 1 5 0| 67.53 3| si
mol_010R | 367.13 | 4.518197 1 5 0| 67.53 3| si
mol_010S | 367.13 | 4.518197 1 5 0| 67.53 3| si
mol_011 | 508.16 | 6.177677 2 8 1| 109.63 5] si
mol_012 | 466.14 | 5.987644 0 6 0| 73.33 3| si
mol_013 | 303.09 | 4.077532 0 4 0| 60.21 4 | si
mol_014 | 342.11 | 3.941191 2 6 0| 94.94 3| si
mol_015S | 393.15 | 4.28501 1 5 0| 67.53 3| si
mol_015R | 393.15 | 4.28501 1 5 0| 67.53 3| si
mol_016S | 317.12 | 3.615884 1 5 0| 67.53 3| si
mol_016R | 317.12 | 3.615884 1 5 0| 67.53 3| si
mol_017 | 458.15 | 5.138977 2 8 0 | 109.63 5] si
mol_018 | 416.13 4.9825 0 6 0| 73.33 3|si
mol_019 | 303.09 | 3.814819 0 4 0| 60.21 4 | si
mol_020 | 342.11 | 3.872639 2 6 0| 94.94 3| si
mol_021S | 393.15 | 4.224708 1 5 0| 67.53 3| si
mol_021R | 393.15 | 4.224708 1 5 0| 67.53 3| si
mol_022S | 317.12 | 3.52723 1 5 0| 67.53 3| si




mol_022R | 317.12 | 3.52723 1 5 0| 67.53 3|si
mol_023 | 458.15 | 5.163808 2 8 0| 109.63 5|si
mol_024 | 416.13 | 4.792204 0 6 0| 73.33 3 |si
mol_025 | 253.07 | 3.153394 0 4 0| 60.21 4 | si
mol_026 292.1 | 3.150072 2 6 0| 94.94 3 |si
mol_027S | 343.13 | 3.356397 1 5 0| 67.53 3|si
mol_027R | 343.13 | 3.356397 1 5 0| 67.53 3 |si
mol_028R | 267.1 | 2.702512 1 5 0| 67.53 3 |si
mol_028S | 267.1 | 2.702512 1 5 0| 67.53 3|si
mol_029 | 408.13 | 4.332745 2 8 0| 109.63 5|si
mol_030 | 366.11 | 4.08337 0 6 0| 73.33 3|si
mol_031 | 375.16 | 5.582977 0 2 0| 2031 4 | si
mol_032 | 414.18 | 5.40561 2 4 0| 55.04 3|si
mol_033R | 465.22 | 6.166201 1 3 0| 27.63 3|si
mol_033S | 465.22 | 6.166201 1 3 0| 27.63 3 |si
mol_034R | 389.19 | 5.421849 1 3 0| 27.63 3|si
mol_034S | 389.19 | 5.421849 1 3 0| 27.63 3 |si
mol_035 | 530.22 | 6.763238 2 6 1| 69.73 5|si
mol_036 488.2 | 6.74825 0 4 0| 3343 3 |si
mol_037 | 351.16 | 5.207333 0 2 0| 2031 4 | si
mol_038 | 390.18 | 4.948923 2 4 0| 55.04 3|si
mol_039S | 441.22 | 5.406712 1 3 0| 27.63 3 |si
mol_039R | 441.22 | 5.406712 1 3 0| 27.63 3|si
mol_040R | 365.19 | 4.695447 1 3 0| 27.63 3 |si
mol_040S | 365.19 | 4.695447 1 3 0| 27.63 3|si
mol_041 | 506.22 | 6.547128 2 6 1| 69.73 5|si
mol_042 464.2 | 6.351662 0 4 0| 3343 3 |si
mol_043 | 301.15 | 4.238604 0 2 0| 2031 4 | si
mol_044 | 340.17 | 3.859383 2 4 0| 55.04 3 |si
mol_045S | 391.2 | 4.602653 1 3 0| 27.63 3|si
mol_045R | 391.2 | 4.602653 1 3 0| 27.63 3 |si
mol_046R | 315.17 | 3.744005 1 3 0| 27.63 3 |si
mol_046S | 315.17 | 3.744005 1 3 0| 27.63 3|si
mol_047 | 456.21 | 5.542509 2 6 0| 69.73 5|si
mol_048 | 414.18 | 5.101959 0 4 0| 33.43 3|si
mol_049 | 301.15 | 4.153122 0 2 0| 2031 4 | si
mol_050 | 340.17 | 3.843454 2 4 0| 55.04 3|si
mol_051R | 391.2 | 4.360615 1 3 0| 27.63 3|si
mol_051S | 391.2 | 4.360615 1 3 0| 27.63 3 |si
mol_052R | 315.17 | 3.727169 1 3 0| 27.63 3|si
mol_052S | 315.17 | 3.727169 1 3 0| 27.63 3 |si




mol_053 | 456.21 | 5.469561 2 6 0| 69.73 5|si
mol_054 | 414.18 | 5.112394 0 4 0| 3343 3|si
mol_055 | 251.13 | 3.315058 0 2 0| 2031 4 | si
mol_056 | 290.15 | 3.209343 2 4 0| 55.04 3|si
mol_057S | 341.19 | 3.414975 1 3 0| 27.63 3 |si
mol_057R | 341.19 | 3.414975 1 3 0| 27.63 3|si
mol_058R | 265.16 | 2.746006 1 3 0| 27.63 3 |si
mol_058S | 265.16 | 2.746006 1 3 0| 27.63 3 |si
mol_059 | 406.19 | 4.783384 2 6 0| 69.73 5|si
mol_060 | 364.17 | 4.299092 0 4 0| 3343 3 |si
mol_061 | 378.13 | 4.998035 1 3 0| 46.53 4 | si
mol_062 | 417.15 | 4.703287 3 5 0| 81.26 3 |si
mol_063R | 468.18 | 5.455076 2 4 0| 53.85 3|si
mol_063S | 468.18 | 5.455076 2 4 0| 53.85 3|si
mol_064R | 392.15 | 4.635906 2 4 0| 53.85 3 |si
mol_064S | 392.15 | 4.635906 2 4 0| 53.85 3|si
mol_065 | 533.19 | 5.952647 3 7 1| 9595 5|si
mol_066 | 491.16 | 5.802257 1 5 0| 59.65 3|si
mol_067 | 354.13 | 4.616485 1 3 0| 46.53 4 | si
mol_068 | 393.15 | 4.477564 3 5 0| 81.26 3 |si
mol_069R | 444.18 4.7069 2 4 0| 53.85 3|si
mol_069S | 444.18 4.7069 2 4 0| 53.85 3 |si
mol_070R | 368.15 | 4.039364 2 4 0| 53.85 3|si
mol_070S | 368.15 | 4.039364 2 4 0| 53.85 3 |si
mol_071 | 509.19 | 5.692689 3 7 1| 95.95 5|si
mol_072 | 467.16 | 5.345022 1 5 0| 59.65 3|si
mol_073 | 304.11 | 3.65521 1 3 0| 46.53 4 | si
mol_074 | 343.13 | 3.446652 3 5 0| 81.26 3|si
mol_075R | 394.17 | 3.684317 2 4 0| 53.85 3 |si
mol_075S | 394.17 | 3.684317 2 4 0| 53.85 3|si
mol_076R | 318.14 | 3.174563 2 4 0| 53.85 3 |si
mol_076S | 318.14 | 3.174563 2 4 0| 53.85 3 |si
mol_077 | 459.17 4.7642 3 7 0| 95.95 5|si
mol_078 | 417.15 | 4.262027 1 5 0| 59.65 3|si
mol_079 | 304.11 | 3.545606 1 3 0| 46.53 4 | si
mol_080 | 343.13 | 3.374183 3 5 0| 81.26 3 |si
mol_081S | 394.17 3.9034 2 4 0| 53.85 3|si
mol_081R | 394.17 3.9034 2 4 0| 53.85 3|si
mol_082R | 318.14 | 3.098436 2 4 0| 53.85 3|si
mol_082S | 318.14 | 3.098436 2 4 0| 53.85 3|si
mol_083 | 459.17 | 4.734218 3 7 0| 95.95 5|si




mol_084 | 417.15 | 4.193557 1 5 0| 59.65 3|si
mol_085 | 254.09 | 3.01128 1 3 0| 46.53 4 | si
mol_086 | 293.12 | 2.68821 3 5 0| 81.26 3 |si
mol_087S | 344.15 | 2.720231 2 4 0| 53.85 3|si
mol_087R | 344.15 | 2.720231 2 4 0| 53.85 3 |si
mol_088R | 268.12 | 2.158639 2 4 0| 53.85 3|si
mol_088S | 268.12 | 2.158639 2 4 0| 53.85 3 |si
mol_089 | 409.15 | 3.924618 3 7 0| 95.95 5|si
mol_090 | 367.13 | 3.575188 1 5 0| 59.65 3|si
mol_091 | 358.14 | 6.473861 0 1 0| 17.07 4 | si
mol_092 | 397.16 | 6.219105 2 3 0 51.8 3|si
mol_093S | 448.19 | 5.999181 1 2 0| 24.39 3 |si
mol_093R | 448.19 | 5.999181 1 2 0| 24.39 3|si
mol_094S | 372.16 | 5.568888 1 2 0| 24.39 3|si
mol_094R | 372.16 | 5.568888 1 2 0| 24.39 3 |si
mol_095 513.2 | 7.385144 2 5 1| 66.49 5|si
mol_096 | 471.17 | 7.464186 0 3 0| 30.19 3 |si
mol_097 | 334.14 | 6.20714 0 1 0| 17.07 4 | si
mol_098 | 373.16 | 5.676127 2 3 0 51.8 3 |si
mol_099S | 424.19 | 5.109571 1 2 0| 24.39 3 |si
mol_099R | 424.19 | 5.109571 1 2 0| 24.39 3|si
mol_100R | 348.16 | 4.837844 1 2 0| 24.39 3 |si
mol_100S | 348.16 | 4.837844 1 2 0| 24.39 3|si
mol_101 489.2 | 6.940699 2 5 0| 66.49 5|si
mol_102 | 447.17 | 7.056642 0 3 0| 30.19 3|si
mol_103 | 284.12 5.107 0 1 0| 17.07 4 | si
mol_104 | 323.14 | 4.627462 2 3 0 51.8 3 |si
mol_105S | 374.18 | 4.366065 1 2 0| 24.39 3|si
mol_105R | 374.18 | 4.366065 1 2 0| 24.39 3 |si
mol_106R | 298.15 | 3.918581 1 2 0| 24.39 3|si
mol_106S | 298.15 | 3.918581 1 2 0| 24.39 3 |si
mol_107 | 439.18 | 5.869715 2 5 0| 66.49 5|si
mol_108 | 397.16 | 5.832225 0 3 0| 30.19 3|si
mol_109 | 284.12 | 5.060595 0 1 0| 17.07 4 | si
mol_110 | 323.14 | 4.59717 2 3 0 51.8 3|si
mol_111R | 374.18 | 4.286911 1 2 0| 24.39 3 |si
mol_111S | 374.18 | 4.286911 1 2 0| 24.39 3|si
mol_112S | 298.15 | 3.832745 1 2 0| 24.39 3|si
mol_112R | 298.15 | 3.832745 1 2 0| 24.39 3 |si
mol_113 | 439.18 | 5.819748 2 5 0| 66.49 5|si
mol_114 | 397.16 | 5.86118 0 3 0| 30.19 3|si




mol_115 234.1 | 4.122652 0 1 0| 17.07 4 | si
mol_116 | 273.13 | 3.728416 2 3 0 51.8 3|si
mol_117R | 324.16 | 3.499912 1 2 0| 24.39 3 |si
mol_117S | 324.16 | 3.499912 1 2 0| 24.39 3|si
mol_118R | 248.13 | 2.969092 1 2 0| 24.39 3 |si
mol_118S | 248.13 | 2.969092 1 2 0| 24.39 3|si
mol_119 | 389.16 | 5.11803 2 5 0| 66.49 5|si
mol_120 | 347.14 | 4.98078 0 3 0| 30.19 3 |si
mol_121 | 350.13 | 4.526994 1 2 0 37.3 3|si
mol_122 | 387.14 | 5.132399 3 4 0| 72.03 2 |si
mol_123R | 438.17 | 5.689491 2 3 0| 44.62 2 |si
mol_123S | 438.17 | 5.689491 2 3 0| 44.62 2 |si
mol_124R | 362.14 | 4.894479 2 3 0| 44.62 2 |si
mol_124S | 362.14 | 4.894479 2 3 0| 44.62 2 |si
mol_125 | 503.17 | 6.346548 3 6 1| 86.72 4 | si
mol_126 | 461.15 | 6.138387 1 4 0| 50.42 2 |si
mol_127 | 324.12 | 5.30913 1 2 0 37.3 3 |si
mol_128 | 363.14 | 4.596734 3 4 0| 72.03 2 |si
mol_129R | 414.17 | 4.912592 2 3 0| 44.62 2 |si
mol_129S | 414.17 | 4.912592 2 3 0| 44.62 2 |si
mol_130S | 338.14 | 4.286872 2 3 0| 44.62 2 |si
mol_130R | 338.14 | 4.286872 2 3 0| 44.62 2 |si
mol_131 | 479.17 | 5.871303 3 6 0| 86.72 4 | si
mol_132 | 437.15 | 5.589455 1 4 0| 50.42 2 |si
mol_133 274.1 | 4.302758 1 2 0 37.3 3|si
mol_134 | 313.12 | 3.608872 3 4 0| 72.03 2 |si
mol_135R | 364.16 | 4.06101 2 3 0| 44.62 2 |si
mol_135S | 364.16 | 4.06101 2 3 0| 44.62 2 |si
mol_136S | 288.13 | 3.421107 2 3 0| 44.62 2 |si
mol_136R | 288.13 | 3.421107 2 3 0| 44.62 2 |si
mol_137 | 429.16 | 4.932319 3 6 0| 86.72 4 | si
mol_138 | 387.14 | 4.524839 1 4 0| 50.42 2 |si
mol_139 274.1 | 4147111 1 2 0 37.3 3|si
mol_140 | 313.12 | 3.662756 3 4 0| 72.03 2 |si
mol_141R | 364.16 | 4.059021 2 3 0| 44.62 2 |si
mol_141S | 364.16 | 4.059021 2 3 0| 44.62 2 |si
mol_142R | 288.13 | 3.443712 2 3 0| 44.62 2 |si
mol_142S | 288.13 | 3.443712 2 3 0| 44.62 2 |si
mol_143 | 429.16 | 4.853338 3 6 0| 86.72 4 | si
mol_144 | 387.14 | 4.623509 1 4 0| 50.42 2 |si
mol_145 | 224.08 | 3.377909 1 2 0 37.3 3|si




mol_146 | 263.11 | 2.798826 3 4 0| 72.03 2 |si
mol_147S | 314.14 | 3.043849 2 3 0| 44.62 2 |si
mol_147R | 314.14 | 3.043849 2 3 0| 44.62 2 |si
mol_148S | 238.11 | 2.485656 2 3 0| 44.62 2 |si
mol_148R | 238.11 | 2.485656 2 3 0| 44.62 2 |si
mol_149 | 379.14 | 3.959332 3 6 0| 86.72 4 | si
mol_150 | 337.12 | 3.757239 1 4 0| 5042 2 |si
mol_151 | 374.17 | 6.699996 0 1 0| 17.07 4 | si
mol_152 | 413.19 | 6.240409 2 3 0 51.8 3|si
mol_153S | 464.23 | 7.35352 1 2 0| 24.39 3 |si
mol_153R | 464.23 | 7.35352 1 2 0| 24.39 3|si
mol_154R | 388.19 | 6.466205 1 2 0| 24.39 3 |si
mol_154S | 388.19 | 6.466205 1 2 0| 24.39 3|si
mol_155 | 529.23 | 7.673796 2 5 1| 66.49 5|si
mol_156 487.2 | 7.683191 0 3 0| 30.19 3 |si
mol_157 | 350.17 | 6.385403 0 1 0| 17.07 4 | si
mol_158 | 389.19 | 6.152174 2 3 0 51.8 3 |si
mol_159S | 440.23 | 6.602773 1 2 0| 24.39 3|si
mol_159R | 440.23 | 6.602773 1 2 0| 24.39 3 |si
mol_160R | 364.19 | 5.874802 1 2 0| 24.39 3 |si
mol_160S | 364.19 | 5.874802 1 2 0| 24.39 3|si
mol_161 | 505.23 | 7.329709 2 5 1| 66.49 5|si
mol_162 463.2 | 7.37086 0 3 0| 30.19 3|si
mol_163 | 300.15 | 5.352818 0 1 0| 17.07 4 | si
mol_164 | 339.17 | 5.261924 2 3 0 51.8 3|si
mol_165S | 390.21 | 5.840871 1 2 0| 24.39 3|si
mol_165R | 390.21 | 5.840871 1 2 0| 24.39 3 |si
mol_166R | 314.18 | 4.935832 1 2 0| 24.39 3|si
mol_166S | 314.18 | 4.935832 1 2 0| 24.39 3 |si
mol_167 | 455.21 | 6.260587 2 5 0| 66.49 5|si
mol_168 | 413.19 | 6.178052 0 3 0| 30.19 3 |si
mol_169 | 300.15 | 5.352061 0 1 0| 17.07 4 | si
mol_170 | 339.17 | 5.200683 2 3 0 51.8 3|si
mol_171R | 390.21 | 5.708015 1 2 0| 24.39 3 |si
mol_171S | 390.21 | 5.708015 1 2 0| 24.39 3|si
mol_172R | 314.18 | 4.966457 1 2 0| 24.39 3 |si
mol_172S | 314.18 | 4.966457 1 2 0| 24.39 3|si
mol_173 | 455.21 | 6.450499 2 5 0| 66.49 5|si
mol_174 | 413.19 | 6.103869 0 3 0| 30.19 3 |si
mol_175 | 250.14 | 4.164834 0 1 0| 17.07 4 | si
mol_176 | 289.16 | 4.433146 2 3 0 51.8 3 |si




mol_177S | 340.19 | 4.882288 1 2 0| 24.39 3|si
mol_177R | 340.19 | 4.882288 1 2 0| 24.39 3|si
mol_178R | 264.16 | 3.89324 1 2 0| 24.39 3 |si
mol_178S | 264.16 | 3.89324 1 2 0| 24.39 3|si
mol_179 405.2 | 5.535758 2 5 0| 66.49 5|si
mol_180 | 363.17 | 5.239106 0 3 0| 30.19 3|si
mol_181 | 347.13 | 4.792729 2 2 0| 43.09 3 |si
mol_182 | 386.15 | 4.896097 4 4 0| 77.82 2 |si
mol_183R | 437.19 | 5.253049 3 3 0| 5041 2 |si
mol_183S | 437.19 | 5.253049 3 3 0| 5041 2 |si
mol_184S | 361.16 | 4.537302 3 3 0| 5041 2 |si
mol_184R | 361.16 | 4.537302 3 3 0| 5041 2 |si
mol_185 | 502.19 | 5.800654 4 6 1| 9251 4 | si
mol_186 | 460.17 | 5.813654 2 4 0| 56.21 2 |si
mol_187 | 323.13 | 4.201265 2 2 0| 43.09 3 |si
mol_188 | 362.15 | 4.51924 4 4 0| 77.82 2 |si
mol_189S | 413.19 | 4.519446 3 3 0| 5041 2 |si
mol_189R | 413.19 | 4.519446 3 3 0| 5041 2 |si
mol_190R | 337.16 | 3.855047 3 3 0| 5041 2 |si
mol_190S | 337.16 | 3.855047 3 3 0| 5041 2 |si
mol_191 | 478.19 | 5.564659 4 6 0] 9251 4 | si
mol_192 | 436.17 | 5.339275 2 4 0| 56.21 2 |si
mol_193 | 273.12 | 3.455986 2 2 0| 43.09 3|si
mol_194 | 312.14 | 3.390687 4 4 0| 77.82 2 |si
mol_195R | 363.17 | 3.568352 3 3 0| 5041 2 |si
mol_195S | 363.17 | 3.568352 3 3 0| 5041 2 |si
mol_196R | 287.14 | 2.81199 3 3 0| 5041 2 |si
mol_196S | 287.14 | 2.81199 3 3 0| 5041 2 |si
mol_197 | 428.17 | 4.341362 4 6 0| 9251 4 | si
mol_198 | 386.15 | 4.182087 2 4 0| 56.21 2 |si
mol_199 | 273.12 | 3.225479 2 2 0| 43.09 3 |si
mol_200 | 312.14 | 3.354753 4 4 0| 77.82 2 |si
mol_201R | 363.17 | 3.488526 3 3 0| 5041 2 |si
mol_201S | 363.17 | 3.488526 3 3 0| 5041 2 |si
mol_202R | 287.14 | 2.695588 3 3 0| 5041 2 |si
mol_202S | 287.14 | 2.695588 3 3 0| 5041 2 |si
mol_203 | 428.17 | 4.321802 4 6 0| 9251 4 | si
mol_204 | 386.15 | 4.209909 2 4 0| 56.21 2 |si
mol_205 223.1 | 2.761135 2 2 0| 43.09 3 |si
mol_206 | 262.12 | 2.602042 4 4 0| 77.82 2 |si
mol_207R | 313.16 | 2.536034 3 3 0| 5041 2 |si




mol_207S | 313.16 | 2.536034 3 3 0| 5041 2 |si
mol_208R | 237.13 | 1.946386 3 3 0| 5041 2 |si
mol_208S | 237.13 | 1.946386 3 3 0| 5041 2 |si
mol_209 | 378.16 | 3.587596 4 6 0] 9251 4 | si
mol_210 | 336.14 | 3.416914 2 4 0| 56.21 2 |si
mol_211 | 400.11 | 6.499122 0 1 0| 17.07 4 | si
mol_212 | 439.13 | 6.245844 2 3 0 51.8 3 |si
mol_213R | 490.17 | 7.096185 1 2 0| 24.39 3 |si
mol_213S | 490.17 | 7.096185 1 2 0| 24.39 3|si
mol_214R | 414.13 | 6.191365 1 2 0| 24.39 3 |si
mol_214S | 414.13 | 6.191365 1 2 0| 24.39 3|si
mol_215 | 555.17 | 7.225262 2 5 1| 66.49 5|si
mol_216 | 513.15 | 7.300122 0 3 1| 30.19 3|si
mol_217 | 376.11 | 5.98366 0 1 0| 17.07 4 | si
mol_218 | 415.13 | 5.849574 2 3 0 51.8 3 |si
mol_219S | 466.17 | 6.615369 1 2 0| 24.39 3|si
mol_219R | 466.17 | 6.615369 1 2 0| 24.39 3 |si
mol_220S | 390.13 | 5.643922 1 2 0| 24.39 3|si
mol_220R | 390.13 | 5.643922 1 2 0| 24.39 3 |si
mol_221 | 531.17 | 7.050601 2 5 1| 66.49 5|si
mol_222 | 489.15 | 6.868117 0 3 0| 30.19 3|si
mol_223 | 326.09 | 5.061863 0 1 0| 17.07 4 | si
mol_224 | 365.11 | 4.895397 2 3 0 51.8 3|si
mol_225S | 416.15 | 5.767878 1 2 0| 24.39 3 |si
mol_225R | 416.15 | 5.767878 1 2 0| 24.39 3|si
mol_226S | 340.12 | 4.708726 1 2 0| 24.39 3|si
mol_226R | 340.12 | 4.708726 1 2 0| 24.39 3 |si
mol_227 | 481.15 | 6.237141 2 5 0| 66.49 5|si
mol_228 | 439.13 | 5.828275 0 3 0| 30.19 3 |si
mol_229 | 326.09 | 5.001898 0 1 0| 17.07 4 | si
mol_230 | 365.11 | 4.924361 2 3 0 51.8 3 |si
mol_231R | 416.15 | 5.688045 1 2 0| 24.39 3 |si
mol_231S | 416.15 | 5.688045 1 2 0| 24.39 3|si
mol_232S | 340.12 | 4.768653 1 2 0| 24.39 3 |si
mol_232R | 340.12 | 4.768653 1 2 0| 24.39 3|si
mol_233 | 481.15 | 6.100554 2 5 0| 66.49 5|si
mol_234 | 439.13 | 5.831207 0 3 0| 30.19 3|si
mol_235 | 276.08 | 4.222243 0 1 0| 17.07 4 | si
mol_236 315.1 | 4.057943 2 3 0 51.8 3 |si
mol_237S | 366.13 | 4.756235 1 2 0| 24.39 3|si
mol_237R | 366.13 | 4.756235 1 2 0| 24.39 3 |si




mol_238S | 286.13 | 3.503865 1 2 0| 24.39 3|si
mol_238R | 286.13 | 3.503865 1 2 0| 24.39 3|si
mol_239 | 431.14 | 5.685931 2 5 0| 66.49 5|si
mol_240 | 389.11 | 5.011809 0 3 0| 30.19 3|si
BZD_001 | 465.15| 6.58419 1 5 0| 67.53 3 |si
BZD_002 | 441.15 | 5.869276 1 5 0| 67.53 3|si
BZD_003 | 391.13 | 5.011221 1 5 0| 67.53 3 |si
BZD_004 | 391.13 | 5.111449 1 5 0| 67.53 3 |si
BZD_005 | 341.12 | 4.236793 1 5 0| 67.53 3|si
BZD_006 463.2 | 6.798177 1 3 0| 27.63 3 |si
BZD_007 439.2 | 6.254962 1 3 0| 27.63 3|si
BZD_008 | 389.19 | 5.267936 1 3 0| 27.63 3 |si
BZD_009 | 389.19 | 5.36421 1 3 0| 27.63 3|si
BZD_010 | 339.17 | 4.313008 1 3 0| 27.63 3|si
BZD_011 | 466.17 | 5.903633 2 4 0| 53.85 3 |si
BZD_012 | 442.17 | 5.462046 2 4 0| 53.85 3|si
BZD_013 | 392.15 | 4.588891 2 4 0| 53.85 3 |si
BZD_014 | 392.15 | 4.643611 2 4 0| 53.85 3|si
BZD_015 | 342.14 | 3.854398 2 4 0| 53.85 3 |si
BZD_016 | 446.18 | 7.367328 1 2 0| 24.39 3 |si
BZD_017 | 422.18 | 6.872385 1 2 0| 24.39 3|si
BZD_018 | 372.16 | 5.846875 1 2 0| 24.39 3 |si
BZD_019 | 372.16 | 5.923435 1 2 0| 24.39 3|si
BZD_020 | 322.15 | 4.908738 1 2 0| 24.39 3 |si
BZD_021 | 436.16 | 6.28774 2 3 0| 44.62 2 |si
BzZD_022 | 412.16 | 5.557749 2 3 0| 44.62 2 |si
BZD_023 | 362.14 | 4.645437 2 3 0| 44.62 2 |si
BZD_024 | 362.14 | 4.75769 2 3 0| 44.62 2 |si
BZD_025 | 312.13 | 3.84363 2 3 0| 44.62 2 |si
BZD_026 | 462.21 | 7.74346 1 2 0| 24.39 3|si
BZD_027 | 438.21 | 7.243425 1 2 0| 24.39 3 |si
BZD_028 | 388.19 | 6.265563 1 2 0| 24.39 3 |si
BZD_029 | 388.19 | 6.223028 1 2 0| 24.39 3|si
BZD_030 | 338.18 | 5.430071 1 2 0| 24.39 3 |si
BzZD_031 | 435.17 | 5.830454 3 3 0| 5041 2 |si
BZD_032 | 411.17 | 5.176316 3 3 0| 5041 2 |si
BzD_033 | 361.16 | 4.13532 3 3 0| 5041 2 |si
BzD_034 | 361.16 | 4.215167 3 3 0| 5041 2 |si
BZD_035 | 311.14 | 3.381032 3 3 0| 5041 2 |si
BzD_037 | 488.15 | 7.446261 1 2 0| 24.39 3|si
BZD_036 | 488.15 | 7.446261 1 2 0| 24.39 3 |si




BZD_038 | 464.15 | 6.95833 1 2 0| 24.39 3|si
BZD_039 | 414.13 | 6.054144 1 2 0| 24.39 3|si
BZD_040 | 414.13 | 6.069486 1 2 0| 24.39 3 |si
PYZ_001 | 389.12 | 5.830814 1 5 0| 71.82 3|si
PYZ_002 | 365.12 | 5.28928 1 5 0| 71.82 3 |si
PYZ_003 315.1 | 4.442112 1 5 0| 71.82 3|si
PYZ_004 315.1 | 4.53203 1 5 0| 71.82 3 |si
PYZ_005 | 265.09 | 3.688992 1 5 0| 71.82 3 |si
PYZ_006 | 387.17 | 6.045176 1 3 0| 31.92 3|si
PYZ_007 | 363.17 | 5.801407 1 3 0| 31.92 3 |si
PYZ_008 | 313.16 | 4.710723 1 3 0| 31.92 3|si
PYZ_009 | 313.16 | 4.800116 1 3 0| 31.92 3 |si
PYZ_010 | 263.14 | 3.975187 1 3 0| 31.92 3|si
PYZ_011 | 390.14 | 5.209741 2 4 0| 58.14 3|si
PYZ_012 | 366.14 | 4.752519 2 4 0| 58.14 3 |si
PYZ_013 | 316.12 | 3.901655 2 4 0| 58.14 3|si
PYZ_014 | 316.12 | 3.783086 2 4 0| 58.14 3 |si
PYZ_015 | 266.11 | 3.239478 2 4 0| 58.14 3|si
PYZ_016 | 370.15 | 6.742321 1 2 0| 28.68 3 |si
PYZ_017 | 346.15 | 6.126141 1 2 0| 28.68 3 |si
PYZ_018 | 296.13 | 5.099466 1 2 0| 28.68 3|si
PYZ_019 | 296.13 | 5.191927 1 2 0| 28.68 3 |si
PYZ_020 | 246.12 | 4.33996 1 2 0| 28.68 3|si
PYZ_021 | 360.13 | 5.663718 2 3 0| 48.91 2 |si
PYZ_022 | 336.13 | 5.017045 2 3 0| 48091 2 |si
PYZ_023 | 286.11 | 4.198972 2 3 0| 48091 2 |si
PYZ_024 | 286.11 | 4.156327 2 3 0| 48.91 2 |si
PYZ_025 | 236.09 | 3.462885 2 3 0| 48091 2 |si
PYZ_026 | 386.18 | 7.038371 1 2 0| 28.68 3 |si
PYZ_027 | 362.18 | 6.74713 1 2 0| 28.68 3|si
PYZ_028 | 312.16 | 5.810082 1 2 0| 28.68 3 |si
PYZ_029 | 312.16 | 5.922351 1 2 0| 28.68 3 |si
PYZ_030 | 262.15 | 5.011027 1 2 0| 28.68 3|si
PYZ_031 | 359.14 | 5.334721 3 3 0 54.7 2 |si
PYZ_032 | 335.14 | 4.825225 3 3 0 54.7 2 |si
PYZ_033 | 285.13 | 3.76802 3 3 0 54.7 2 |si
PYZ_034 | 285.13 | 3.833489 3 3 0 54.7 2 |si
PYZ_035 | 235.11 | 3.092663 3 3 0 54.7 2 |si
PYZ_036 | 412.12 | 6.114848 0 2 0| 24.72 3 |si
PYZ_037 | 388.12 | 6.406038 1 2 0| 28.68 3|si
PYZ_038 338.1 | 5.778353 1 2 0| 28.68 3 |si




PYZ_039 338.1 | 5.692806 1 2 0| 28.68 3|si
PYZ_040 | 288.09 | 4.842889 1 2 0| 28.68 3|si

Anexo V
1)Chalcona pireno CF3
o) H NMR (400 MHz, DMS0) & 8.68 (d, J = 9.3 Hz, 1H), 8.53
_ (d,J=8.0 Hz, 1H), 8.45 - 8.25 (m, 6H), 8.15 (t, J = 7.7 Hz,
‘ O 1H), 8.07 (d, J= 8.1 Hz, 2H), 7.92 (d, J = 16.0 Hz, 1H),
O‘ CFs3 7.79(d,J=8.2 Hz, 2H), 7.74 (d, J = 15.9 Hz, 1H). *C NMR
(101 MHz, DMSO) & 194.59, 143.36, 139.04, 133.61,
O 133.18, 131.15, 130.78, 130.53, 130.46, 129.90, 129.76,
129.30, 127.72, 127.58, 127.29, 126.99, 126.63,
126.18(q), 125.86, 124.91, 124.82, 124.50, 124.00, 123.15.
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O "H NMR (400 MHz, DMSO) 5 8.68 (d, J = 9.3 Hz, 1H), 8.51
(d, J = 8.0 Hz, 1H), 8.43 - 8.35 (m, 3H), 8.32 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 8.29 - 8.21 (m, 2H), 8.20
(d,J=2.0Hz, 1H), 8.13 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 8.09 - 8.00 (m, 2H), 7.93 (d, J = 15.9 Hz, 1H),
7.72(d, J= 16.0 Hz, 1H). *C NMR (101 MHz, DMSO) 5 194.01, 148.20, 142.08, 141.07,
133.39, 132.53, 130.76, 130.61, 130.15, 129.94, 129.67, 129.53, 129.02, 127.37,
126.99, 126.74, 126.36, 124.58, 124.42, 124.04.
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O 1H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.58 (d, J = 9.3 Hz, 1H), 8.40
(d,J=11.1 Hz, 4H), 8.35-8.24 (m, 3H), 8.15 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.73 (s, 1H), 7.68 (d, ) =
24.9 Hz, 2H), 7.60 (d, ) = 15.9 Hz, 1H), 7.30 (d, ) = 7.9 Hz, 2H), 2.91 (dd, ) = 14.4, 7.4 Hz,
1H), 1.19 (d, J = 6.9 Hz, 6H). 3C NMR (101 MHz, DMS0) & 152.21, 145.96, 133.97,
133.23, 132.59, 131.16, 130.56, 129.65, 129.51, 129.03, 127.75, 127.47, 127.27,
127.11, 126.85, 126.69, 126.51, 124.95, 124.84, 124.47, 33.88, 24.04.
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4)Chalcona pireno DMA

O
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O TH NMR (400 MHz, DMSO (contaminado) 6 8.50 (d, J=9.3
Hz, 1H), 8.33 (m, J=31.4, 14.1, 8.2, 3.9 Hz, 9H), 8.21 - 8.09 (m, 2H), 7.60 (d, ) = 8.6 Hz,
2H), 7.50 (d, J=15.7 Hz, 1H), 7.37 (d, J = 15.8 Hz, 1H), 6.70 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 2.98 (s,
6H)."*C NMR (101 MHz, DMSO) 5 195.18, 152.61, 147.41, 135.18, 132.69, 131.28,
131.20, 130.62, 129.26, 129.12, 128.72,127.77,127.18, 126.58, 126.31, 124.99,



124.96, 124.45, 124.14,122.04, 121.96, 112.23, 31.02.
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5) Chalcona pireno cinamaldehido

0 1H NMR (400 MHz, DMS0) 5 8.51 (d, J = 9.3 Hz, 1H), 8.43
P ~8.22 (m, 7H), 8.14 (t, ) = 7.6 Hz, 1H), 7.56 (d, J = 7.6 Hz,
‘ O 2H), 7.43-7.26 (m, 5H), 7.14 (dd, J = 14.4, 9.4 Hz,
O‘ 2H)."*C NMR (101 MHz, DMSO) 5 195.46, 146.70,
142.64, 136.38, 134.04, 133.08, 131.16, 130.97, 130.56,
O 129.82, 129.57, 129.44, 129.39, 128.87, 127.86, 127.72,

127.63,127.26,126.81, 126.75, 126.49, 124.95, 124.78,
124.43,124.04.
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6) Chalcona antraceno NO2

"H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.78 (s, 1H), 8.23-8.12 (m
4H), 7.97 - 7.89 (m, 2H), 7.83 - 7.75 (m, 2H), 7.67 - 7.50
(m, 4H), 7.34 (d, J = 16.3 Hz, 1H). *C NMR (101 MHz,
DMSO) 5 199.30, 148.38, 144.10, 140.40, 133.94,
132.44,130.71, 130.07, 128.91, 128.74, 127.71,
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127.22,125.81, 124.62, 123.93.
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7) Chalcona antraceno cinamaldehido

"H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.76 (s, 1H), 8.24 - 8.14 (m,
2H), 7.81-7.73 (m, 2H), 7.61 - 7.51 (m, 4H), 7.50 — 7.43
(m, 2H), 7.38 - 7.26 (m, 3H), 7.25 (dd, J = 15.6, 9.9 Hz,
1H), 6.95 - 6.78 (m, 3H). *C NMR (101 MHz, DMSO) 5
199.77, 148.75, 143.34, 136.12, 134.84, 132.71, 131.11,
129.97, 129.33, 129.23, 128.58, 128.06, 127.91, 127.40, 127.30, 126.18, 125.20.
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8) Chalcona 2 naftoil NO2
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135.67, 134.94, 132.75, 131.39, 130.37, 130.15, 129.43, 129.09, 128.24, 127.58,

126.53, 124.50, 124.44.

1H NMR (400 MHz, DMSO) 5 8.97 (s, 1H), 8.35 - 8.25
(m, 3H), 8.21 - 8.09 (m, 4H), 8.07 — 7.96 (m, 2H), 7.87
(d, ) =15.7 Hz, 1H), 7.75-7.59 (m, 2H). *C NMR (101
MHz, DMSO) 5 189.26, 148.57, 141.70, 141.52,
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9) Chalcona 2 naftoil cinamaldehido

0]

CITTC
"H NMR (400 MHz, DMSO0) 5 8.75 (s, 1H), 8.18 - 8.10 (m,

1H), 8.06 (s, 2H), 8.02 (d, J=8.0 Hz, 1H), 7.73-7.55 (m, 6H), 7.43 (t, /= 7.3 Hz, 2H),
7.40-7.20 (m, 3H). *C NMR (101 MHz, DMSO) 5 189.53, 144.85, 142.27, 136.49,
135.46,132.73, 130.39, 130.07, 129.75, 129.45, 129.14, 129.01, 128.18, 127.77,
127.48,126.03, 124.46, 111.53.
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9) Chalcona 2 naftoil cinamaldehido
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I

O © 14 NMR (400 MHz, DMSO) 5 8.39 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 8.24 (d,
J=9.2 Hz, 5H), 8.17 (d, J = 8.3 Hz, 3H), 8.08 (d, J = 9.0 Hz, 7H), 8.07 - 7.99 (m, 4H), 7.81
(d, ) =16.0 Hz, 1H), 7.75-7.55 (m, 18H)."*C NMR (101 MHz, DMSO) 5 193.63, 148.17,
141.86, 141.01, 135.46, 133.53, 132.58, 130.21, 129.92, 129.90, 128.80, 128.70,
127.89, 126.67, 125.25, 124.99, 124.00.
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10) Chalcona acetofenona NO2
0]

=
7 0.
1

O HNMR (400 MHz, DMSO) 5 8.30 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 8.23 -
8.12 (m, 5H), 7.84 (d, J = 15.7 Hz, 1H), 7.76 = 7.67 (m, 1H), 7.61 (t, J = 7.6 Hz, 2H). °C
NMR (101 MHz, DMSO) & 189.53, 148.58, 141.63, 141.59, 137.63, 134.00, 130.36,
129.35, 129.18, 126.55, 124.40.
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11) Chalcona acetofenona DMA
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"H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.15 — 8.08 (m, 2H), 7.75 - 7.67
(m, 3H), 7.67 - 7.59 (m, 2H), 7.56 (dd, J = 8.1, 6.7 Hz, 2H),
6.75 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 3.02 (s, 6H). *C NMR (101 MHz,
DMSO0) 5 189.17, 152.51, 145.68, 138.85, 132.97, 131.26,
129.12, 128.66, 122.45, 116.58, 112.23, 40.17.
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12) Chalcona acetofenona CF3

o) "H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.21 - 8.15 (m, 2H), 8.15 -
= 8.05 (m, 3H), 7.84 - 7.75 (m, 3H), 7.73 - 7.64 (m, 1H), 7.63
O O —7.54 (m, 2H). *C NMR (101 MHz, DMSO) 13C NMR (101
CF3 MHz, DMSO) 5 189.61, 142.44, 139.16, 137.73, 133.89,
131.01, 130.69, 130.37, 129.95, 129.33, 129.15, 128.59, 5 126.16(q), 125.88, 125.23,
123.18, 120.48)
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11) Chalcona acetofenona cinamaldehido

o) "H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.06 — 7.99 (m, 2H), 7.71 - 7.60
~F (m, 2H), 7.62 - 7.56 (m, 2H), 7.60 — 7.50 (m, 2H), 7.50 — 7.40
O O (m, 2H), 7.43 - 7.32 (m, 2H), 7.37 - 7.19 (m, 2H). 13C NMR
(101 MHz, DMSO) & 189.75, 144.94, 142.23, 138.16,
136.50, 133.44, 129.72, 129.42, 129.31, 128.65, 127.76, 126.00.



0083 B SN AR R AR ARG PP DU SRR ANANRE AN
b R b e I U A | 6000000
T Tt e
f |
r ! ~
| | | [-5500000
II JI ‘
! | |I
f | ! / 5000000
/
| ’,‘I JII |
| | I||
< k 4500000
4000000
{-3500000
E(m) G (m) |
7.44 7.28
B (m) | (m) 3000000
7.66 | 7.55 |
2500000
2000000
i 1500000

T
n

“ | d ”b ﬂ | ’ +500000
! | }
j| 0 J
Y i U
R =0
i A A [
5 g R T o® 8 [ 500000
‘ ‘ - - : ; : - ‘ - - : : : - - : ; : - - ‘ ‘ ‘ ;
82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 71 70 69 6B 67 66 65 64 63 62 61 60 59 58 57
f1 (ppm)
[ FNYRIRNGRBRS +5.5%10°
& ISBROATARNE
e S
F5.0%10°
F4.5x10°
F4.0x10°
F3.5x10°
F3.0%10°
F2.5%10°
F2.0x10°
F1.5%10°
|
H.0x10°
i 8
+5.0x10
o " " " " ol ‘ wdvionan 0.0

240 230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 8 70 60 S50 40 30 20 10 0
8 (ppm)




12) Benzimidazol 2 (2 piridina)

1H NMR (400 MHz, DMSO) 5 13.12 (s, 1H), 8.74 (d, J = 4.9 Hz, 1H),
@ 8.33(d, ) = 7.9 Hz, 1H), 8.00 (td, ) = 7.7, 1.8 Hz, 1H), 7.71 (d, ) = 7.6

Hz, 1H), 7.59 - 7.49 (m, 2H), 7.30 - 7.17 (m, 2H). "*C NMR (101
MHz, DMSO) 5 151.20, 149.87, 148.91, 144.26, 138.05, 135.33, 125.23, 123.64,
122.42,121.88, 119.72, 112.55.
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13)Benzimidazol 2 (3 piridina)

H 'H NMR (400 MHz, DMSO) & 13.11, 9.37, 9.36, 8.70, 8.69, 8.69,
©:N>_<i'\> 8.68, 8.52, 8.52, 8.51, 8.50, 8.50, 8.49, 7.67, 7.66, 7.65, 7.65,

N/ \_7/ 7.64,7.63,7.61,7.60,7.59,7.58,7.45,7.27,7.26, 7.25, 7.25,

7.24,7.23.*C NMR (101 MHz, DMSO) 5 150.99, 149.24, 144.11,

137.58,135.48, 124.06, 122.75,120.79, 119.94, 112.29.
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14)Benzimidazol 2 (4 piridina)
H

N —
N 'H NMR (400 MHz, DMSO) 6 13.27, 8.78, 8.76, 8.12, 8.11, 8.10,

7.76,7.74,7.62,7.60, 7.32,7.30, 7.28, 7.25, 7.24. *C NMR (101 MHz, DMSO) &
151.00, 149.31, 147.98, 134.23, 126.60, 124.51, 122.97, 40.59, 40.38, 40.28, 40.17,
39.96, 39.75, 39.54, 39.33.
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15)Benzimidazol 1 ( 1-(naftalen-1-carbonil)-2-(piridin-2-il)-benzimidazol)

©:N\ A 13C NMR (101 MHz, DMSO) 5 169.10, 152.19, 148.56, 148.11,
N —' 142.80, 137.75, 135.48, 134.04, 133.58, 132.47, 130.95, 128.99,
o) 128.92, 128.76, 127.38, 125.99, 125.62, 125.00, 124.91, 124.66,
Q 123.52, 120.91, 112.83."H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.66 (d, J =
Q 8.6 Hz, 1H), 8.00 (m,, 4H), 7.83-7.59 (m, 5H), 7.73 - 7.59 (m, 2H)
,7.34-7.23 (m, 1H), 7.18-7.16 (m, , 1H), 7.10 (m, 1H).*C NMR
(101 MHz, DMSO0) & 169.10, 152.19, 148.56, 148.11, 142.80, 137.75, 135.48, 134.04,
133.58, 132.47, 130.95, 128.99, 128.92, 128.76, 127.38, 125.99, 125.62, 125.00,
124.91, 124.66, 123.52, 120.91, 112.83.
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5)Benzimidazol 2 ( 1-(naftalen-2-carbonil)-2-(piridin-2-il)-)benzimidazol)
'H NMR (400 MHz, DMSO) 5 8.24 (dd, /= 13.3, 6.4 Hz, 2H),

@%@ 8.16 (d, J= 1.8 Hz, 1H), 8.02 - 7.92 (m, 4H), 7.90 - 7.81 (m

), 7.64 (t, )= 7.6 Hz, 1H), 7.58 — 7.49 (m, 2H), 7.49 - 7.37 (m
2H) 7.21 (dd, J= 7.6, 4.9 Hz, 1H). *C NMR (101 MHz, DMSO) &
OO 169.50, 151.93, 148.99, 148.03, 143.00, 137.92, 135.50,
135.43, 132.21, 131.66, 131.62, 129.96, 129.69, 129.30,
128.14, 127.67, 125.68, 125.26, 124.96, 124.67, 123.85, 120.83, 112.53.
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16)Benzimidazol 4 (Benzimidazol 2 ( 1-(naftalen-2-carbonil)-2-(piridin-3-il)-
)benzimidazol)
N@ 'H NMR (400 MHz, DMSO) "H NMR (400 MHz, DMSO) 6 8.83 (d, /=
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Anexo VI
Mecanismo de sintesis de chalconas en medio basico con hidroxido

Eliminacién E1cB
H0 | o) oH

O OH Z /. Q‘
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O
OH-




Mecanismo de sintesis de heterociclos con guanidina,2
aminobenzimidazol, hidrazina u orto-fenilendiamina
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En estas condiciones, se asume la formacién de un nucleéfilo anidnico. Pero en medio
proteicos como etanol la reaccion puede transcurrir mediante una via neutra o
parcialmente anionica, en la cual el nucleodfilo adiciona al sistema a,B-insaturado de
la chalcona, seguido de transferencias de protén, ciclacion intramolecular y posterior
deshidratacion, tautomerizacion u oxidacidn/aromatizacion, segun la familia
heterociclica formada. La posible formacion parcial de especies desprotonadas o
zwitteridonicas puede aumentar la nucleofilia en ciertas etapas, pero no modifica la
conectividad general propuesta.



Mecanismo de sintesis de pirimidina amino benzimidazol con Zinc (L-

prolinato),
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Mecanismo sintesis de benzimidazol, tomando como punto de partida el
4 piridina carbaldehido en medio neutro
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Mecanismo sintesis de benzimidazol, tomando como punto de
partida el 4 piridina carbaldehido en medio acido
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Mecanismo general de acilacion de benzimidazol
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Caodigo de algoritmo genético QSAR evolutivo

El archivo de entrada debe estar en formato Excel (.xlsx), organizado
en forma tabular, con una molécula por fila. La primera columna debe
corresponder a un identificador (por ejemplo, ID), las siguientes 1444
columnas deben contener los descriptores numéricos, y debe existir
una columna final llamada exactamente plC50. La primera fila debe
contener los nombres de las columnas y no debe haber celdas vacias
en los descriptores ni en plC50.

-*- coding: utf-8 -*-

Created on Sat Dec 30 19:50:33 2023

@author: Gianfranco_S

import pandas as pd

import numpy as np
x=datos.drop(["plC50"],axis=1)

from sklearn.model_selection import train_test_split
from sklearn.linear_model import LinearRegression
from sklearn.metrics import r2_score

from time import time

start_time=time()

#datos



datos=pd.read_excel(r"/home/supermicro2/Documentos/Gianfranc
o_S/Plpro/Entrenamiento_algoritmo/Entrenamiento_algoritmo/")

x=datos.drop(["plC50"],axis=1)
y=datos["plC50"]

#Generar lo cromosomas de cada individuo inicial
#Aqui tenemos que poner cuantos individuos hay inicialmente

#descriptores_iniciales = Son el numero de descriptores que
gueremos usar(En esta simulacion, no variaran)

#descriptores totales ha evaluar = Es el universo de descriptores
gue se evaluan, si es en paddle habitualmente +1400

def
Poblacion_inicial(hum_individuos,descriptores_iniciales,descriptore
s_totales_ha_evaluar):

array=np.zeros((num_individuos,descriptores_totales_ha_evaluar),dt
ype=int)

foriin range(num_individuos):

unos = np.random.choice(descriptores_totales_ha_evaluar,
descriptores_iniciales, replace=False)

array[i, unos] =1



return array

"""def poblacion_inicial(num_individuals):
Inicializa una poblacién de individuos.

return np.random.randint(2, size=(num_individuals, 1444))

#Poblacion = debe ser definida como Poblacion_inicial(argumentos)
def gen(Poblacion,numero_individuo):
return Poblacion[numero_individuo]
#gen=genotipo de la poblacion
#mutaciones

def
mutaciones(Poblacion,numero_individuo,descriptores_totales_ha_e
valuar):

i=np.random.randint(1,101)
#5% de mutar sustitucion

if i>=95:

Posicion_mutacion_s=np.random.randint(0,descriptores_totales_ha
_evaluar)



mut=gen(Poblacion,numero_individuo)[Posicion_mutacion_s]

Descriptores_presentes=np.where(gen(Poblacion,numero_individuo
)==1)[0]
if mut==0:
mut=1
gen(Poblacion,numero_individuo)[Posicion_mutacion_s] = mut

#para concervar 14 descriptores presentes, se borra otro
descriptor

gen_cambiar=np.random.choice(Descriptores_presentes)
gen(Poblacion,numero_individuo)[gen_cambiar]=0
else:

mut=0
gen(Poblacion,numero_individuo)[Posicion_mutacion_s] =mut
gen_cambiar=np.random.choice(Descriptores_presentes)
gen(Poblacion,numero_individuo)[gen_cambiar]=1

#5% Crossover

p=np.random.randint(1,101)

if p>=95:

Posicion_crossover=np.random.randint(descriptores_totales_ha_ev
aluar)



fragmento1=gen(Poblacion,numero_individuo)[:Posicion_crossover]

fragmento2=gen(Poblacion,numero_individuo)[Posicion_crossover:]
#se elige un individuo aleatorio
individuoX=gen(Poblacion, np.random.choice(len(Poblacion)))
fragmento3=individuoX[:Posicion_crossover]
fragmento4=individuoX[Posicion_crossover:]
Hijo_1=np.append(fragmento1,fragmento4)
Hijo_2=np.append(fragmento3,fragmento?2)

#para mentener la cantidad de descriptores se restringe aquellos
crossovers que generen + de 14 descriptores

if (Hijo_1.sum() <= Poblacion[0].sum()) or (Hijo_2.sum() <=
Poblacion[0].sum()):

Poblacion=np.append(Poblacion,[Hijo_1],axis=0)
Poblacion=np.append(Poblacion,[Hijo_2],axis=0)

#reproduccion

def
reproduccion(Poblacion,num_individuos,descriptores_totales_ha_ev
aluar):

p=len(Poblacion)



foriin range(0,len(Poblacion)):
mutaciones(Poblacion,i,descriptores_totales_ha_evaluar)
while p <= num_individuos:
#Clonacion
indice_clonacion=np.random.randint(len(Poblacion))

Poblacion=np.append(Poblacion,[Poblacion[indice_clonacion]],
axis=0)

p=len(Poblacion)

return Poblacion

#generacion

def
simulacion(num_individuos,descriptores_iniciales,descriptores_tota
les_ha_evaluar,generaciones):

Poblacion=Poblacion_inicial(num_individuos,
descriptores_iniciales, descriptores_totales_ha_evaluar)

Base_genetica=[]

R2=[]

foriinrange(1,generaciones+1):
#Fitnes de la nueva poblacion
fitness=[]

foriin range(0,len(Poblacion)):



model = LinearRegression()
X_subset=x[x.columns[1:][Poblacion[i]==1]]

model.fit(x_subset, y)

# Realizar predicciones en el conjunto de entrenamiento

predictions = model.predict(x_subset)

# Calcular el R cuadrado

r2 = r2_score(y, predictions)

# Guardar la combinaciony su R cuadrado en las listas
correspondientes

fitness.append(r2)

#para analisis mas al grano, no es necesario guardar todo, para
eso eliminar.append y poner R2=fithess y base genetica
=Poblacion.copy()

R2.append(fitness)
Base_genetica.append(Poblacion.copy())
#Seleccion

posicion_Mejores= np.where(fithess >= np.percentile(fitness,
30))[0]

Mejores=Poblacion[posicion_Mejores]



Poblacion=Mejores

Poblacion=reproduccion(Poblacion,num_individuos,descriptores_to
tales_ha_evaluar)

ifi% 100 ==0:
np.save(f'Base_genetica_{i}.npy', Base_geneticali])

np.save(f'R2_{i}.npy', R2[i])

# Limpiar memoria
del Base_genetica
del R2

Base_genetica =[]

R2 =[]

#el resultado no da R2 para la generacion 1 dado que es inicial
#para leer

genoma,R2=simulacion(100, 10, 1444, 4000)
diferencia=time()-start_time

print(diferencia)

""" #para cargar =



#en este caso solo queria la generacion 220000
a=np.load("R2_22000.npz")

b=np.load("Base_genetica_22000.npz")

x_set=a["arr_1999"]

p=b["Base_genetica_1999"]

model = LinearRegression()
x_test=x[x.columns[1:][p[30]==1]]

model.fit(x_test,y)

# Realizar predicciones en el conjunto de entrenamiento
prediction = model.predict(x_test)

# Calcular el R cuadrado

r2 = r2_score(y, prediction)
coeficientes=list(np.append(model.coef_,model.intercept_))

descriptores=Llist(x_test.columns)

r2,coeficientes,descriptores

#Para varias generaciones



from matplot
datos_R2 =]
# Cargar todos los archivos R2_100.npz a R2_500000.npz
foriin range(100, 500001, 100):
nombre_archivo = f"R2_{i}.npy"
datos = np.load(nombre_archivo)

datos_R2.append(np.max(datos)) # Reemplaza'arr_0'con la
clave correcta si es diferente

# Convertir la lista de datos en un arreglo numpy

datos_R2 = np.array(datos_R2)



