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Resumen

La coccidiosis en una enfermedad que perjudica la salud del pollo y la produccién de su
carne, aquella es causada por parasitos del género Eimeria. Para combatirla hay un interés de
encontrar nuevos medicamentos. Una opcion es la reutilizacion de medicamentos, esto es,
usar un farmaco desarrollado para otro proposito.

El objetivo de esta tesis es proponer drogas con posibles efectos terapéuticos. Para lograrlo
se uso una técnica de cribado virtual: los medicamentos de una base de datos interactiian
mediante técnicas computacionales con una proteina para inhibirla. En otras palabras, las
estructuras en 3D de los medicamentos y de la proteina se descargaron de internet para ser
usadas en el programa de acoplamiento molecular LeDock. Luego, solo los medicamentos
mas prometedores y la proteina se procesaron en el programa de dinamica molecular
GROMACS. Finalmente, se analizaron los datos obtenidos.

Los resultados indican a dos medicamentos como posibles buenos candidatos para tratar la
coccidiosis al inhibir la proteina Dihidroorotato deshidrogenasa de la E. tenella. La mejor
opcion tiene el “PubChem CID” de 89612265, mientras que la otra es el bisantreno, pero
todavia falta analizar la viabilidad de ambos para un estudio in vivo. Ademas, debido al bajo
poder computacional utilizado y al no usar un mejor programa de acoplamiento molecular, no
se lograron encontrar otros candidatos. Sin embargo, se demostr6 que con bajos recursos
computacionales también se pueden obtener resultados y se logré un buen estudio

exploratorio que se puede ampliar para otras enfermedades o modificar para otros usos.
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Introduccion

La produccion de carne de pollo tiene una enorme importancia econémica y alimentaria a
nivel mundial (FAOSTAT, 2023a; FAOSTAT, 2023b; Orkusz, 2021). Una de las principales
enfermedades que afectan a la salud del pollo y a su produccion de carne es la coccidiosis
(Gustin & McCarter, 2021; McDougald et al., 2020). El objetivo de esta tesis es proponer
drogas con posibles efectos terapéuticos para combatirla.

En el presente trabajo, se emple6 una técnica de cribado virtual que consiste en evaluar de
manera computacional la interaccion de los medicamentos de una base de datos con una
proteina, especificamente la Dihidroorotato deshidrogenasa de la E. femella, la cual es
necesaria para la supervivencia del parésito causante de la enfermedad (Sato et al., 2020).

Esta tesis consta de cuatro capitulos. El primero comienza con la importancia econdémica de
la carne de pollo a nivel mundial. Luego, explica la coccidiosis en el contexto de que es la
principal enfermedad que afecta a la produccion de carne de pollo. A continuacion, se
menciona como se puede combatir esta enfermedad con farmacos desarrollados para otros
propositos. Por ultimo, se mencionan métodos computacionales para encontrar estos
medicamentos. El segundo capitulo consiste del procedimiento realizado para proponer los
farmacos mencionados. Este incluye el uso de los métodos computacionales de acoplamiento
y dindmica molecular mediante los programas LeDock y GROMACS, respectivamente.
Mientras que el tercer capitulo presenta los resultados mas relevantes del procedimiento
seguido, los cuales incluyen informacion del comportamiento y afinidad de los medicamentos
con la proteina que se quiere inhibir. Finalmente, en el cuarto capitulo, se discute acerca de
los candidatos obtenidos, de las mejoras y de las limitaciones de los programas utilizados y

de sus posibles aplicaciones.



Capitulo 1
1. La coccidiosis y la reutilizacion de medicamentos

La coccidiosis es una enfermedad que afecta a la produccion de carne de pollo, la cual tiene
patogenos resistentes a todos los tratamientos actuales (Chapman, 2014; Gustin & McCarter,
2021). Debido a esto, hay mucho interés en encontrar nuevos medicamentos (Noack et al.,
2019). Un método rapido y barato es utilizar un farmaco ya desarrollado para otra aplicacion,
esto es, la reutilizacion de medicamentos (Panic et al., 2014).

Por lo tanto, los subcapitulos de esta parte van a abordar, en el siguiente orden, informacion
general acerca de la carne de pollo, las caracteristicas de la coccidiosis, la importancia de la
reutilizacion de medicamentos y, por ultimo, los dos métodos computacionales de
acoplamiento y de dinamica molecular, estos pueden ser usados en hallar medicamentos

candidato para un nuevo tratamiento de la coccidiosis.

1.1. La carne de pollo: produccion y beneficios

Respecto a la produccion de carne pecuaria, en la Figura 1 se muestra como la carne de
pollo tiene un aumento constante y mas pronunciado que los otros tipos de carne a nivel
mundial. Es més, supera a la de ganado vacuno en el afio 1999 y a la de chancho, en el afio
2019. Cabe afiadir que solo se muestran tres fuentes de carne pecuaria, pero juntas
representan entre 87% y 89% del total. De igual manera, el pollo representa entre el 85% y
90% de las aves de corral. Ademas, el consumo de carne de pollo ha aumentando debido a
varios factores relacionados. Algunos de estos son su crianza industrial, su indice de

transformacion del alimento (FCR) y el precio de su carne (Figura 2).
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Figura 1 Produccion mundial de carne pecuaria. Se muestran las producciones anuales, del afio 1992 al afio
2021, de tres tipos de carne. Elaborada con datos de FAOSTAT, 2023b.
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Figura 2 Precios de la carne pecuaria. En los tres primeros recuadros se muestra el precio, en centros de acopio,
del animal completo por kilogramo en dolares estadounidenses (USD) del 2020. El Gltimo recuadro muestra
precios para los consumidores en el Pera respecto al afio 2021. Elaborada con datos de FAOSTAT, 2023a; INEI,
2022; Webster, 2023.



Por un lado, la crianza industrial se ve favorecida por el uso de criaderos climatizados para
controlar la temperatura, la humedad, la ventilacion, la luz, entre otros factores, y por el uso
de variantes extremadamente especializadas que tienen un alto rendimiento para producir
exclusivamente carne o huevos, estas son conocidas como pollos de engorde y gallinas
ponedoras, respectivamente (Bennett et al., 2018; Mueller et al., 2020). Ademas, son matadas
a una edad temprana (es decir, los pollos de engorde viven de 5 a 7 semanas y las gallinas
ponedoras, 1 afo), son criadas en altas densidades (por ejemplo, 18 pollos/m?) y tienen una
diversidad genética reducida (Bennett et al., 2018; Bergeron et al., 2020; Cobanoglu et al.,
2014; Li etal.,, 2021; Mueller etal., 2020). Este manejo industrial puede perjudicar
necesidades futuras, ya que vuelve a los pollos mas vulnerables a enfermedades (McDougald
et al., 2020; Muir et al., 2008).

Por otro lado, el FCR es el peso del pienso dividido por el aumento de peso (Fry et al.,
2018). Sin embargo, este valor es impreciso porque no considera cual es la parte comestible,
qué nutrientes tiene esta ni como es la retencion de proteinas y de calorias. Como se aprecia
en la Tabla 1, el pollo tiene un mejor FCR que el chancho y que el ganado vacuno.

Tabla 1 Comparacién de FCRs. Sdélo se estan utilizando valores de Fry et al., 2018.

Animales FCR Pienso/comestible (en peso)
Ganado vacuno 8,0 14,0

Chancho 3,9 5,3

Pollo 1,9 2,6

Respecto al valor nutricional, la carne en general es una fuente de proteina completa, esto
es, contiene todos los aminoacidos esenciales, y otros mas, en cantidades equilibradas, una
fuente de grasa y una fuente de hierro de facil digestion (Orkusz, 2021). Sin embargo, la
carne de pollo, comparada con otras carnes, es una mejor fuente de proteina y de grasas: en
particular, la pechuga de pollo es buena para complementar raciones diarias con deficiencia

de proteina y su ratio de acidos grasos poliinsaturados a saturados estd entre los mejores



(Ibrahim et al., 2018; Orkusz, 2021; Strobel et al., 2012). Una desventaja es su menor
contenido de hierro (de 0,4 a 1,3) respecto al de las carnes rojas (3,1 para la carne de res y 3,5
para la de caballo, valores expresados en mg/100 g) (Orkusz, 2021).

Acerca de la salud del pollo, hay que tener en cuenta la enfermedad que se describe a

continuacion.

1.2. La coccidiosis

El filo Apicomplexa incluye a los géneros Eimeria, Toxoplasma (por ejemplo, T. gondii que
causa la toxoplasmosis), Plasmodium (responsables de la malaria), Isospora, Hemoproteus,
Leucocytozoon, Sarcocystis, Wenyonella, Tyzzeria y Cryptosporidium (McDougald et al.,
2020; Noack et al., 2019). Este filo esta compuesto de parasitos obligados intracelulares que
abarcan a los responsables de la coccidiosis, la cual es una enfermedad infecciosa que
depende de los sistemas de produccion. Por ejemplo, se agrava al criar a pollos en un espacio
reducido, debido a que los parésitos tienen ciclos de vida cortos y un huésped especifico, esto
es, las Eimeria spp. que afectan al pollo no infectan a otros animales (Chapman et al., 2010;
McDougald et al., 2020).

La coccidiosis afecta a animales salvajes y domésticos, y se caracteriza por diarrea,
morbilidad, pérdida de peso, deshidratacion y, a veces, mortalidad (McDougald et al., 2020;
Noack et al., 2019). Asimismo, los parasitos que la generan alteran la mucosa intestinal a
medida que se reproducen (McDougald et al., 2020). Esto a su vez provoca una absorcion
reducida de nutrientes, la perdida de proteinas del plasma por filtracion, la alteracion en la
pigmentacion de la piel y una mayor susceptibilidad a otras enfermedades que pueden
agravar a la coccidiosis (Chapman, 2014; McDougald et al., 2020). Por ejemplo, en aves de

corral, la coccidiosis favorece la colonizacion de bacterias dafninas como la Clostridium



perfringens y de parasitos como el Histomonas meleagridis (McDougald et al., 2020).

Es importante estudiar a la enfermedad para tenerla bajo control, para mejorar el bienestar
animal y para encontrar tratamientos mas accesibles y beneficiosos. En ese sentido, respecto
al pollo, a continuacidn, se abordaran los costos de la enfermedad, luego, las caracteristicas

de los parésitos que la generan y, finalmente, los tratamientos disponibles.

1.2.1. Costos

Respecto al impacto industrial, en cada uno de los expedientes de las reuniones anuales de
la United States Animal Health Association del 2016 al 2019, la coccidiosis, en particular la
causada por E. maxima, fue clasificada como la enfermedad mas importante de los pollos de
engorde, mientras que la enteritis necrotica fue la segunda mas importante. Estas dos
enfermedades normalmente operan en conjunto (Burleson, 2019; Gustin & McCarter, 2021;
Johnson, 2017; Mountainspring & Burleson, 2018). Aunque es complicado calcular los
costos que genera la coccidiosis en pollos de engorde, se presentan dos calculos a
continuacion.

Uno es respecto al Reino Unido en el afio 1995. El costo de la enfermedad fue de 4,6% con
respecto al precio del pollo. Teniendo en cuenta que la ganancia neta fue igual al 7,0% del
precio del pollo, el costo de la enfermedad, respecto a la ganancia neta, fue de 66%
(Williams, 1999).

El otro calculo es respecto al afio 2016, pero a nivel mundial. En este caso, el costo de la
coccidiosis fue de alrededor del 4,9% del precio de venta, con lo cual, el costo total fue de
13,9 mil millones de USD, aunque, si se incluye a la industria de huevos de gallina, el costo
asciende a 14,1 mil millones de USD (Blake etal.,, 2020; Exchange Rates UK, 2021;

FAOSTAT, 2023a, 2023b).



Para reducir estos costos significativos y prevenir que aumenten, €s necesario conocer la
enfermedad. Por lo tanto, se van a describir las caracteristicas de los patdégenos que la

generan, incluida su propagacion.

1.2.2. Patogeno (Eimeria spp.)
En el caso de los pollos, los parasitos causantes de la coccidiosis son del género Eimeria

(Chapman et al., 2010; McDougald et al., 2020). En la Figura 3, se muestra su ciclo de vida.
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Figura 3 Ciclo de vida de Eimeria spp. Se muestran las 3 etapas del ciclo: la esporogonia que dura hasta la
liberacion de esporozoitos, la esquizogonia que tiene un nimero determinado de re-infecciones (el numero
depende de la especie), y la gametogonia que corresponde a la Ginica etapa de reproduccion sexual y dura desde
los merozoitos de la Ultima generacion hasta la produccion del ooquiste no-esporulado. Elaborada con
informacion de McDougald et al., 2020; Wikimedia, 2007.



Con respecto a las especies de este género que afectan a los pollos, en la Tabla 2 se
muestran las siete especies de Eimeria spp. reconocidas mundialmente (Chapman, 2014;
Chapman et al., 2010; McDougald et al., 2020). Cabe afiadir que normalmente las infecciones
por E. acervulina, E. praecox, E. maxima, E. mitis y E. tenella se observan de las 3 a las 6
semanas de edad, las de E. necatrix de las 8 a las 18 y las de E. brunetti se ven temprano y
tarde. Por lo tanto, las gallinas reproductoras y las ponedoras estan mas expuestas porque
viven de 20 semanas a mas (McDougald et al., 2020).

Tabla 2 Eimeria spp. del pollo. Se muestran las diferentes especies de Eimeria y tres caracteristicas de cada
una. Respecto a la gravedad de las lesiones, A representa hemorragia o muerte, B, inflamacion intestinal con
hemorragias puntuales, C, perdida de fluidos y mala absorcion de nutrientes y D, poca patogenicidad.
Informacion obtenida de Chapman, 2014; McDougald et al., 2020.

. Ubicacion gastrointestinal donde se desarrollan Gravedad de  Dimensiones de
Especie ; NP . . .
(parte superior (s), parte inferior (i) y lugares secundarios) las lesiones ooquistes (um>pm)

E. acervulina duodeno, yeyuno, ileon C 18,3x14,6
E. praecox duodeno, yeyuno D 21,3x17,1
E. necatrix yeyuno, ileon (s), ciegos A 20,4x17,2
E. maxima duodeno, yeyuno, ileon (s),ileon (i) B 30,5%20,7
E. mitis ileon, ciegos C 15,6x14,2
E. tenella ileon (i), ciegos, colon A 22,0x19,0
E. brunetti ileon (i), colon, resto de intestinos B 24,6x18,8

Respecto al diagnostico, este debe basarse en necropsias representativas, en las lesiones y
en encontrar diferentes etapas del pardsito. No es suficiente hallar algunos ooquistes en el
intestino, esto solo indica la presencia de la infecciébn, mas no la gravedad ni si esta
controlada (McDougald et al., 2020). Ademas, parte del diagnostico es dar informacion
acerca de cudles Eimeria spp. estdn causando dafo y cudnto, para elegir un tratamiento
adecuado (McDougald et al., 2020; Noack et al., 2019).

Por un lado, para diferenciar las especies suele ser adecuado utilizar sus caracteristicas
tradicionales: el lugar que abarca la infeccion en el tracto gastrointestinal, la gravedad de las
lesiones y el tamano de diferentes etapas, como el de los ooquistes o el de los esquizontes.
Por ejemplo, la E. necatrix tiene esquizontes de 17,3 pm de largo, mientras que los de la

E. maxima miden 9,4 pm. Ademas, la primera es una pobre productora de ooquistes (los



cuales se desarrollan en los ciegos), por lo cual tiene una baja capacidad reproductiva
(McDougald et al., 2020).

Sin embargo, se debe tener en cuenta que la infeccion por dos o mas especies de coccidios
€s comun y, para una confirmacion adicional, se requieren estudios de inmunidad cruzada y
bioquimicos como la reaccion en cadena de la polimerasa. Este, ademas de determinar las
especies, da informacion acerca de la contribucion por especie (Chapman, 2014; McDougald
et al., 2020).

Por otro lado, la ingesta de ooquistes esporulados es el unico método natural de transmisioén
y la infeccion depende del numero ingerido (Chapman, 2014; McDougald et al., 2020; Noack
et al., 2019). Estos suelen ser mas numerosos en los excrementos del criadero cuando la edad
del pollo es de 3 a 5 semanas (McDougald et al., 2020). Ademas, la esporulacion depende de
la temperatura donde la optima esté entre 25 a 30°C, la humedad, la cantidad de oxigeno dado
que el proceso usa enzimas aerobicas y la especie (Chapman, 2014; McDougald et al., 2020;
Noack et al., 2019). Esta suele demorar de 24 a 72 h, aunque la esporulacion de la E. praecox
puede llegar a ocurrir en 12 h. También hay que tener en cuenta el tiempo desde la ingesta del
ooquiste hasta la primera expulsion: el menor es de 3 d 11 h, mientras que el mayor es de
5d 18 h, y corresponden a la E. praecox y a la E. necatrix, respectivamente (McDougald
et al., 2020).

Cabe anadir que la manera mas comun de propagar la enfermedad es el transporte mecanico
de los ooquistes debido al transito del personal, aunque también puede ser por insectos (por
ejemplo, moscas), equipos contaminados, aves salvajes y polvo (McDougald et al., 2020).

Por lo tanto, para combatir a la enfermedad, es indispensable evitar fugas de agua, tener
ventilacion adecuada, limitar el acceso humano y emplear medidas de higiene (Noack et al.,

2019). En un clima calido y seco, la amenaza de coccidiosis es menor (McDougald et al.,



2020).

Es importante tener en cuenta que no se ha logrado la eliminacidon ni la prevencion de
coccidiosis mediante cuarentena, desinfeccion o saneamiento, ya que el patdgeno esta
practicamente en todos los criaderos y sus ooquistes son extremadamente resistentes
(Chapman, 2014; McDougald et al., 2020). Ademas, un entorno estéril podria permitir brotes
futuros desastrosos, debido a que el sistema inmunologico del huésped no va estar preparado
para la enfermedad (McDougald et al., 2020; Parker et al., 2018).

Respecto a los ooquistes, su pared celular tiene dos capas: la interna estd basada en una
glicoproteina y la externa, en I-hexacosanol (Chapman, 2014). Estos resisten a los
desinfectantes comunes y a condiciones ambientales extremas: para matarlos se necesita
congelarlos, secarlos, o exponerlos a 55°C o, durante dos a tres dias, a 37°C. A pesar de que
pueden sobrevivir durante muchas semanas en el suelo, después de que las aves se retiran de
la granja, su supervivencia en el criadero se limita a unos pocos dias debido al calor y al
amoniaco liberados por la cama (McDougald et al., 2020).

Teniendo en cuenta que practicamente no se puede eliminar a la enfermedad y a las
medidas mencionadas para evitar su propagacion, a continuacion, se van a mencionar formas

de combatir a la coccidiosis.

1.2.3. Tratamientos

Practicamente siempre es necesario utilizar tratamientos preventivos, lo cual se debe a dos
razones: primero, es demasiado tarde para evitar consecuencias negativas cuando los signos
clinicos son evidentes y, segundo, existe el riesgo de un brote desastroso de la enfermedad si
no hay profilaxis (McDougald et al., 2020; Noack et al., 2019). En contraste, los tratamientos

curativos solo se usan como ultimo recurso (McDougald et al., 2020).

10



Un tema que hay que tener en cuenta sobre los tratamientos, que incluyen al uso de
medicamentos y a la vacunacion, es la resistencia. La resistencia cruzada ocurre cuando la
resistencia generada para un tratamiento permite resistir otros tratamientos, ya que la
modificacion producida en el organismo protege contra ambos debido a alguna similitud
compartida, por ejemplo, mecanismos de accion similares entre medicamentos. Mientras que
la resistencia multiple se define como varias resistencias generadas individualmente a cada
tratamiento al que fue expuesto el organismo (Chapman et al., 2010). Estos dos tipos de
resistencia no son excluyentes entre si.

Debido a la capacidad que tienen las Eimeria spp. de generar resistencia, se necesita
restaurar la sensibilidad de estos parasitos a los tratamientos que la combaten (Chapman,
2014; Chapman et al., 2010; Noack et al., 2019). Existen dos maneras de restaurarla, las
cuales se pueden usar en conjunto. Una es alternar los tratamientos durante la vida de los
pollos o cada vez que un grupo de pollos sale del criadero: estos no deben generar resistencia
cruzada. Por ejemplo, se pueden alternar medicamentos con otros de diferente mecanismo de
accion o con vacunas (Chapman, 2014; Chapman et al., 2010). La otra es inocular a los pollos
con parasitos no-resistentes: estos se reproducen con los resistentes y las nuevas generaciones
de parasitos recuperan sensibilidad (Chapman et al., 2010). Es mas, se pueden usar parasitos
atenuados mediante seleccion artificial para que sus esquizontes sean mas pequefios y solo
tengan una generacion, y que esta produzca una menor cantidad de merozoitos (Chapman,
2014).

Por otro lado, el uso de vacunas no sdlo se ve favorecido por la resistencia generada de las
Eimeria spp. a los medicamentos, si no también por el rechazo a estos para poder etiquetar el
producto final como “completamente natural”. Sin embargo, la mayoria de vacunas usan

ooquistes vivos, las cuales tienen la desventaja de que producen infecciones leves que afectan
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negativamente el aumento de peso, la conversion alimenticia y la pigmentacion de la piel.
Ademas, la vacunacion no logra eliminar el uso de medicamentos, el cual sigue siendo
fundamental para el control de la coccidiosis. Por ejemplo, aunque hay productores que usan
etiquetados restrictivos como “produccion orgénica certificada” o mas permisivos como
“criado sin antibioticos”, los criadores se pueden ver forzados, para evitar la muerte de sus
pollos, a utilizar medicamentos que los obliguen a prescindir de esos etiquetados

(McDougald et al., 2020).

1.2.4. Medicamentos

En el caso de los anticoccidiales, estos se dividen en dos categorias: ionoforos y
compuestos sintéticos (Noack et al., 2019).

Los ion6foros usados en el tratamiento de la coccidiosis son productos de fermentacién por
Streptomyces spp. o por Actinomadura spp. y corresponden a la monensina, a la salinomicina,
a la narasina, a la lasalocida, a la maduramicina y a la semduramicina (Noack et al., 2019).
Respecto a su mecanismo de accion, cuando estos atrapan cationes, generan una entidad de
coordinacién con grupos apolares en la superficie exterior (Figura 4) (Chapman et al., 2010;
Noack et al., 2019). Esto a su vez genera un proceso de difusién pasiva en membranas
lipidicas, por ejemplo, las membranas celulares, mitocondriales y de algunos orgéanulos. Lo

cual descompensa al patdégeno, ya que altera sus gradientes ionicos (Chapman et al., 2010).
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Figura 4 Monensina unida a un catién. Ejemplo de un ionéforo (monensina) con carga neta 1- que rodea a un
cation con carga neta 1+ (de color morado), lo cual forma una entidad de coordinacion neutra con una superficie
exterior apolar. La energia no esta optimizada. Basada en Chapman et al., 2010.

Este mecanismo contribuye a que la resistencia sea dificil de inducir y de desarrollo lento,
ya que el parasito se adapta al cambiar su pared celular, lo cual demora en ocurrir (Chapman,
2014). Sin embargo, eventualmente se genera resistencia. Por ejemplo, en el caso de la
monensina, su dosis es de 20 a 40 veces mayor para los parasitos resistentes respecto a los
sensibles (Chapman et al., 2010).

También, el mecanismo de accion de los ion6foros permite que tengan un amplio espectro
contra diferentes Eimeria spp., es decir, detienen o matan al esporozoito, al merozoito o al
trofozoito joven (Chapman, 2014; Noack et al., 2019). Sin embargo, genera efectos negativos
como, por ejemplo, dafio mitocondrial, €l cual influye en degeneraciéon muscular incluida la
cardiaca y en neuropatia. Esto genera un margen de seguridad estrecho: hay peligro con
errores en la dosis y con exposicion a otras especies. Otro ejemplo, es su incompatibilidad
con algunos antioxidantes, con algunas sulfonamidas y con varios antibidticos usados para
tratar infecciones bacterianas, por ejemplo, tiamulina, cloranfenicol, eritromicina, y
oleandomicina (Noack et al., 2019).

Por otro lado, los compuestos sintéticos que mas han durado en la industria son el amprolio,

el zoaleno y la nicarbazina, ordenados de mayor a menor probabilidad de que las
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Eimeria spp. generen resistencia. Otros compuestos, como el diclazurilo, la halofuginona, el
decoquinato, el clopidol y la robenidina, son mas propensos a producir resistencia. Debido a
esto, dos de los anteriores, el clopidol y la halofuginona, dejaron de ser comerciales a partir
del 2017 (Collett et al., 2020).

El amprolio es un inhibidor competitivo de la absorcion de tiamina, afecta a esquizontes de
segunda generacion de E. Tenella y tiene una gran ventana de seguridad, por lo cual esta
aprobado para prevencion y tratamiento de gallinas ponedoras (Chapman, 2014; McDougald
et al., 2020; Noack et al., 2019).

El zoaleno y la nicarbazina destruyen a los esquizontes de la primera o de la segunda
generacion (McDougald et al., 2020). Sin embargo, falta dilucidar sus mecanismos de accion,
aunque se cree que el segundo inhibe la fosforilacion oxidativa (Chapman, 2014; Noack
etal., 2019). Ademas, ambos pueden generar ataxia y la nicarbazina aumenta el riesgo de
golpe de calor, es altamente toxica para gallinas ponedoras y tiene una pequefia ventana de
seguridad (Fulton, 2020; Noack et al., 2019).

Respecto al espectro de actividad, el amprolio se mezcla con etopabato (mds activo contra
E. maxima y E. Brunetti pero carece de actividad contra E. Tenella, por lo cual se
complementan bien) o con sulfaquinoxalina (una sulfonamida), ambos son antagonistas del
acido folico, esto es, son andlogos estructurales de este o de un precursor (Noack et al.,
2019). En contraste, la nicarbazina tiene un amplio espectro pero se puede mezclar con la
narasina o la monensina, ya que tiene sinergia con estas (Chapman, 2014; Chapman et al.,
2010). Asimismo, la monensina tiene sinergia con la lasalocida, la nicarbazina, el clopidol y
la roxarsona (Chapman etal., 2010). La ultima pertenece a las drogas arsenicales,
descontinuadas en muchos paises desde el 2015 (Noack et al., 2019). Cabe mencionar que el

clopidol y el decoquinato (una quinolona) son de amplio espectro e inhiben la respiracién
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mitocondrial del parésito, pero las Eimeria spp. desarrollan rapidamente resistencia a estos.
Por ejemplo, los citocromos del parasito se modifican para que las quinolonas no se unan tan
facilmente a estos (Noack et al., 2019).

La mayoria de compuestos sintéticos son antiguos o, comparados con los ionoforos y las
vacunas, caros. Ademas, los compuestos sintéticos son mas propensos a generar resistencia
respecto a los iondforos y a las vacunas (McDougald et al., 2020). Es maés, actualmente hay
parasitos de Eimeria spp. resistentes a todos los medicamentos usados para combatir la
coccidiosis, por lo que se necesita quimioterapia preventiva, novedosa y rentable (Chapman,
2014; Noack et al., 2019). En ese sentido, los siguientes capitulos de esta seccion van a

abordar el desarrollo de nuevos medicamentos.

1.3. Desarrollo de nuevos tratamientos y la reutilizacion de medicamentos

Para los humanos y otros animales, se necesita nuevos medicamentos y terapias contra
parasitos eucariotas unicelulares, ya que los tratamientos actuales suelen tener varias
limitaciones como poca o ninguna eficacia contra algunas etapas del parasito, un margen de
seguridad estrecho, e ineficacia en huéspedes jovenes o inmunodeprimidos (Abenoja et al.,
2021). Esto también es cierto para el caso especifico de las Eimeria spp. que afectan a los
pollos.

En general, hay que tener presente los siguientes puntos durante el desarrollo de un nuevo
tratamiento y durante su uso.
» El espectro de actividad, es decir el rango en el que mata o inhibe al patégeno sin ser muy
toxico para el huésped (McDougald et al., 2020).
» La eficacia, la cual se puede calcular, por ejemplo, al medir cambios en la mortalidad, en el

aumento de peso, en las lesiones intestinales o en la produccion de ooquistes (Chapman et al.,
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2010).
» El mecanismo de accion, el cual sirve para optimizar el uso e incluye saber si el metabolito
es el compuesto activo (Hughes et al., 2011; Noack et al., 2019).
» Su efecto sobre el patdgeno, por ejemplo, las etapas especificas del parasito afectadas por
un medicamento (Chapman, 2014; McDougald et al., 2020).
» El desarrollo de resistencia que se cuantifica mediante el tiempo que demora en aparecer
(Noack et al., 2019).
»El método de aplicacion, el cual puede ser mediante alimentacion. Por ejemplo,
medicamentos y vacunas, los cuales pueden ser anadidos en el agua para un efecto mas
rapido, aunque requiere una mayor precaucion respecto a la preparacion y a la administracion
(Chapman, 2014; McDougald et al., 2020). También, puede ser mediante rociado, el cual es
el caso de algunas vacunaciones por ejemplo (Chapman, 2014). Otras posibilidades incluyen
usar transportadores moleculares que mejoren las propiedades del tratamiento, por ejemplo,
mejorar la accesibilidad al lugar de actividad, o una mayor o una menor permanencia en el
organismo (Abenoja et al., 2021; Yin et al., 2021). En cualquier caso hay que tener en cuenta
que tan practico es aplicar el tratamiento, ya que esto puede determinar su preferencia
respecto a otro o un uso adecuado del mismo (Woods et al., 2011).
» La toxicidad hacia otras especies, particularmente la humana, y hacia el medio ambiente,
incluye la generacion de resistencia en cualquier patogeno (Noack et al., 2019; Reis et al.,
2020a, 2020D).

Cabe anadir que, para combatir la coccidiosis, se pueden atacar las caracteristicas unicas del
parasito con respecto al huésped. Por ejemplo, estos tienen un organulo en particular, el
apicoplasto, que sintetiza acidos grasos durante la esquizogonia y la gametogonia. Ademas,

los ooquistes usan amilopectina y manitol como reservas de energia (Chapman, 2014). Dicho
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esto, hay que tener en cuenta las etapas del desarrollo de nuevos medicamentos.

1.3.1. Todas las etapas del desarrollo de medicamentos

Hay varias estrategias para encontrar nuevos medicamentos. Una es desarrollar
medicamentos desde la identificacién de una caracteristica que se pueda atacar para combatir
a la enfermedad (Abenoja etal.,, 2021; Hughes etal., 2011; Singh & Seed, 2021). Las
primeras etapas, para este proceso, son la identificacion de compuestos que podrian
interactuar con dada caracteristica y la validacion de los mismos, esto es, detectar si son
activos (Hughes et al., 2011; Singh & Seed, 2021).

Luego, viene la etapa clinica. Para llegar a esta, usualmente se requiere de mucho tiempo y
de la contribucién de varias disciplinas y profesionales. Ademas, muy pocos de los
compuestos llegan a esta etapa y los que salen también son escasos, esto es, alrededor del
10% en ambos casos. Esto se debe a que son rechazados principalmente por ineficacia o por
toxicidad (Hughes et al., 2011). Finalmente, luego de ser aprobado un medicamento, viene su
comercializacion y seguimiento (Hughes et al., 2011; Singh & Seed, 2021; A. Wong, 2019).

El proceso mencionado puede variar, pero es importante tener un concepto basico de su

estructura, este se muestra en la Figura 5.

Etapas Preclinica Clinica
:)x;:;:cs:gacmn Estudios Fase I Fase 11 Fase 111 Aprobacion Fase VI
sintesis cficacia seguridad | seguridady |seguridad y eficacia
obietivos toxicidad en 20 a 100 | eficacia en | respecto a otras por la entidad | comercializacion
crijba dos uchas en animales | PETSONas 100 a 500 | drogas en mas de correspondiente |y seguimiento
P sanas pacientes 500 pacientes

Figura 5 Etapas del desarrollo de medicamentos. Es respecto al uso humano, los pasos se pueden superponer y
pueden haber procesos que abarquen mas de uno, por ejemplo, el desarrollo de la produccion comercial puede
comenzar desde los estudios preclinicos. Basada en Ciani & Jommi, 2014; FDA, 2022; SEIKAGAKU, 2021.

Cabe afiadir que durante todas las distintas etapas se pueden usar herramientas

computacionales (Hughes et al., 2011; Woods et al., 2011). Por ejemplo, se pueden usar en
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asistir la decision de detener o continuar el desarrollo del nuevo medicamento, al calcular los
costos y la probabilidad de que tenga éxito en la etapa clinica (Hughes et al., 2011). Esta es la
etapa mas cara y es mas perjudicial cancelarla, en parte porque hacelo puede, segin Hughes
et al., 2011, ahuyentar a la inversion.

Otro ejemplo es el uso de algoritmos para analizar grandes bases de datos y generar
informacion que pueda ser entendida al ser compacta, abstracta o especifica, por ejemplo, un
informe breve, una aproximacion descriptiva o un modelo predictivo, respectivamente
(Fayyad et al., 1996). Esto puede permitir agrupar compuestos similares, descubrir relaciones
entre estructura y actividad o efectos secundarios, y predecir el comportamiento de
modificaciones o el costo de la sintesis. Lo anterior puede ser utilizado para optimizar la
etapa de identificacion al hacer una seleccion mas focalizada. También, el uso de
conocimientos teoricos puede ayudar en este proceso (Hughes et al., 2011).

Estas herramientas van a depender de las bases de datos que se tengan. Por ejemplo, las
bibliotecas virtuales disponibles y sus caracteristicas, que pueden incluir estructuras de
rayos-X. También, van a depender de los algoritmos que se utilicen, por ejemplo, los que
permiten predecir modificaciones Utiles alrededor de una estructura molecular base o calcular
interacciones con algun ligando de interés conocido (Hughes et al., 2011).

Cabe afiadir que en las etapas de identificacion y validacion, conviene combinar multiples
pruebas que incluyen experimentos in vitro, in vivo, € in silico. El objetivo es ir encontrando
cada vez mejores medicamentos mediante cribados o la modificacion de estructuras
moleculares, entre otros. Por ejemplo, esta el cribado de alto rendimiento (HTS), el cual usa
placas con una gran cantidad de pocillos, esto es, mas de 380, de los cuales se usa uno por
candidato (Hughes et al., 2011).

En cada uno de estos pocillos puede haber de manera constante una proteina, un tejido vivo,
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c€lulas o parasitos. También, lo anterior puede ser lo variable y lo constante puede ser un
medicamento propuesto, ya sea una molécula sintética o un extracto natural. Respecto a los
extractos naturales, estos son una mezcla de sustancias cuyo principio activo puede ser una o
varias moléculas que actian de manera sinérgica. Ademas, son dificiles de patentar, lo cual
desincentiva su investigacion (Jayawardene et al., 2021).

Los HTS suelen ser costosos pero, para contrarrestar esa desventaja, se puede hacer un
filtrado previo con otras técnicas, por ejemplo, mineria de datos o cribado virtual. Aunque
usar estructuras conocidas puede dificultar conseguir una patente (Hughes et al., 2011).

Otro ejemplo de cribado es el cribado virtual, el cual consiste en examinar una enorme base
de datos de compuestos (por ejemplo, medicamentos) en busca de la afinidad de cada uno de
estos con una diana, por ejemplo, una proteina o parte de su estructura (Salmaso & Moro,
2018).

Una ventaja de los experimentos in silico es que permiten reducir el uso de las pruebas in
vitro e in vivo (Hughes etal.,, 2011; Jayawardene et al., 2021). Esta ultima tiene las
desventajas de requerir una mayor cantidad de compuesto, un mayor tiempo y el trabajo de
criar animales, las cuales pueden subir los costos ademas de dilemas éticos (Jayawardene
et al., 2021; Russow, 1999; Singh & Seed, 2021). Sin embargo, las técnicas in vivo, en los
animales objetivo, son mas confiables que las in vivo en modelos animales y que las in vitro e
in silico (Jayawardene et al., 2021; Singh & Seed, 2021).

En este sentido, respecto al desarrollo de medicamentos para el uso humano y para el uso
veterinario, es importante tener en cuenta sus diferencias y sus similitudes. Por ejemplo, la
medicina veterinaria tiene la ventaja de poder realizar estudios en las especies de destino
durante la etapa preclinica. Sin embargo, tiene las desventajas de ser menos rentable y de

tener algunos requisitos adicionales como garantizar que no se pase el nivel maximo de
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residuos en productos destinados para el consumo humano, esto esta relacionado con la dosis
permitida y el tiempo previo necesario para detener el consumo del medicamento (Woods
etal., 2011).

En general, para el desarrollo de nuevos medicamentos, se necesita infraestructura y
conocimiento. Por ello, es importante desarrollar una buena comunicacion, que incluya la
transferencia de informacién (por ejemplo, a través de bases de datos y de compartir
conocimiento) entre el sector industrial que tiene recursos para desarrollar HTS y el sector
académico (Hughes et al., 2011). Sobre todo porque producir un medicamento exitoso desde
las primeras etapas del proceso de desarrollo (es decir, desde sospechar de una manera de
combatir una enfermedad con una o mas sustancias y detectar su actividad biologica) suele
ser costoso y suele durar varios afios (Abenoja et al., 2021; Grinnan et al., 2019; Hughes
etal., 2011; Singh & Seed, 2021). Sin embargo, tiene la ventaja de una mayor probabilidad
en obtener una patente (excepto si la sustancia a validar proviene de la naturaleza) en
comparacion con otras estrategias como la reutilizacion de medicamentos que suele ser mas

barata y suele requerir menos tiempo (Grinnan et al., 2019; Jayawardene et al., 2021).

1.3.2. La reutilizacion de medicamentos

Esta tiene un significado amplio que abarca continuar con compuestos que han fallado en
alguna etapa del proceso de desarrollo y ampliar la utilidad de medicamentos, existentes o ya
aprobados, mediante el desarrollo de un tratamiento para pacientes graves, el uso en una
enfermedad diferente, un cambio de dosis, nuevas combinaciones o nuevos métodos de
aplicacion (Abenoja et al., 2021; Grinnan et al., 2019; Panic et al., 2014).

Ademas, tiene la ventaja de acelerar el proceso de desarrollo debido a menores costos, a

menores riesgos y a un menor tiempo de comercializacion (Panic et al., 2014). Ya que puede
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haber informacion previa, como los perfiles de seguridad, y a que en algunos casos pueden
pasar directamente a alguna fase de la etapa clinica (Huang et al., 2020; Panic et al., 2014).
También puede haber infraestructura para su produccion y el medicamento puede ser mas
barato (Grinnan et al., 2019). Esto a su vez permite encontrar tratamientos para enfermedades
descuidadas que en el sector privado no son rentables investigar (Sohraby et al., 2019).

Para la reutilizaciéon de medicamentos es tutil comprender la enfermedad y la farmacologia
de la medicacion reutilizada. Sin embargo, los ejemplos mas exitosos de esta han sido
descubiertos sin un enfoque sistematico (como es el caso del sildenafilo y del minoxidilo que
fueron desarrollados para problemas cardiacos e hipertension y terminaron usandose en
disfuncion eréctil y alopecia, respectivamente). Esto incluye los descubrimientos accidentales
debido a la observacion de efectos secundarios, lo cual se puede sistematizar, por ejemplo,
con mineria de datos en registros de salud electronicos. Para este caso y en general, es mejor
cuando las bases de datos tienen informacion completa y varios parametros, ya que permite
hacer mas comparaciones (Alaimo & Pulvirenti, 2019; Grinnan et al., 2019).

Aparte de técnicas como la mineria de datos, se puede usar el cribado virtual. A
continuacion, se va a profundizar acerca de este método y luego de su uso en una estrategia

particular para la reutilizacion de medicamentos.

1.4. Cribado virtual

Los métodos de cribado virtual aprovechan las estructuras experimentales de bases de datos
de proteinas o de medicamentos. Estos se basan en que el conocimiento de la estructura de la
diana puede ayudar a interpretar, predecir y optimizar las interacciones ligando-diana, ya que
estan mediadas por su complementariedad. Ademas, debido a que el complejo formado puede

tener mas de una conformacion (particularmente en la union), hay un interés continuo en
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mejorar la flexibilidad de los enlaces en las simulaciones. Esto implica un aumento en el
numero de grados de libertad del sistema y, por lo tanto, en el esfuerzo computacional
(Salmaso & Moro, 2018).

A continuacion, se explica las técnicas utilizadas en la parte experimental. La primera se
utilizd para un cribado virtual y la segunda para analizar los resultados de este. Ambas, al
igual que otras técnicas computacionales, utilizan a la mecénica molecular con el fin de
reducir el coste computacional necesario respecto a los calculos que requiere la mecanica
cuantica (Salmaso & Moro, 2018). La mecanica molecular realiza calculos aproximados
mediante campos de fuerza (esto es, conjuntos de funciones), los cuales toman en cuenta las
fuerzas inter- e intra- moleculares ajustadas mediante valores mecanicos cuanticos o
experimentales (Salmaso & Moro, 2018; van de Waterbeemd et al., 1997). En pocas palabras,
los atomos se consideran como esferas cargadas conectadas por resortes (Salmaso & Moro,

2018).

1.4.1. Acoplamiento molecular (AM)

Este tiene como objetivo predecir las uniones con mejor afinidad entre cada ligando, por
ejemplo, medicamentos de una base de datos, y un objetivo, por ejemplo, una proteina. Esto
se logra mediante la generacion de una serie de posibles poses del ligando dentro de la region
de union a la proteina, es decir, el sitio activo. Por ello, la disponibilidad de las estructuras
tridimensionales son importantes. Respecto a la proteina, esta se puede obtener de manera
experimental, mediante cristalografia de rayos X o resonancia magnética nuclear por
ejemplo, o de manera computacional como el modelado por homologia. Ademas, el AM
(Molecular docking, en inglés) se compone principalmente de dos etapas: la orientacion de

las moléculas y la puntuacion de las poses obtenidas (Salmaso & Moro, 2018).
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Respecto a la orientacion, hay tres tipos de acoplamiento, cada uno es mas preciso que el
anterior pero requiere un mayor calculo computacional (Salmaso & Moro, 2018).
» Rigido: tanto el “ligando” como la proteina se consideran entidades rigidas, es decir, solo
se considera a la traslacion y a la rotacion, con tres grados de libertad para cada uno. Se
utiliza principalmente para el acoplamiento proteina-proteina.
» Semi-flexible: solo una de las moléculas, el ligando, es flexible, mientras que la proteina es
rigida, esto es, el ligando tiene los seis grados de libertad anteriores y, también, los
conformacionales.
» Flexible: se basa en el concepto de que una proteina no es una entidad rigida pasiva durante
la unidn, por lo que considera tanto al ligando como a la proteina como contrapartes flexibles.
Debido a su mayor costo computacional, se requiere un mejor balance entre precision y
velocidad, lo cual también es cierto para la etapa de puntuacion.

Acerca de la puntuacion para la afinidad entre el ligando y la proteina, practicamente hay
tres categorias no excluyentes de funciones (Salmaso & Moro, 2018).
» Basadas en campos de fuerza: conjuntos de funciones para modelar el comportamiento
molecular del sistema.
» Empiricas: Se usa la suma de varios términos de energia experimental, ponderados
mediante coeficientes, los cuales han sido optimizados para generar datos de afinidad.
» Basadas en conocimiento: la afinidad se calcula mediante una base de datos de estructuras
y la premisa de que las uniones ligando-proteina mds comunes van a tener interacciones mas
favorables.

Por ejemplo, el programa LeDock utiliza acoplamiento semi-flexible y campos de fuerza.

Los resultados de este programa pueden ser utilizados en la siguiente técnica computacional.
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1.4.2. Dinamica Molecular (DM)

La dindmica molecular es un procedimiento de simulacién computacional que calcula,
usualmente mediante campos de fuerza, el movimiento de &tomos (van de Waterbeemd et al.,
1997). Para generar un entorno mas real, esta usa una caja de simulacidon que trata de manera
flexible a los elementos que contiene, por ejemplo, ligando, proteina y solvente. La estrategia
que usa es calcular las fuerzas que actian sobre los 4tomos y la aceleracion que generan en
tiempos muy cortos, por ejemplo, de 2 femtosegundos (Salmaso & Moro, 2018).

Debido a esto, el costo computacional es elevado. Antes se requeria el uso de una
super-computadora, pero ahora se puede usar una estacion de trabajo, es decir, workstation en
inglés. Esto permite reducir los costos y se debe al uso de las unidades de procesamiento
grafico (GPUs), las cuales pueden realizar miles de céalculos en paralelo. Ademas, hay un
mayor acceso a la DM mediante servicios de computacion en la nube (Salmaso & Moro,
2018).

Hay que tener en cuenta que, en una simulacion de DM, el sistema estd estancado en un
minimo, esperando un evento que supere a una barrera de energia. Una estrategia es usar
numerosas simulaciones en paralelo con un mismo punto de partida y, cuando en una se
escapa del minimo energético, esa se vuelve el nuevo punto de partida. Otra estrategia es
afadir una fuerza al sistema, mediante el empleo de variables en todo el sistema, como la
temperatura por ejemplo, o en partes especificas, por ejemplo, el ligando (Salmaso & Moro,
2018).

Ademas, la DM puede generar informacion acerca de la estabilidad, de la actividad y de la
afinidad, por ejemplo, mediante la raiz de la desviacion cuadratica media (RMSD), la raiz de
la fluctuacion cuadratica media (RMSF) y la Mecanica Molecular Poisson-Boltzmann Area

de Superficie (MMPBSA), respectivamente (Sohraby et al., 2019).
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Acerca de la RMSD, estd relacionada con la distancia promedio entre atomos: los del
esqueleto de la proteina respecto a los del ligando. Se puede construir un grafico de RMSD
versus tiempo. Este sirve para analizar la estabilidad del complejo, ya que el complejo es
estable cuando los valores de RMSD varian menos de 0,1 nm, es decir, se asemejen a una
recta paralela al eje del tiempo, y cuando son inferiores a cierto valor, por ejemplo, 0,5 nm.
Ademas, fluctuaciones grandes indican cambios estructurales y la grafica permite ubicar el
tiempo exacto en el que suceden. Para este analisis conviene que la simulacion de DM sea de
100 ns o mayor (Sohraby et al., 2019).

Por otro lado, la RMSF mide la distancia promedio del movimiento de algin atomo durante
un periodo de tiempo. Por ejemplo, el de un carbono-a durante el ultimo nano-segundo de la
simulacion. Por lo tanto, se puede crear un grafico de estos valores de RMSF versus su
respectivo carbono-a. Esto va a dar informacion sobre cudnto se mueve cada parte de la
proteina, lo cual esta relacionado con su funcionamiento. En otras palabras, si el espectro con
un ligando se parece al que tiene un inhibidor y es diferente al de la proteina sola, puede que
el ligando tenga una funcidn inhibidora similar (Sohraby et al., 2019).

Respecto a la MMPBSA, este método permite calcular la afinidad, entre el ligando y la
proteina, mediante energias (por ejemplo, de van der Waals, electrostaticas, de solvatacion
polar y del area superficial accesible por el solvente) de diferentes momentos extraidos de la
simulacion (Aldeghi et al., 2017; Sohraby et al., 2019). En pocas palabras, el resultado del
calculo es igual a la energia libre del complejo menos la del ligando y la de la proteina
(AGunion= Geomplejo — Giigando — Giproteina) (Sohraby et al., 2019). Sin embargo, valores de afinidad
mas precisos y confiables se pueden obtener con otros métodos, pero estos suelen tardar mas
tiempo y ser mas complejos en su ejecucion (Aldeghi et al., 2017; Sohraby et al., 2019). Por

ultimo, en relacion con el AM, el método MMPBSA redefine la puntuacion de afinidad a
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valores mas reales (Sohraby et al., 2019).

Un programa importante para realizar simulaciones de DM es GROMACS, el cual también
permite realizar RMSD, RMSF y MMPBSA, aunque para el ultimo se necesita instalar un
programa adicional. GROMACS junto con LeDock y con otros programas son descritos en el
capitulo siguiente sobre metodologia.

Respecto a la parte experimental de esa tesis, cabe afiadir que se analizaron 4 241
medicamentos en LeDock, que luego se procesaron los 14 mas representativos en
GROMACS, y que mediante los datos obtenidos se lograron los objetivos especificos de
encontrar dos buenos candidatos, uno con “PubChem CID” de 89612265 y el otro es el
bisantreno, de corroborar computacionalmente la inhibicion in vitro del ferulenol observada
por Sato etal., 2020, y de generar un estudio exploratorio en el uso de las técnicas
computacionales en cuestion para encontrar medicamentos que traten enfermedades, a pesar
de que se requieren mejoras en los programas y en el procedimiento. En resumen, se cumplid
el objetivo general de proponer drogas con posibles efectos terapéuticos para tratar a la

coccidiosis.
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Capitulo 2
2. Metodologia

Se emplearon técnicas computacionales y la estrategia de Sohraby et al., 2019 con el
objetivo de encontrar buenos candidatos, es decir, medicamentos ya existentes, para inhibir
una proteina de FEimeria spp. Lo cual puede permitir desarrollar un tratamiento para la
coccidiosis que afecta a la produccion de carne de pollo.

Cabe mencionar que este capitulo, el siguiente y los anexos usan informacion
complementaria que no se puede guardar adecuadamente en este documento, como videos,
comandos y hojas de calculo. Para referirse al lugar donde esta guardada esta informacion se
va a usar DRIVE, ya que esta en un “Google Drive”:

https://drive.google.com/drive/folders/1 GFIQK3uXxswAdbbJ8X0g4R3RnzACxYp-?

usp=sharing. Ademas, un duplicado esta en https://doi.org/10.5281/zenodo.13773972.

Por otro lado, el procedimiento realizado consta de (1) descarga de estructuras 3D, (2)
Acoplamiento molecular y (3) Dinamica molecular. Ademas, requiere el uso de los
programas descritos en el anexo “A.l.”, estos incluyen a LeDock, a GROMACS y a

ChimeraX para AM, DM vy visualizacion de moléculas, respectivamente.

2.1. Descarga de proteinas y medicamentos

2.1.1. Proteinas

Varias estructuras de proteinas se pueden obtener de https://www.rcsb.org/. Se buscod

“eimeria” en esta pagina web para encontrar proteinas de este pardsito. Se descargd la
“6AJE” en formato “.pdb” de RCSB Protein Data Bank, 2019, también se puede descargar en

(13

formato “.ent”: estos archivos son idénticos (es decir, se puede editar el nombre para

intercambiar las terminaciones). También se descargd “SE34” de RCSB Protein Data Bank,
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2015 para comparar en LeDock.

El “6AJE” es la estructura cristalina, obtenida por difraccién de rayos X, de un complejo
formado por una proteina con sus dos co-factores y con un inhibidor. La proteina es la
Dihidroorotato deshidrogenasa de la E. tenella y pertenece a su membrana mitocondrial. Los
co-factores son flavin mononucleétido (FMN) y orotato (ORO), mientras que el inhibidor es
ferulenol. Sin embargo, una parte de la proteina no pudo ser dilucidada por su baja densidad

electronica (Sato et al., 2020).

2.1.2. Medicamentos

Las estructuras de los medicamentos se descargaron de https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
(PubChem) en SDF 3D, esto es, un archivo “.sdf” con varias estructuras 3D dentro. Por
ejemplo, en el 2023-04-25, se obtuvo un archivo “.sdf” que corresponde a la categoria “Drug
and Medication Information/Clinical Trials/13 809” con el filtro “Molecular Weight:
de 2,016 a 1002” (las diferentes categorias estan en
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/classification/#hid=72).

Cabe mencionar que en AM se seleccionaron los medicamentos que contengan solo los
atomos C, N, H y O, hasta 5 oxigenos, y que tengan valores mayores a 200 Da, A este grupo
se le va a llamar G_PubChem. Se filtraron de la manera descrita porque se obtiene una buena
cantidad de medicamentos y porque se espera que estos sean mas baratos y que se demoren
menos en simular.

También se  obtuvieron otros “sdf: en el 2022-07-05, se utilizd

https://www.ebi.ac.uk/chembl/ (ChEMBL) para buscar medicamentos y PubChem para

descargarlos (ver anexo “A.2.1.” para mayor detalle). A este grupo se le va a llamar

G_ChEMBL.
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En AM se usaron 2 646 y 2 333 medicamentos de G ChEMBL y de G_PubChem,
respectivamente, aunque entre estos dos grupos hay 739 duplicados. Ademas, se afiadieron
dos estructuras de ferulenol, esto es, la de 6AJE y una descargada de PubChem. En otras

palabras, se procesaron 4 242 estructuras de medicamentos en total.

2.2. Acoplamiento molecular

Primero, se trabajéo con el archivo de la proteina, este es 6aje.pdb. A partir de este se
crearon las carpetas MD 6aje y Docking 6aje. La primera contiene a los archivos MD.pdb,
cof fmn.pdb, cof oro.pdb y I ferulenol.pdb, mientras que la otra, a los archivos pro.pdb y
dock.in.

Luego, se prepararon los medicamentos: se usaron los archivos “.sdf” para crear archivos
“mol2” y guardarlos en Docking 6aje. Después, en esa carpeta, se usd6 LeDock para obtener
los posiciones de los medicamentos con sus puntajes de afinidad y para crear archivos “.pdb”
de las posiciones de los medicamentos con mayor afinidad a la proteina. Finalmente, se
copiaron los mejores archivos “.pdb” en MD_6aje. Los pasos detallados estan en “A.2.2.”.

En resumen, a partir de la proteina y los medicamentos descargados, se obtuvieron con
LeDock las posiciones de acoplamiento de los medicamentos con sus puntajes respectivos. Y,

después, se uso esa informacion para usar las mejores posiciones en dindmica molecular.

2.3. Dinamica molecular

Para esta parte se usaron a la carpeta MD_6aje y a 3 archivos “.sh” de texto plano: “a.sh”,
“b.sh” y “c.sh”. El contenido de los “.sh” se muestra en el anexo “A.3.”: en sus comentarios
(comienzan con “# ) estan los pasos a seguir y algunas descripciones acerca de lo que hacen

los comandos. Ademas, estos archivos estan en el DRIVE en la carpeta “Comandos”.
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Hay que tener en cuenta que para correr b.sh, s0lo se necesita haber instalado GROMACS
(es decir, “b) GROMACS 2022.3”), mientras que para correr a.sh y c.sh es necesaria la
instalacion completa para DM. Esto permite correr b.sh, la parte mas demandante de
GROMACS, en computadoras que se dediquen sélo a eso.

Al correr estos archivos “.sh”, se genera una carpeta ¢_f a partir de archivos “.pdb” de la
proteina a trabajar (es decir, MD.pdb), de los co-factores y de los medicamentos. Para el caso
de 6aje, ¢ _f pesa alrededor de 5,85 GiB por medicamento. Dentro de esta carpeta hay otra, de
nombre “R”, que contiene a la carpeta “csv”. En esta ultima van a estar los archivos
em_PE.csv, rmsd.csv, rmsf.csv y mmpbsa.csv.

El primero de estos archivos so6lo esta para corroborar si el paso de minimizar la energia del
complejo fue adecuado. Los dos siguientes se usan para crear las graficas RMSD (ns vs nm) y
RMSF (ntimero de C-alpha vs nm), respectivamente. Mientras que el archivo mmpbsa.csv da
nuevos valores de la afinidad del medicamento a la proteina: un menor valor en kcal/mol
(mas negativo) indica una union mas fuerte entre ambos.

Por otro lado, las trayectorias de las simulaciones, que estan en la carpeta R, se pueden
visualizar si se abre su respectivo archivo [L] md.gro en ChimeraX y, luego, su trayectoria.
Estas son, para el primero y para el ultimo 1 ns, [L] ils.xtc y [L] fls.xtc, respectivamente,
“[L]” representa el nombre del medicamento. El ultimo nano-segundo suele ser mas
importante, porque puede representar un sistema estable. El anexo “A.2.3.” explica como
generar trayectorias, incluidas las que estén en un momento determinado de la simulacion.

En resumen, se usaron las mejores posiciones, segin y obtenidas por LeDock, de los
medicamentos para generar, mediante GROMACS, simulaciones de su comportamiento.
Estas, a su vez, generan las graficas RMSD y RMSF, y nuevos valores de la afinidad del

medicamento a la proteina, es decir, lo obtenido mediante MMPBSA.
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Capitulo 3
3. Resultados

Como se menciona anteriormente, se analizaron 4 240 medicamentos mas dos estructuras
de ferulenol en AM. Para diferenciarlas, las que comienzan con A o B van a corresponder a
G _ChEMBL vy las que comienzan con C, a G_PubChem. Ademas, luego de la letra viene el
codigo de PubChem del medicamento y después la posicion en “.pdb” obtenida por AM
usada, por ejemplo, C 89612265 16, A 135564890 01 y B 42613186 02. Ademas, en DM
se analizaron dos estructuras de ferulenol: la primera es la quinta mejor posicion generada por
AM de la estructura obtenida por 6AJE, la cual se analiz6 sin y con co-factores, mientras que
la otra corresponde a la primera posicion de la estructura descargada. Sus codigos son
F 54679300 05 SinCof, F 54679300 05 ConCofy Fd 54679300 01, respectivamente.

Primero, se van a mencionar lo obtenido mediante AM vy, luego, lo de dinamica DM. La
informacion de este ultimo corresponde a las posiciones finales de DM (al final del capitulo
de AM), a los valores de afinidad obtenidos mediante MMPBSA y a los graficos de RMSD y

RMSF.

3.1. Acoplamiento molecular
Los valores de afinidad obtenidos se pueden ver en los seis archivos del DRIVE >
Resultados > AM, sus nombres estan en la Tabla 3.

Tabla 3 Archivos de AM: valores de afinidad
Archivo Medicamentos co-factores Proteina

6aje AyB LeDock.csv sin co-factores
) G_ChEMBL
6aje_AyB.csv

6aje_ CHNOSy200aMLeDock.csv 6AJE
6aje CHNOSy200aM_LeDock d.csv con co-factores
o G_PubChem
6aje_SinCof.csv

H5N1 5e34 CHNOSy200aM.csv SE34
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Los que contienen en su nombre “AyB” y el archivo 6aje SinCof.csv corresponden a
G _ChEMBL y a los ferulenoles. Solamente el ultimo archivo mencionado se corrid sin
co-factores, ya que se realizaron pruebas con y sin co-factores en AM: cuando hay
co-factores los valores de energia son mas negativos, pero se mantiene un orden similar y las
posiciones de acoplamiento son practicamente equivalentes.

Por otro lado, los que contienen en su nombre “CHNO” corresponden a G _PubChem.
Ademas, cinco de los seis archivos se corrieron con la proteina 6AJE: el restante es
H5N1 5e34 CHNOSy200aM.csv 'y se corrid con 5E34. Este se compar6 con
6aje. CHNOSy200aMLeDock.csv para detectar sesgos de LeDock.

Hay que tener en cuenta que las posiciones del ferulenol en 6aje_SinCof.csv son 706 y 909
(la que fue descargada tiene mejor posicion) y no hubieran sido seleccionadas para DM.

Otro problema es que LeDock puede generar errores en el archivo “.pdb” como es el caso
de C 89612265 01, sin embargo sus otras posiciones no lo tienen (Figura 6). En DRIVE >
Videos > 01VID_ C 89612265 01.mp4, se puede ver lo que este error genera en DM, esto

es, una molécula irreal desprendida del medicamento dando vueltas en la solucion.

.........

Figura 6 Error de AM. La imagen izquierda visualiza el “.pdb” generado por AM de la primera posicion de
C 89612265, el circulo rojo muestra el error (es decir, un carbono con cinco enlaces), mientras que la imagen de
la derecha muestra la posicion 16, la cual no presenta ese error.
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En general, es necesario analizar las estructuras antes y después de las simulaciones de DM,
para observar si se estd usando y generando una estructura logica. El siguiente ejemplo
corresponde a C 89612265 16 (Figura 7). Las imagenes de todas las estructuras estan en los

dos primeros subcapitulos de “A.4.”.

Figura 7 Antes y después de DM. Las imagenes corresponden a C_89612265 16: la superior se obtuvo del
archivo “.pdb” de AM, mientras que la inferior, del Gltimo nano-segundo de la simulacion de DM.
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3.2. MMPBSA

Luego de obtener los resultados de DM, conviene revisar los valores de afinidad obtenidos.
La Tabla 4 muestra estos valores para todas las 19 corridas, estas incluyen a las de moléculas
iguales con diferentes conformaciones generadas por AM y a las tres del ferulenol. En otras
palabras, se analizaron 14 medicamentos. Lo mas resaltante es que el ferulenol tiene buenos
valores de afinidad y que es superado so6lo por algunos medicamentos. Sin embargo, también
es importante tener en cuenta la estabilidad del complejo proteina-medicamento, la cual se
intuye mediante los graficos RMSD.

Tabla 4 Valores de afinidad: MMPBSA.

Nombre ATOTAL(kcal/mol)
C 89612265 16 -54,41
A 5351322 01 -49,07
A 16004692 01 -47,47
Fd 54679300 01 -43,13
C 89612265 01 -42,09
F 54679300 05 ConCof -40,28
C 4887 17 -39,17
F 54679300 05 sinCof -37,31
C 4887 02 -33,55
B 42613186 01 -26,43
A 5353622 01 -22,4
B 3032325 01 -20,9
A_135564890_01 -20,63
A 9571836 01 -19,53
B 6133 01 -13,01
B 42613186 02 -10,75
B 134019 01 -10,4
B 5702160 01 -8,67
A 5394 01 0,47
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3.3. RMSD

La Figura 8 muestra que la estabilidad es mayor cuando hay co-factores en el complejo: la
variacion tiende a una linea horizontal, mientras que “Solo con ferulenol” esta mas alejado de
la proteina y fluctia mas. Mientras que la Figura 9 muestra los graficos RMSD mas

representativos. Todos los graficos de este tipo estan en “A.4.3.”.

nm

0,6 H
| 'ﬂ\
0,51 Sélo con Ferulenol -

T

0,4

[
0,3 L
Co-factores y Ferulenol

A Solo con co-factores
0 1 I 1 I 1 I 1 I 1
0 20 40 60 80 ns
Figura 8 RMSD: ferulenol y co-factores. Espectro verde esta mas abajo porque usa un co-factor (este es ORO)
como referencia un lugar del inhibidor (es decir, ferulenol): el co-factor esta dentro de la molécula, por lo cual
su distancia es menor.

Sobre la Figura 9, el RMSD del C 89612265 01 presenta una gran fluctuacion. Esta se
debe al error que gener6 la estructura producida por AM: el pedazo libre del medicamento
altera la distancia relativa. Respecto al C 89612265 16, al A 5351322 01 y al
A 16004692 01, estos tienen buenos valores MMPBSA (es decir, -54,41, -49,07 y -47,47,
respectivamente) pero solo los dos primeros son estables. En contraste, el B 3032325 01 se
estabiliza, pero su valor MMPBSA es malo, este es -20,9. Por lo tanto, los dos mencionados

al ultimo son malos candidatos.
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Figura 9 RMSD representativos. El “eje x” tiene la misma escala de 100ns pero hay que tener en cuenta que el
“eje y” tiene diferentes rangos.

Por ultimo, el B 42613186 02 no es un buen candidato (MMPBSA: -10,75), pero muestra
la capacidad de GROMACS de simular como una molécula se desprende de una proteina y,
luego, interactua con esta en otra region. Lo cual genera que su RMSD se estabilice en una
region superior, ya que la distancia promedio cambia, y tenga un pico bien pronunciado, el
cual corresponde a la molécula libre. Sin embargo, para llegar a esta conclusion, debido a que
los picos pueden corresponder a otros cambios estructurales, se tuvo que observar lo que
ocurria en ese intervalo de tiempo. Lo cual se puede ver en DRIVE > Videos >

02VID B 42613186 02 del59al66ns.mp4.
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3.4. RMSF

Por tultimo, los graficos RMSF permiten sospechar de un efecto inhibidor. Sin embargo,
incluyendo al ferulenol, no se observan cambios importantes del comportamiento de la
proteina, exepto para un caso. Lo cual indica que el efecto inhibidor se debe a una
obstruccion del sitio activo mas que a un cambio de conformacion en la proteina que la haga

inservible. La excepcion es C 89612265 16, lo cual lo hace un mejor candidato aun (Figura

10y “A.4.4).
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Figura 10 RMSF. Los tres graficos corresponden (de arriba hacia abajo), primero, al de proteina sin inhibidor

superpuesto con la proteina con ferulenol, al de C 89612265 16 y al de A 5351322 01 (estos dos ultimos
superpuestos, cada uno, con el primero).
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Capitulo 4
4. Discusion y recomendaciones

Hay que tener en cuenta que en las simulaciones computacionales no estd la membrana
mitocondrial en la que la proteina “6AJE” se encuentra. Lo mismo ocurre con lo realizado
in vitro por Sato et al., 2020 que mide una buena inhibicion causada por el ferulenol en un
purificado de “6AJE”, es decir, proteinas sin la membrana. Lo interesante es que los
resultados concuerdan: el ferulenol genera inhibicion in vitro y el valor bajo de MMPBSA (es
decir, -43,13) la intuye. En otras palabras, en ambos casos no se incluye a la membrana. Por
lo tanto, la afinidad que muestran podria no corresponder a la realidad. Una alternativa de
mejora es incluir la membrana, pero eventualmente van a ser necesarias pruebas in vivo en el
pollo.

Por otro lado, respecto al ferulenol, hay una gran diferencia entre las valores de afinidad
MMPBSA y los de AM. Lo cual indica que LeDock no es bueno en detectar todos los
mejores candidatos. Ademas, al correr los mismos medicamentos en proteinas diferentes (es
decir, 6AJE y 5E34) se pueden filtrar medicamentos a los que LeDock les da mejor puntaje
porque tiene sesgo hacia ellos, aunque también se eliminarian los que tienen actividad contra
ambas proteinas, lo cual es bueno si el medicamento no es especifico. Pero convendria usar
una tercera proteina para complementar esa informacion.

La ventaja de LeDock es su rapidez y su libre acceso, pero se podrian desarrollar mejores
programas con estas caracteristicas. Por ejemplo, GWOVina, gracias a su algoritmo de
busqueda, tiene una mejor taza de éxito (62 vs 29%) y una mayor rapidez (9 vs 10 segundos)
que LeDock y otros programas. Ademas, puede darle cierta flexibilidad a las cadenas
laterales (K. M. Wong et al., 2021).

En resumen, es necesario mejorar la taza de éxito y el uso de recursos computacionales, es
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decir, la rapidez de procesamiento. Sin embargo, mejorar uno suele perjudicar al otro. Por
ejemplo, aumentar la flexibilidad de la proteina genera mejores resultados pero aumenta el
uso de recursos computacionales, mientras que un mejor algoritmo de busqueda beneficia a
ambos. Por lo tanto, se necesitan mejores programas y computadoras mas potentes. Lo cual
también es aplicable a la DM, en particular simular la membrana requiere de mayores
recursos pero tiene el potencial de dar mejores resultados.

Respecto a la seleccion de 6AJE, la principal razon fue la disponibilidad de la estructura y
lo mencionado por Sato et al., 2020: el parasito necesita esa proteina para sobrevivir en su
etapa intracelular. Sin embargo, convendria analizar otras proteinas, sobre todo porque se
podrian atacar dos al mismo tiempo: esto puede dificultar la generacion de resistencia.

En lo que corresponde a los medicamentos analizados, se obtuvieron dos buenos candidatos
(Figura 11). El mejor es el C 89612265 16, ya que tiene el mejor valor de afinidad y
deforma a la proteina. Este medicamento fue usado en un estudio para tratar la “Enfermedad
pulmonar obstructiva cronica” (Mair & Singh, 2020; PubChem, 2024b). El otro candidato es
el A 5351322 01, aunque este puede que no sea muy especifico, ya que en AM también esta
entre los primeros para SE34. Este medicamento corresponde al bisantreno, el cual es usado
para tratar al cancer, ya que inhibe la replicacion del ADN (PubChem, 2024a). Sin embargo,
respecto a estos dos candidatos, convendria analizar su costo de produccidn, investigar su
capacidad de llegar a la proteina del parésito y, de ser necesario, desarrollar el medicamento

para aumentar esta capacidad, y, luego, realizar estudios in vivo en el pollo.
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Figura 11 Candidatos encontrados. Estructura de los dos medicamentos mas prometedores segun los resultados
obtenidos. Estructuras de PubChem, 2024b, 2024a.

Respecto a la tesis en general, esta cumple la funcion de un estudio exploratorio en el uso
de técnicas computacionales para encontrar medicamentos que traten enfermedades. Sin
embargo, cabe afiadir que, de las técnicas computaciones utilizadas, LeDock no funciona bien
y se sugiere remplazarla por otra de AM, por ejemplo, usar GWOVina o desarrollar una
nueva. Mientras que GROMACS si tiene un gran potencial, por ejemplo, puede simular un
desprendimiento del medicamento y posterior interaccion en otra region de la proteina.
Aunque a esta técnica de DM le falta una mejor interfaz y un manual mas didactico, el cual
ensefe diferentes posibilidades de su uso. Ademas, convendria crear un programa que una y
automatice el uso de AM y DM.

En otras palabras, los siguientes pasos a realizar son desarrollar mejores programas para
AM y DM en base a los ya existentes y en lo posible integrarlos y automatizarlos, en
particular un mejor procedimiento para calcular la afinidad medicamento-proteina. Ademas,
conviene desarrollar estrategias para simular la proteina en membrana o la adhesion del
medicamento a aquella. Sin embargo, esto requiere de mayores recursos computacionales.

Otro aspecto a mejorar son las bases de datos, sobre todo lo relacionado al orden, a la
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cantidad de moléculas, a la calidad de la informacion y a su disponibilidad. Idealmente,
conviene tener una mayor variedad de proteinas, completamente dilucidadas, de cada especie
del parésito para tener mas puntos de ataque y buscar que el tratamiento afecte a todas las
Eimeria spp. Ademdas de que los medicamentos tengan mejor informacion complementaria,
por ejemplo, posibles usos medicinales, posible eficacia, precio aproximado y propiedades
fisicoquimicas.

Respecto a lo anterior, hay que tener en cuenta los beneficios de documentos y programas
de libre acceso para el desarrollo cientifico, sobre todo en lo relacionado con enfermedades.

Cabe mencionar que la parte experimental se realizO con /laptops: convendria usar
computadoras con mayor potencia (por ejemplo, workstations del afio o super-computadoras)
y usar mejores GPUs. Sin embargo, la capacidad de usar computadoras no tan potentes para
realizar estos experimentos es una ventaja que se puede utilizar.

Por ultimo, el procedimiento usado en la parte experimental se puede ampliar para otras
enfermedades, incluidas las huérfanas, y se puede modificar para otros usos. Por ejemplo, en
lugar de usar una proteina para buscar buenos candidatos de varios medicamentos, se puede
buscar la funcionalidad de una molécula recientemente aislada usando una base de datos de

varias proteinas.
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Anexos

En esta parte hay comandos (en Bash) que se usaron en la Terminal. Para poder
identificarlos, se coloco “$ ” adelante de estos (excluir al copiar). Cabe mencionar que se
puede abrir la Terminal en una carpeta especifica: clic izquierdo en la carpeta y seleccionar la
opcidn adecuada; o correr el comando “$ cd /DIRECCION DE LA CARPETA”. Ademas,
en el caso que este archivo esté en PDF, sus comandos se pueden copiar mal debido a
caracteres que cortan las lineas (por ejemplo, %, ${, - ). Por lo tanto, en el DRIVE, se
encuentra este archivo en “.odt” y la carpeta “Comandos”, en la cual hay archivos de texto

plano que contienen a los comandos utilizados.

A.1. Programas y computadoras
Primero, se menciona a las caracteristicas de las computadoras utilizadas y, luego, a los

programas que se les instalaron.

A.1.1. Computadoras

Se utilizaron tres laptops: “i3”, “i5” e “i7”. Sus caracteristicas principales se visualizaron
con “$ cat /proc/cpuinfo;lspci;cat /etc/os-release”, lo obtenido se uso en las siguientes dos
tablas. La “Tabla 5” da informacion sobre las unidades centrales de procesamiento (CPUs),
las cuales tienen GPUs integradas. Sin embargo, sélo la computadora “i7” tiene
adicionalmente una GPU dedicada (esta es NVIDIA GeForce GTX 860M).

Tabla 5 CPUs de las laptops. Complementada con Intel, 2022a, 2022b, 2022c.

Intel(R) Nucleos Frecuencia (Trimestre y) afio de .
Core(TM) (hilos)  maxima (GHz) lanzam}i]ento e
“i3” 13-1005G1 24) 34 (Q3) 2019 UHD Graphics for 10th Gen
“i5” 15-2430M 2(4) 3 (Q4) 2011 HD Graphics 3000
“i77_17-4710HQ 4(8) 3.5 (Q2) 2014 HD Graphics 4600
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Asimismo, como se ve en la Tabla 6, “i17” es mas rapida que las otras dos computadoras en
realizar simulaciones de DM mediante GROMACS, esta parte es la mas lenta del proceso.
Cabe mencionar que “ns/d” se refiere a los nano-segundos de simulacion generados entre los
dias que demora producirlos. Ademas, los valores de esta tabla se obtuvieron de pocas
simulaciones del mismo sistema y so6lo en el caso de “i3” fueron discontinuas. También, una
interfaz grafica de usuario (GUI) consume recursos, por lo tanto, “i5” € “17” no la tienen al no
necesitarla.

Tabla 6 Desempeiio de las laptops.
Sistema operativo Programas  GPU que utiliza GROMACS Velocidad de GROMACS (ns/d)
“i3”  Ubuntu 22.04.1 LTS Todos La integrada 59a75
“i5” . . No la detecta 3.9
wjg»  Debian 1l sinGUD — GROMACS  \y1pia GeForce GTX 860M 24

A.1.2. Programas

Los principales programas son LeDock 1.0 y GROMACS 2022.3, pero estos requieren de
otros programas que los complementan y permiten su uso. Estos son ChimeraX 1.4,
LePro 1.0, ACPYPE 2022.7.21, gmx _mmpbsa 1.5.6, OpenBabel 3.1.1 y los programas que
permiten las instalaciones, por ejemplo, Miniconda3 y cmake.

ChimeraX se usa para la edicion de las moléculas y la visualizacion de estas y de sus
simulaciones. OpenBabel 3.1.1 se usa para cambiar los formatos de las moléculas y es
requerido en parte del AM y de la DM. En la primera también se usan a LeDock y LePro, y,
en la segunda, GROMACS, ACPYPE y gmx_mmpbsa.

Por un lado, Ximing XU, 2016 dio informacién para instalar “LePro” y “LeDock”, ademas,
utiliza Visual Molecular Dynamics (VMD) como alternativa a ChimeraX.

Respecto a ACPYPE y gmx_mmpbsa, se utilizo informacion de AMBER, 2022; CONDA,

2021; Silva, 2022; Valdes-Tresanco et al., 2022; Valdés-Tresanco et al., 2023. Acerca de
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GROMACS, se aconseja revisar GROMACS, 2023; Lemkul, 2018; XavierB et al., 2021,

particularmente http://www.mdtutorials.com/gmx/complex/index.html (tutorial),
https://manual.gromacs.org/current/user-guide/cmdline.html (comandos) y

https://manual.gromacs.org/current/user-guide/mdp-options.html (pardmetros de “.mdp”).

A.1.3. Instalacion

Las instrucciones para la instalacion de los programas se muestran a continuacion en tres
categorias. Las instalaciones se realizaron entre julio y agosto del 2022.
A) Visualizacion y edicion de las moléculas
a) UCSF ChimeraX: version 1.4 (2022-06-03)

Primero, se descargd de https:/www.rbvi.ucsf.edu/chimerax/download.html el archivo
“ucsf-chimerax_1.4ubuntu20.04 amd64.deb”.

Finalmente, en la carpeta donde esta el archivo, se corrio “$ sudo dpkg -i ucsf-
chimerax 1.4ubuntu20.04_amd64.deb”.
B) AM
a) LePro y LeDock: v1.0 Copyright 2013-21 (C) H. Zhao PhD

Primero, se descargd, de http:/www.lephar.com/download.htm, “lepro linux x86” y

“ledock_linux x86”. Luego, donde estan estos 2 archivos, se corren los siguientes comandos.
$ chmod +x * linux_x86
$ sudo mv lepro_linux x86 /usr/local/bin/lepro;sudo mv ledock linux x86
/ustr/local/bin/ledock
Los programas “LePro” y “LeDock” se pueden correr con los comandos “$ lepro” y “$
ledock™, respectivamente (si se corren solos aparece su descripcion).

b) OpenBabel 3.1.1

Su instalacion esta en la siguiente parte (es decir, DM), ya que también usa este programa.
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C) DM
a) ACPYPE 2022.7.21, gmx_mmpbsa 1.5.6 y OpenBabel 3.1.1
Primero, se instal6 Miniconda3. Para esto se descargd “Miniconda3 Linux 64-bit” (con
“Python 3.9”) de https://docs.conda.io/en/latest/miniconda.html#linux-installers, y se corrid
lo siguiente donde esté el archivo.
$ bash Miniconda3-py39 4.12.0-Linux-x86 64.sh
$ . ~/.bashrc
$ conda update -n base -c¢ defaults conda
$ conda config --set channel priority strict
$ sed -i "lachannels:\n- conda-forge\n- anaconda\n- defaults" ~/.condarc
$ conda config --set auto_activate base false
Luego, se instalaron los programas que se van a utilizar, en un ambiente de nombre

“gromacs”, con los siguientes comandos.

$ conda create -n gromacs;conda activate gromacs
$ conda install mpidpy ambertools acpype compilers;pip install gmx-MMPBSA PyQt6

Para utilizar estos programas, se tiene que correr antes “$ conda activate gromacs”.
Mientras que “$ conda list” se usa para ver programas instalados en el ambiente y “$ conda
update --all” para actualizarlos.

b) GROMACS 2022.3 (Revisar https://manual.gromacs.org/current/install-guide/index.html)

Primero, se corrieron los siguientes comandos. El tercero es opcional, aunque instala
algunos paquetes que podrian ser utiles.
$ sudo apt update -y;sudo apt upgrade -y
$[1-eq2 J;until [ $? -eq 0 ];do sudo apt -y install build-essential opencl-headers ocl-icd-

opencl-dev libhwloc-dev libblas-dev liblapack-dev libclfft-dev cmake pkg-config python3

python3-pip python3-mpi4py libopenmpi-dev;done
$[1-eq2 J;until [ $? -eq 0 ];do sudo apt -y install g++-multilib gcc-multilib cmake-format
ninja-build python3-venv python3-numpy;done

En segundo lugar, se instalaron los respectivos Controladores de dispositivo (“drivers”).

Para la computadora con tarjeta NVIDIA, se instal6 CUDA. Mientras que para las que van a

usar GPU Intel, se instaldé “OpenCL GPU driver (NEO)”: 17 usa NVIDIA, mientras que i3 e
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15, Intel (ver “A.1.1.”). Aunque GROMACS no detectd la GPU de la 15. Para el respectivo
caso se corre lo siguiente en una nueva carpeta que después de la instalacion se puede borrar.

i) CUDA 11.7.1 (Se siguieron las instrucciones de NVIDIA, 2022 para “Linux x86 64
Debian 11 deb (local)”. Ademas, el comando “$ nvidia-smi” va a servir para ver el
funcionamiento del GPU NVIDIA.)

$ sudo apt -y install dkms software-properties-common nvidia-detect;nvidia-detect

$ wget https://developer.download.nvidia.com/compute/cuda/11.7.1/local _installers/cuda-
repo-debianl1-11-7-local 11.7.1-515.65.01-1 amd64.deb;sudo dpkg -i cuda-repo-
debianl1-11-7-local 11.7.1-515.65.01-1 amd64.deb;sudo cp /var/cuda-repo-debian11-11-
7-local/cuda-*-keyring.gpg /usr/share/keyrings/;sudo add-apt-repository contrib;sudo apt
update -y;sudo apt upgrade -y;sudo apt -y install cuda

$ sudo apt install -y nvtop

ii) OpenCL GPU driver (NEO). Los siguientes comandos se obtuvieron de GitHub, 2022,
sin embargo, la pagina web de esta fuente debe de tener una version mas reciente.

$ wget https://github.com/intel/intel-graphics-compiler/releases/download/igc-1.0.12149.1/
intel-igc-core_1.0.12149.1 amd64.deb;wget https://github.com/intel/intel-graphics-
compiler/releases/download/igc-1.0.12149.1/intel-igc-opencl 1.0.12149.1 amd64.deb;wget
https://github.com/intel/compute-runtime/releases/download/22.38.24278/intel-level-zero-
gpu-dbgsym 1.3.24278 amd64.ddeb;wget
https://github.com/intel/compute-runtime/releases/download/22.38.24278/intel-level-zero-
gpu 1.3.24278 amd64.deb;wget
https://github.com/intel/compute-runtime/releases/download/22.38.24278/intel-opencl-icd-
dbgsym 22.38.24278 amd64.ddeb;wget
https://github.com/intel/compute-runtime/releases/download/22.38.24278/intel-opencl-
icd 22.38.24278 amd64.deb;wget
https://github.com/intel/compute-runtime/releases/download/22.38.24278/
libigdgmm12 22.1.8 amd64.deb

$ sudo dpkg -i *

Tercero, en una nueva carpeta, se descargd el archivo gromacs-2022.3.tar.gz de

https://doi.org/10.5281/zenodo.7037338. Sin embargo, de

https://manual.gromacs.org/current/download.html se pude obtener la ultima version.

En la carpeta donde se descargd el archivo, se corri6 lo siguiente para la computadora que
utiliza NVIDIA. Para las que utilizan GPU Intel, se corre lo mismo, excepto que se cambia “-

DGMX_GPU=CUDA” por “.DGMX_GPU=OpenCL -
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DGMX GPU NB CLUSTER_SIZE=4".
$ tar xfz gromacs-2022.3.tar.gz
$ cd gromacs-2022.3;mkdir build;cd build
$ (cmake .. -DGMX BUILD OWN_FFTW=ON -

DREGRESSIONTEST DOWNLOAD=ON -DGMX_ GPU=CUDA -

DGMX HWLOC=0ON -DCMAKE INSTALL PREFIX=~/gromacs) 2>&l|tee -a t.txt
$ (make;make check) 2>&1]tee -a t.txt
$ sudo make install

En “t.txt”, se van a guardar los mensajes que aparecen en la Terminal al ejecutar el
respectivo comando. Esto permite corregir errores. Por ejemplo, en los mensajes de “cmake”
se puede buscar “failed” y “not”, y tratar de solucionar esto instalando paquetes que falten (y,
luego, se borra el contenido de la carpeta “build” y se vuelve a correr “cmake”). En el caso de
“make check”, por el final aparece “100% tests passed, 0 tests failed out of 88 (aunque si
falla alguna prueba, puede que GROMACS también funcione).

Después de la instalacion, se puede barrar la carpeta donde se colocd gromacs-
2022.3.tar.gz. Ademas, para activar GROMACS, se tiene que correr “$ source

~/gromacs/bin/GMXRC”. Por otro lado, “$ gmx -version” permite ver informacioén del

programa.

A.2. Informacion complementaria del procedimiento

A.2.1. Busqueda en ChEMBL

Se utilizaron filtros en ChEMBL y comandos para que entren en la barra de busqueda de
PubChem.

Los filtros que se aplicaron fueron “Drugs”; 3 y 4 en “Max Phase” (Fase de la investigacion
clinica); y de 4 a 599 en “Molecular Weight” (Masa molecular). Se obtuvieron 2 941 (estas
cantidades se van a reducir porque no todos sus medicamentos tienen una estructura

molecular asociada o una estructura 3D disponible). Luego, se descargaron los medicamentos
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en formato “.tsv”’. Después, se abrid el archivo “.tsv” utilizando LibreOffice, se eliminaron
los medicamentos que no tenian una estructura molecular asignada (es decir, los que no
tenian “SMILES”), se copiaron los c6digos, uno por linea, de la categoria ‘“Parent Molecule”,
en un archivo de texto plano (por ejemplo, 004a599.txt) (para crear este tipo de archivos se
puede usar “$ >NOMBRE.txt”) dentro de una carpeta vacia y se corrio lo siguiente en esta (el
comando se puede usar para varios archivos “.txt”).

$ for fin *.txt;do split -1 250 --numeric=1 "$f" "${f%.txt} ";done;for fin !(*.txt);do sed -i
"a;N;$!ba;s/\n/ OR /g' $f;mv "$f" "${f}p.txt";done

Lo cual generd archivos con la estructura “[nombre de procedencia] [niimero del
grupo]p.txt”, por ejemplo, 004a599 02p.txt.

Estos archivos contienen los nombres de los medicamentos con “OR” entre cada uno y en
grupos de hasta 250, por ejemplo, “CHEMBL1200691 OR CHEMBL470670 OR ...”. Lo
cual permiti6 copiar el texto de cada archivo en el buscador de PubChem, para luego
descargar los resultados en SDF 3D. Para un caso, aparecié un mensaje de error al buscar en
PubChem: se solucion6 al buscar primero una parte y luego la restante. Ademas, al descargar

los archivos “.sdf”, conviene cambiarles el nombre para tenerlos identificados.

A.2.2. Acoplamiento molecular

Primero, se trabajo con el archivo de la proteina (en este caso el 6aje.pdb). El cual se abrid
en ChimeraX. Para abrir un archivo se utiliza “File/*Open...” ™, si se vuelve a utilizar para
otro archivo (o el mismo) se van a abrir ambos. Para evitar esto, se usa “File/Close Session”.
Mientras que para guardar la sesion, se usa “File/‘Save...” ”.

Luego de abrir el archivo, se borran estructuras de ser necesario. Por ejemplo, en este caso,

se conservo solamente la cadena A: se selecciond con “Select/Chains/dhodehase/Chain A”, se
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invirti6  la  seleccion  con  “Select/Invert” 'y esta se elimind6  con
“Actions/‘Atoms/Bonds’/Delete”. Ya que las 4 cadenas que contenia el archivo eran
idénticas. Después, se agregan hidrogenos (esto es, usar “addh” en la barra de comandos de
ChimeraX) y se guarda el archivo como 6aje A.

Ademas, los co-factores y el inhibidor se pueden seleccionar en “Select/Residues”. En este
caso se quieren usar los co-factores y el inhibidor para la simulacion de DM. Por lo tanto, se
abrié 6aje_A.pdb. Luego, se borrd todo menos la molécula que se quiere y se guardo en
formato “.pdb”. Después, se cerrd la sesion. Finalmente, se volvid a abrir 6aje A.pdb y se
repitid el proceso para las otras moléculas. Con estos pasos se generaron los archivos
cof fmn.pdb, cof oro.pdb y 1 ferulenol.pdb, los cuales se guardaron en una nueva carpeta de
nombre MD 6aje. En esta, para evitar posibles conflictos con ACPYPE, se corrid lo
siguiente.

$ for fin *.pdb;do a=$(($(grep -n -m 1 "HETATM' $f|cut -d : -f1)-1));if (($a > 0));then sed -i
"1,"$a"d" $f;fi;done

Respecto a como realiza LeDock el AM, hay que tener en cuenta lo siguiente. (1) El
archivo “.pdb” de la proteina utiliza “HETATM” para identificar a los co-factores y al
inhibidor. (2) LePro va a seleccionar el lugar donde va a ocurrir el acoplamiento. En otras
palabras, selecciona la region de una de las moléculas con “HETATM” en sus respectivas
lineas y, luego, borra todas las moléculas con “HETATM” (incluida la que esta en ese lugar
del acoplamiento). Si no hay “HETATM?”, va a seleccionar toda la proteina como lugar de
acoplamiento. (3) Para conservar las moléculas que estan cerca del lugar de acoplamiento (es
decir, los co-factores deseados), hay que cambiar sus respectivos “HETATM” a “ATOM ”
(esta ultima tiene dos espacios luego de la M). (4) Antes de editar el archivo “.pdb”, se tienen
que borrar las moléculas (con ChimeraX) no deseadas. En otras palabras, se borran los

co-factores que no se van a utilizar y se deja el inhibidor si se quiere que en ese lugar se haga
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el analisis.

Por lo tanto, el siguiente paso es utilizar LePro, dependiendo de lo que se quiere se sigue la
opcion “a” o la “b” que estdn a continuacion. Para ambos casos, los comandos se corren en
una ubicacion donde estén 6aje A.pdb y MD 6aje. Se siguieron ambas opciones para
comparar como LeDock trabaja con y sin los co-factores (ver p.58, luego de “pro.pdb”).

a) Si no se quiere tener en cuenta a los co-factores, se borran en ChimeraX (estos son “ORO”
y “FMN”) antes de generar a 6aje_A.pdb. Y se corre lo siguiente.

$ mkdir Docking_6aje;lepro 6aje A.pdb;cp pro.pdb MD_6aje/MD.pdb;mv pro.pdb dock.in
Docking_6aje

b) Si se quiere tener en cuenta a los co-factores, se corre lo siguiente. El primer comando va a
editar al archivo 6aje A.pdb para que LePro los conserve: para utilizarlo en otro complejo, se
tienen que cambiar el nombre de los co-factores (estos son “ORO” y “FMN”) del comando
por los correspondientes y se tiene que cambiar las dos veces que aparece 6aje_A.pdb por el
archivo correspondiente.
$ sed ""$(for w in ORO FMN;do grep -n $w 6aje_A.pdb|grep 'HETATM'|cut -d : -f1;done|
sed ":a;N;$!ba;s/\n/ba;/g")"ba;b;:a;s/HETATM/ATOM /g" 6aje_ A.pdb>6aje cof.pdb
$ mkdir Docking_6aje;lepro 6aje A.pdb;mv pro.pdb MD_6aje/MD.pdb;lepro
6aje_cof.pdb;mv pro.pdb dock.in Docking 6aje
Las opciones “a” y “b” crearon, cada una, los tres archivos pro.pdb, dock.in y MD.pdb. El
ultimo esta en la carpeta MD_6aje, y contiene la informacion de la proteina sin co-factores y
sin inhibidor. Los dos primeros estan en Docking 6aje y contienen informacion para el
programa LeDock. El primero tiene la estructura de la proteina con los co-factores
seleccionados. Mientras que el segundo contiene parametros, incluyendo las coordenadas del
sitio activo, es decir, del lugar donde va a ocurrir el acoplamiento.

Lo que continua es preparar los medicamentos para LeDock. Se colocan los archivos “.sdf”

descargados en la nueva carpeta 3D sdf. En esta, se corre lo siguiente. En
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los comandos de OpenBabel.
$ mkdir 3D mol2;conda activate gromacs;for f in *.sdf;do obabel "$f" -O 3D _mol2/a"${f

%.sdf} ".mol2 -m;done
$ c¢d 3D_mol2;for fin a*.mol2; do mv $f $(sed -n 2p' $f).mol2;done

Esto gener6 una carpeta 3D _mol2 que contiene archivos “.mol2” con su respectivo codigo
CID de PubChem de nombre, por ejemplo, 5351322.mol2. Luego, en 3D mol2, se corrid lo
siguiente.
$ for fin *.mol2;do awk '/@\<TRIPOS\>ATOM/{f=1;next} /@\<TRIPOS\>BOND/{f=0} f'

$flawk '{print $6}'|sed 's/\..*//g'|awk "'seen[$0]++">>a;done;awk ''seen[$0]++" a;rm a
$ echo CID,C,H,N,O,Si,P,S.F,C1,Br,I>../CID.csv;for f in *.mol2;do awk '/@\<TRIPOS\

>ATOM/{f=1;next} /@\<TRIPOS\>BOND/{f=0} { $flawk '{print $6}'|sed

's/\..*//g">a;echo ${f%.mol2},$(grep -c ""C$' a),$(grep -c¢ ""H$' a),$(grep -c ""N$' a),$(grep -

¢ '""O$' a),$(grep -c¢ '*Si$' a),$(grep -c¢ "*P$' a),$(grep -¢ '*S$' a),$(grep -¢ ""F§' a),$(grep -¢

'"“CI$' a),$(grep -¢ "Br$' a),$(grep -¢ "\I$' a)>>../CID.csv;rm a;done

Ambos comandos extraen informacioén de los archivos “.mol2” y pueden estar sujetos a
errores. El primero muestra en la Terminal los elementos presentes en estos archivos y el
segundo comando cred, en 3D sdf, el archivo CID.csv, el cual contiene una lista de los
medicamentos con la cantidad respectiva de cada elemento. Si los elementos presentes no
estan incluidos en C, H, N, O, Si, P, S, F, Cl, Br e I, se tienen que editar el comando.

El archivo CID.csv se puede abrir en una hoja de calculo para calcular la masa atomica de
cada medicamento, lo cual a su vez permite filtrar mas a los medicamentos.

Se seleccionaron medicamentos que contengan so6lo los atomos C, N, H y O, hasta 5
oxigenos, y que tengan valores mayores a 200 Da (para los buscados directamente por
PubChem). Los nombres de estos se guardaron (uno por linea) en un nuevo archivo de
nombre s_list.txt dentro de 3D _sdf. Luego, se corrid en esta lo siguiente.

$ mkdir s mol2;for fin $(cat s_list.txt);do cp 3D_mol2/$f.mol2 s mol2;done

Después, los archivos de s mol2 se copiaron en Docking 6aje. Ademas, se incluyo al
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inhibidor en formato “.mol2”. Pero, como estaba en formato “.pdb”, se corrio, en MD 6aje,
el comando “$ conda activate gromacs;obabel 1 ferulenol.pdb -O 1 ferulenol.mol2”.

[3

Después, se movid el archivo “.mol2” creado a la carpeta Docking 6aje. Otra opcidn es
buscar el inhibidor en internet y descargarlo, lo cual también se realizo.

Luego, se utiliza LeDock. Sin embargo, este programa usa solo un hilo del CPU, por lo
tanto se corrid lo siguiente en Docking 6aje, donde NUMERO es igual al nimero de hilos a
utilizar y APAGADO es un comando opcional de alarma o de apagado. Como “i3” tiene
cuatro hilos, se utilizo el numero 3, lo cual permite tener un hilo para otras funciones.
$ n=NUMERO;a=$(($(($(Is -1 *mol2|wc -1)+$n-1))/$n));i=0; for f in *.mol2;do d=dir $

(printf %03d $((i/$a+1)));mkdir -p $d;mv "$f" $d; let i++;done
$ for d in dir_*;do cp dock.in pro.pdb $d;done
$ for d in dir_*;do cd $d;echo $d,$(date)>>../time_ledock.txt&&ls *.mol2>ligands&&ledock

dock.intee -a ../time_ledock.txt&&echo

$d,$(date)>>../time ledock.txt&cd ..;done;wait; APAGADO
$ mv dir_*/*.{mol2,dok} .
$ rm -r dir_*
$ echo CID . kcal/mol>LeDock.csv;for f in *.dok;do a=$(echo ${f%.dok});b=$(sed -n '2p' $f]

sed 's/.*Score: //;s/ kcalVmol//");echo $a,$b>>LeDock.csv;done

El tercer comando cre6 un archivo “.dok” por cada medicamento y el archivo
time ledock.txt. Este Gltimo tiene informacion del inicio y el final de cada proceso, y de la
Terminal (si hay co-factores pueden aparecer mensajes de “Warning: Missing Parameters for
Residue”). Cabe mencionar que se realizaron pruebas con y sin co-factores en el archivo
pro.pdb: cuando hay co-factores los valores de energia son mas negativos, pero se mantiene
un orden similar y las posiciones de acoplamiento son practicamente equivalentes.

Por otro lado, el ultimo comando cre6 a LeDock.csv. Este tiene los mejores puntajes de los
medicamentos extraidos de los “.dok” y en valores de energia de acoplamiento (kcal/mol):
mientras menor sea la energia, mejor es el acoplamiento. Este archivo se puede abrir en una

hoja de calculo para seleccionar a las mejores opciones. Para seleccionarlas, se pueden

ordenar mediante filtros la energia de acoplamiento de manera ascendente (es decir, arriba
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van a estar las mas negativas) y, también, se pueden usar las masas atdmicas obtenidas
mediante CID.csv. Cabe mencionar que LeDock tiene un sesgo a favor de moléculas mas
pesadas o con ciertos grupos funcionales.

Conviene seleccionar algunos medicamentos (por ejemplo, 300) para generar duplicados
(evita volver a correr todos varias veces). Para este fin, dentro de Docking_6aje, se cred la
carpeta m_ledock y, en esta ultima, a un archivo m_ledock.txt que contiene los nombres de
los medicamentos seleccionados (uno por linea). Luego, en m_ledock, se corrid lo siguiente.
$ mkdir m_ledock 01;cp $(for fin $(cat m_ledock.txt);do echo ../"$f".dok;

echo ../"$f".mol2;done) ../{dock.in,pro.pdb} m_ledock 01;cd m ledock 01;ls

* mol2>ligands;cd ..
$ for ((i=0;i<DUPLICADOS;i++)); do mkdir m_ledock $(printf %02d $(($i+2)));cp

m_ledock 01/{*.mol2,dock.in,pro.pdb,ligands} m ledock S$(printf %02d $(($i+2)));done
$ for d in m_ledock [0-9][0-9];do if [ $d == m_ledock 01 ]; then continue;fi;cd $d;echo $d,$

(date)>>../time_ledock.txt&&ls *.mol2>ligands&&ledock dock.in|tee -a

./time_ledock.txt&&echo $d,$(date)>>../time ledock.txt&cd ..;done;wait; APAGADO
$ echo CID,01>LeDock d.csv;ed m ledock 01;for fin *.mol2;do a=$(echo ${f

%.mol2});b=8(sed -n "2p' ${f%.mol2}.dok|sed 's/*.*Score: //;s/ kcal\Vmol//");echo $a,

$b>>../LeDock d.csvidone;cd ..
$ for d in m_ledock [0-9][0-9];do if [ $d == m_ledock 01 ]; then continue;fi;cd $d;echo ,$

{d#m_ledock }>a.csv;for fin *.dok;do echo ,$(sed -n "2p' $f|sed 's/*.*Score: //;s/

kcalVmol//')>>a.csv;done;paste -d "" ../LeDock d.csv a.csv>b.csv;cat

b.csv>../LeDock d.csv;rm [ab].csv;cd ..;done

En el segundo comando, DUPLICADOS corresponde al nimero de corridas adicionales.
Por ejemplo, se utiliz6 el nimero 3 , con lo cual se van a obtener cuatro valores (es decir, el
original mas los tres nuevos). Estos valores van a estar en LeDock d.csv, el cual se puede
abrir en una hoja de calculo para calcular su promedio, ordenarlos y afadir informacion de
otros “.csv”. Cabe mencionar que el tercer comando es para el caso de que el numero de
duplicados sea igual al nimero de hilos a utilizar, de lo contrario es necesario modificarlo
para optimizar su uso (ademads, genera otro archivo time ledock.txt).

Luego, se seleccionaron medicamentos teniendo en cuenta a LeDock d.csv y a informacion

complementaria: se copiaron sus archivos “.dok” (al menos uno de los generados si se
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realizaron duplicados) en una nueva carpeta m_pdb. En esta se corrio lo siguiente para
producir, por cada medicamento, una carpeta con su nombre, la cual contiene los archivos
“pdb” de sus posiciones de acoplamiento, enumeradas de mejor a peor valor.

$ for fin *.dok;do ledock -spli $f;mkdir ${f%.dok};mv *pdb ${f%.dok};done

Finalmente, se seleccionaron los archivos “.pdb” de los medicamentos que van a ser
analizados en DM y se copian a MD_6aje. Para visualizar las posiciones y seleccionarlas se
puede utilizar ChimeraX: se puede optar por una posicion con peor valor de un mismo
medicamento. La informacion dentro de MD_6aje va a ser utilizada en el siguiente paso. Si
se quiere utilizar 1 _ferulenol.pdb y no una de sus posiciones generadas por LeDock, se tiene

que correr “$ sed -i 's/9AU/LIG/g'1_ferulenol.pdb”.

A.2.3. Trayectorias de DM

Luego de abrir en ChimeraX el archivo [L] md.gro con su trayectoria, en ese orden, se
puede guardar un video si se corre, en la barra de comandos de ChimeraX, primero, “movie
record limit 100 (para 1 ns) y, luego, “movie encode” (genera un video mp4). Se puede usar
la Terminal para correr el comando “$ ffmpeg -i IN.mp4 -an -vf "setpts=2.0*PTS"
OUT.mp4”, lo cual reduce la velocidad de reproduccion a la mitad (cambiar “IN” y “OUT”),
puede que se requieran instalaciones para correr este comando.

Sin embargo, la grafica de rmsd.csv puede mostrar un periodo de tiempo de interés. Por lo
tanto, ya que ChimeraX no puede abrir [L] s.xtc (muy larga al ser de 100 ns), se tiene que
extraer el periodo de tiempo deseado con el siguiente comando en ¢ f. En el comando se
tiene que remplazar los [T _INICIAL] y [T _FINAL] por valores en picosegundos y los [L]
por el nombre del medicamento deseado. El archivo resultante va a aparecer en la carpeta R

con el nombre [L] b[T INICIAL]e[T FINAL].xtc.
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$ source ~/gromacs/bin/GMXRC;echo System|gmx trjconv -b [T _INICIAL] -e [T _FINAL] -
n [L] em.ndx -f mm/[L]_s.xtc -s md/[L] md.tpr -o R/[L] b[T_INICIALJe[T FINAL].xtc

Finalmente, si se quiere ampliar el tiempo de al menos una simulacioén, se crea, en la
carpeta ¢ _f, el archivo de texto plano ampliar.txt que contiene los nombres (uno por linea) de
los medicamentos con simulacién a ampliar y se corre el siguiente comando.
$ mkdir -p Tampliado/{md,mm,R};for f in $(cat ampliar.txt);do mv md/"${"*

R/log/"$f" md.log Tampliado/md;mv "$f" * [itn][tod][px] Tampliado;done;cp mm/mm.in

Tampliado/mm;cp cof *.itp posre.itp t.txt Tampliado

Luego, se continua con la instrucciones de 2b.sh (ver “A.3.3.”).

A.3. Archivos “.sh”
Cada subcapitulo de esta parte muestra los contenidos de a.sh, b.sh, c.sh y 2b.sh,
respectivamente. En los comentarios de cada archivo estan las instrucciones a seguir y lo que

hace cada parte del codigo.

A.3.1. a.sh

# En una carpeta vacia realizar los pasos de las siguientes cuatro lineas.

# Guardar en ella este archivo “a.sh”

# Guardar una copia del archivo “MD.pdb” (de la proteina a trabajar)

# Crear una carpeta de nombre “L”, y guardar en esta cada medicamento y, si hay, los
co-factores de la proteina. Todas estas moléculas tienen que estar en formato “.pbd” y sélo
cada co-factor debe tener “cof ” antes de su nombre.

# Ejecutar “a.sh” con la siguiente linea.

# (bash -1 a.sh) 2>&1|tee -a t.txt

# En “t.txt” se van a guardar los comentarios de la ejecucion.

# Una alternativa es agregar un comando de apagado y una alarma, como en el siguiente
ejemplo.

# (bash -1 a.sh) 2>&1|tee -a t.txt;shutdown +5;vlc ~/Desktop/00 Programas/beeping.mp3

# “shutdown -c” cancela este comando de apagado.

# De ser necesario editar en “# Se crean parametros”.
# A continuacion esta lo que “a.sh” va a ejecutar y su descripcion.

# Se activa el ambiente.
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date
set -e
conda activate gromacs;source ~/gromacs/bin/GMXRC

# Se crea la topologia de la proteina. Primero, se edita el archivo “.pdb” de la proteina creado
por LePro para que pueda ser leido por GROMACS. Luego, se utiliza “gmx pdb2gmx” para
crear tres archivos: conf.gro, posre.itp y topol.top cpx.

sed -1 's/HSD/HIS/g;s/HSE/HIS/g' MD.pdb

gmx pdb2gmx -ff amber99sb-ildn -water tip3p -ignh -f MD.pdb

mkdir cpx;mv conf.gro posre.itp topol.top cpx

# Se crea la topologia de los co-factores (si hay) y de cada medicamento. Primero, se utiliza
ACPYPE para crear los archivos “[L] GMX.gro” y “[L] GMX.itp” de cada molécula
(“[L]” representa el nombre de la molécula). Luego, “gmx genrestr” crea los archivos
“[L]_posre.itp” usados para restringir el movimiento de su respectiva molécula. Finalmente,
“[L] GMX.itp” es dividido en “[L] l.itp” y “[L] 2.itp”.

cd L

for fin *.pdb

do acpype -i "$f";mv "${f%.pdb}.acpype/$ {{%.pdb} GMX."{gro,itp} ../cpx

done

cd ../cpx

for fin * GMX.gro

do (echo ""System" & ! a H*';echo q)|gmx make ndx -f"$f" -0 "${f% GMX.gro}.ndx"

echo 'System & !'H*'|gmx genrestr -n "${f% GMX.gro}.ndx" -f"$f" -0 "${f
%GMX.gro}posre.itp"

a=$(grep -n "\[ moleculetype \]' "${f%gro}itp"|cut -d : -f1)

sed -n "3,$(($a-2))p" "$ {f%gro}itp">"$ {{%GMX.gro} 1.itp"

sed -n "$a,$ p" "$ {f%gro}itp">"$ {f%GMX.gro}2.itp"

done

# Se crea la topologia de los complejos: proteina + co-factores (si hay) + medicamento

# Primero, se remueve la tltima linea de “conf.gro” y se guarda en “conf.txt”.

# Luego, si hay co-factores, su informacion se agrega a “topol.top”, a “conf.gro” (de
“[L]_GMX.gro”) y a “b.txt” (de “[L]_Ll.itp”"). La informacién del “b.txt” se va a agregar a
cada “[L] 1.itp” de los medicamentos.

# Finalmente, para los medicamentos, se crea “[L] cpx.top” (con “topol.top” e informacion
del respectivo [L]) y “[L] cpx.gro” (con “conf.gro”, “[L] GMX.gro” y “conf.txt”).

tail -1 conf.gro>conf.txt;sed -1 '$d' conf.gro

for fin cof *GMX.gro; do test -f $f && >b.txt && mkdir cof && mv cof *GMX.[gin][rtd]
[opx] cof && break; done

if test -d cof

then for fin cof *1.itp

do cat topol.top|sed "$(grep -n '; Include water topology' topol.top|cut -d : -f1)i\; Include
cofactor topology\n#include \""${f%1.itp} 2.itp"\"\n\n#ifdef POSRES\n#include \""$ {f
%1.itp}posre.itp"\"\n#endif\n">a.txt

echo ""${f% Ll.itp}" 1">>a.txt

cat a.txt>topol.top

a=$(sed -n 2p' cof/"${f%]1.itp} GMX.gro")
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b=$(sed -n '2p' conf.gro)

cat conf.gro|sed "2s/.*/$(($a+$b))/">a.txt

cat cof/"$ {f%1.itp} GMX.gro"|sed '1,2d'|sed '$d">>a.txt

cat a.txt>conf.gro

cat $£>>b.txt;mv $f cof

done

fi

for fin * GMX.gro

do cat topol.top|sed "$(grep -n '; Include water topology' topol.top|cut -d : -f1)i\; Include
ligand topology\n#include \""$ {f%GMX.gro}2.itp"\"\n\n#ifdef POSRES\n#include \""$ {f
%GMX.gro}posre.itp"\"\n#endif\n"|sed "/forcefield\.itp\"/a\#include \""$ {f
%GMX.gro} 1.itp"\"">"$ {f%GMX.gro} cpx.top"

echo ""${f% GMX.gro}" 1">>"${f%GMX.gro}cpx.top"

a=$(sed -n 2p' "$f")

b=$(sed -n '2p' conf.gro)

cat conf.gro|sed "2s/.*/$(($a+3$b))/">"$ {{%GMX.gro} cpx.gro"

cat "$f"|sed '1,2d'|sed '$d">>"$ {{f%GMX.gro}cpx.gro"

cat conf.txt>>"$ {f%GMX.gro} cpx.gro"

if test -d cof

then cat b.txt>>"$ {f%GMX.gro} L.itp";awk "x[$0]++' "$ {f%GMX.gro} L.itp">a.txt;cat
a.txt>"$ {f%GMX.gro} 1.itp"

fi

done

mkdir ../I;mv I(I|*_cpx.?7??]* [12].itp|*posre.itp) ../

# Se crean parametros, dentro de 6 archivos: ions.mdp, em.mdp, nvt.mdp, npt.mdp, md.mdp
y mm.in

# Si hay co-factores, a cada “Protein_LIG” se le agregan los nombres de los co-factores
separados por “_”, por ejemplo en “tc-grps = Protein LIG FMN ORO Water and ions”.

# “nsteps = 500000” es Ins de simulacion. En md.mdp, se usa 50000000, que es 100ns.

cat<<EOF>ions.mdp
integrator = steep
emtol = 1000.0
emstep = 0.01

nsteps = 50000
cutoff-scheme = Verlet
ns-type = grid

nstlist = 1

rlist=1.0
coulombtype = cutoff
rcoulomb = 1.0

rvdw = 1.0
pbc = xyz
EOF

cat<<EOF>em.mdp
integrator = steep
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emtol = 1000.0

emstep = 0.01

nsteps = 50000
cutoff-scheme = Verlet
ns-type = grid

nstlist =1

rlist=1.0

vdwtype = cutoff
vdw-modifier = Potential-shift-Verlet
rvdw-switch = 1.0

rvdw = 1.0

coulombtype = P3M-AD
rcoulomb = 1.0

pbc = xyz

DispCorr = EnerPres
EOF

cat<<EOF>nvt.mdp
define = -DPOSRES
integrator = md

nsteps = 50000

dt=0.002

nstenergy = 500

nstlog = 500
nstxout-compressed = 500
continuation = no
constraint-algorithm = lincs
constraints = h-bonds
lincs-iter = 1

lincs-order = 4
cutoff-scheme = Verlet
ns-type = grid

nstlist = 20

rlist=1.0

vdwtype = cutoff
vdw-modifier = Potential-shift-Verlet
rvdw-switch = 1.0

rvdw = 1.0

coulombtype = P3M-AD
rcoulomb = 1.0
pme-order = 4
fourierspacing = 0.125
tcoupl = v-rescale

tc-grps = Protein_ LIG Water _and_ions
tau-t=0.1 0.1

ref-t =300 300

pcoupl =no

pbc = xyz



DispCorr = EnerPres
gen-vel = yes
gen-temp = 300
gen-seed = -1

EOF

cat<<EOF>npt.mdp
define = -DPOSRES
integrator = md

nsteps = 50000

dt=0.002

nstenergy = 500

nstlog = 500
nstxout-compressed = 500
continuation = yes
constraint-algorithm = lincs
constraints = h-bonds
lincs-iter = 1

lincs-order = 4
cutoff-scheme = Verlet
ns-type = grid

nstlist = 20

rlist=1.0

vdwtype = cutoff
vdw-modifier = Potential-shift-Verlet
rvdw-switch = 1.0

rvdw = 1.0

coulombtype = P3M-AD
rcoulomb = 1.0
pme-order = 4
fourierspacing = 0.125
tcoupl = v-rescale

tc-grps = Protein_LIG Water and_ions
tau-t=0.1 0.1

ref-t =300 300

pcoupl = Berendsen
pcoupltype = isotropic
tau-p =2.0

ref-p=1.0
compressibility = 4.5e-5
refcoord-scaling = com
pbc = xyz

DispCorr = EnerPres
gen-vel = no

EOF

cat<<EOF>md.mdp
integrator = md
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nsteps = 50000000
dt=0.002

nstenergy = 5000

nstlog = 5000
nstxout-compressed = 5000
continuation = yes
constraint-algorithm = lincs
constraints = h-bonds
lincs-iter = 1

lincs-order = 4
cutoff-scheme = Verlet
ns-type = grid

nstlist = 20

rlist=1.0

vdwtype = cutoff
vdw-modifier = Potential-shift-Verlet
rvdw-switch = 1.0

rvdw = 1.0

coulombtype = P3M-AD
rcoulomb = 1.0

pme-order = 4
fourierspacing = 0.125
tcoupl = v-rescale

tc-grps = Protein_ LIG Water _and_ions
tau-t=0.1 0.1

ref-t =300 300

pcoupl = Parrinello-Rahman
pcoupltype = isotropic
tau-p =2.0

ref-p=1.0

compressibility = 4.5e-5
pbc = xyz

DispCorr = EnerPres
gen-vel = no

EOF

cat<<EOF>mm.in
&general
sys_name="Prot-Lig-ST",
startframe=>5,
endframe=14,
forcefields="oldff/leaprc.ffO9SB,leaprc.gaff"
/

&gb

1gb=>5, saltcon=0.150,

/

EOF
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# En la carpeta donde se ejecuto a.sh van a haber 3 carpetas (cpx, [ y L) y 3 archivos (t.txt,
MD.pdb y a.sh). S6lo cpx y t.txt van a ser utilizados en los siguiente pasos. “cpx” va a
contener 7 archivos en general (posre.itp, ions.mdp, em.mdp, nvt.mdp, npt.mdp, md.mdp y
mm.in), 2 archivos por co-factor ([L] 2.itp y [L] posre.itp), 5 archivos por medicamento
([L] 1l.tp, [L] 2.itp, [L] cpx.gro, [L] cpx.top y [L]_posre.itp). Por ejemplo, si se analizan
6 medicamentos para una proteina con 2 co-factores, “cpx” va a contener 41 archivos.

date

A.3.2. b.sh

# “cpx”, “t.txt” y este archivo (i.e., “b.sh”) se colocan en una nueva carpeta. En esta se corre
el siguiente comando.

# (bash -1 b.sh) 2>& 1 |tee -a t.txt;mv t.txt ¢ f

# Sino se ejecuta bien b.sh, puede que t.txt cambie de nombre a ¢_f en lugar de moverse a
una carpeta con ese nombre.

# De ser necesario, editar en “# Se minimiza la energia”.
# A continuacion estd lo que “b.sh” va a ejecutar y su descripcion.

date

set -e

source ~/gromacs/bin/GMXRC
cd cpx

# Se genera solucion alrededor del complejo. Mejor dicho, una caja de simulacion en forma
de dodecaedro rombico con condiciones de frontera periddicas que contiene al complejo
rodeado por una solucién de NaCl 0.15 mol/L.

# GROMACS va a mostrar mensajes de advertencia en este paso y en los siguientes, hasta
antes de simulacién de 100ns, ya que se estan preparando los condiciones para esta ultima.

# Los [L]_cpx.gro, producen a los [L] cpx4em.gro.

for f in *cpx.top

do gmx editconf -bt dodecahedron -d 1.0 -f "${f%top}gro" -o "$ {f%.top}b.gro"

gmx solvate -cs spc216.gro -cp "${f%.top}b.gro" -p "$f" -0 "${{%.top}4ion.gro"

gmx grompp -f ions.mdp -¢ "${f%.top}4ion.gro" -p "$f" -0 "${f%.top}4ion.tpr"

echo SOL|gmx genion -conc 0.15 -neutral -s "$ {f%.top}4ion.tpr" -p "$f" -0 "${f
%.top}4em.gro"

done

mkdir sol;mv \#*\# *[xbn].[gt][rp][or] ions.mdp mdout.mdp sol

# Se minimiza la energia.

# Hay un comentario importante entre los comandos de esta parte.

# Se crean archivos [L] em.gro, [L] em.ndx (un indice) y em PE.csv. El ultimo estd en una
nueva carpeta R y tiene los resultados, generados por la minimizacion, de cada energia
potencial del complejo.

mkdir em R;for fin *cpx.top

do gmx grompp -f em.mdp -¢ "${f%.top}4em.gro" -p "$f" -0 em/"${f%cpx.top}em.tpr" -
maxwarn 1

67



done

cd em;for fin *.tpr

do gmx mdrun -deffom "$ {{%.tpr}"

(echo ""Protein"|"LIG"";echo q)|gmx make ndx -f "${f%tpr}gro" -o ../"$ {{%tpr}ndx"

# Si se tiene co-factores, agregar a "Protein"|"LIG" los nombres de los co-factores separados
por “”, por ejemplo “(echo ""Protein"|"LIG"|"FMN"|"ORO"';”. Lo que viene después de
este “echo”, esta entre comillas simples.

done

for fin * em.log

do a=$(grep 'Potential Energy ="'"$f"|cut -c 21-)

b=%(grep 'Steepest Descents converged to Fmax < 1000 in ' "$f"|cut -c 47-|sed 's/ steps//")

echo "${f% em.log},$a,$b">>../R/em_PE.csv

done;cd ..;sed -1 'l1\em.log,PE(kJ/mol),Converged Fmax<1000kJ/mol (steps)'
R/em_PE.csv;mv *em.[mg][dr][po] mdout.mdp em

# Se simulo el sistema a volumen constante y, luego, a presion constante. En ambos casos, el
numero de particulas y la temperatura también fueron constantes. Por eso se utilizan las
nombres nvt y npt, respectivamente.

set +e

mkdir nvt;for fin *cpx.top

do gmx grompp -n "${f%cpx.top}em.ndx" -f nvt.mdp -c em/"$ {{%cpx.top}em.gro" -r em/"$
{f%cpx.top }em.gro" -p "$f" -o nvt/"$ {f%cpx.top } nvt.tpr"

cd nvt

date

gmx mdrun -deffnm "${f%cpx.top}nvt";if [ ! -e *gro ];then gmx mdrun -deffnm "${f
%cpx.top }nvt" -cpi "$ {f%cpx.top}nvt_prev.cpt";fi

date

cd ..;done;mv nvt.mdp mdout.mdp nvt

mkdir npt;for fin *cpx.top

do gmx grompp -t nvt/"$ {{%cpx.top }nvt.cpt" -n "$ {f%cpx.top}em.ndx" -f npt.mdp -c nvt/"$
{t%cpx.top}nvt.gro" -r nvt/"$ {f%cpx.top }nvt.gro" -p "$f" -o npt/"$ {{%cpx.top } npt.tpr" -
maxwarn 1

cd npt

date

gmx mdrun -deffnm "${f%cpx.top}npt";if [ ! -e *gro ];then gmx mdrun -deffnm "$ {f
%cpx.top }npt" -cpi "$ {f%cpx.top}npt_prev.cpt";fi

date

cd ..;done;mv npt.mdp mdout.mdp npt

# Se realiz6 la corrida de produccion.

# Cabe mencionar que md.mdp no utiliza restricciones de posiciones (i.e., no tiene “define = -
DPOSRES”)

mkdir md;for fin *cpx.top

do gmx grompp -t npt/"$ {{%cpx.top }npt.cpt" -n "$ {f%cpx.top}em.ndx" -f md.mdp -c npt/"$
{f%cpx.top }npt.gro" -p "$f" -o md/"'$ {f%cpx.top} md.tpr"

cd md

date
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gmx mdrun -deffnm "${f%cpx.top}md";if [ ! -e *gro ];then gmx mdrun -deffnm "$ {f
%cpx.topymd" -cpi "$ {t%cpx.top}md_prev.cpt";fi

date

mv "${f%cpx.top}md.gro" ../R

cd ..;done;mv md.mdp mdout.mdp md

set -¢

# Se proceso la trayectoria de la corrida de produccion.

# La trayectoria original, [L] md.xtc, se modifica a [L] s.xtc para que pueda ser visualizada.
Luego, [L]_s.xtc genera los archivos [L] ils.xtc y [L] fls.xtc . Los cuales son el primero y
el ultimo 1 ns, respectivamente.

mkdir mm;mv mm.in mm;for f in *em.ndx

do (echo Protein;echo System)|gmx trjconv -pbc mol -ur compact -center -n "$f" -f md/"$ {f
%em.ndx }md.xtc" -s md/"$ {f%em.ndx} md.tpr" -o mm/"$ {{%em.ndx }4s.xtc"

(echo Backbone;echo System)|gmx trjconv -fit rot+trans -n "$f" -f mm/"$ {f%em.ndx } 4s.xtc"
-s md/"${f%em.ndx } md.tpr" -o mm/"$ {{%em.ndx }s.xtc"

echo System|gmx trjconv -b 99000 -n "$f" -f mm/"$ {{%em.ndx }s.xtc" -s md/"$ {f
%em.ndx }md.tpr" -o R/"$ {f%em.ndx } f1s.xtc"

echo System|gmx trjconv -¢ 1000 -n "$f" -f mm/"$ {f%em.ndx}s.xtc" -s md/"$ {f
%em.ndx }md.tpr" -o R/"$ {f%em.ndx}ils.xtc"

done

# RMSD y RMSF

# Se crean los archivos rmsd.csv y rmsf.csv en la carpeta R. El primero se usa para analizar la
estabilidad del complejo. Mientras que la informacion del segundo sirve para comparar lo
conformacion de los complejos de los medicamento con la del complejo del inhibidor.

mkdir rmsd;for f in *em.ndx

do (echo Backbone;echo LIG)|gmx rms -tu ns -what rmsd -n "$f" -f mm/"$ {f%em.ndx}s.xtc"
-s md/"$ {f%em.ndx } md.tpr" -o rmsd/"$ {f%em.ndx } rmsd.xvg"

done

cd rmsd;a=$(sed -n '19p' $(Is *xvglhead -1));b="%${a%.*}";c=$((${#b}-1));cat $(Is *xvglhead
-1)|sed '1,18d"|cut -c -$c|sed 's/ //g™../R/rmsd.csv

for f in *xvg

do cat "$f"|sed '1,18d'|cut -c $c->a.txt;paste -d ', ../R/rmsd.csv a.txt >b.txt;cat
b.txt>../R/rmsd.csv

done

rm a.txt b.txt;sed -1 "s/\s\+//g;1i\ns,"$(Is -m *.xvgltr -d ' \n')"" ../R/rmsd.csv;cd ..

mkdir rmsf;for fin *em.ndx

do echo C-alphajgmx rmsf -res -n "$f" -f R/"$ {{%em.ndx } f1s.xtc" -s md/"$ {f
%em.ndx }md.tpr" -o rmsf/"$ {{%em.ndx } rmsf.xvg"

done

cd rmsf;a=$(sed -n '18p' $(Is *xvglhead -1));b="${a%.*}";c=3(($ {#b}-1));cat $(Is *xvg|head
-1)|sed '1,17d'|cut -c -$c|sed 's/ //*>../R/rmsf.csv

for f in *xvg

do cat "$f"|sed '1,17d"|cut -c $c->a.txt;paste -d ', ../R/rmsf.csv a.txt >b.txt;cat
b.txt>../R/rmsf.csv

done
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rm a.txt b.txt;sed -i "s/\s\+//g;11\Re,"$(Is -m *.xvg|tr -d ' \n")"" ../R/rmsf.csv;cd ..

# Se transfieren archivos y carpetas a una carpeta de nombre “c_f”. La cual va a ser utilizada,
junto con t.txt, en la siguiente parte.

mkdir R/log R/csv ../c_fimv em/*log nvt/*log npt/*log md/*log R/log;mv R/*.csv R/csv;mv
R md mm *.2?? ../c f

date

A.3.3. c.sh

# Este archivo (i.e., “c.sh”) se coloca en c_f. En esta se corre el siguiente comando.
# (bash -i c.sh) 2>&1|tee -a t.txt
# A continuacion esta lo que “c.sh” va a ejecutar y su descripcion.

date
set -e
conda activate gromacs;source ~/gromacs/bin/GMXRC

# MMPBSA: “mmpbsa.csv” contiene informacion respecto a la afinidad del medicamento,
mientras mas negativa la energia, mejor.

# En -cg, reemplazar 13 con la posicion de LIG en el indice, [ System ] es posicon 0. Suele
ser 13 mas el numero de co-factores.

for f in *cpx.top

do gmx_ MMPBSA -O -i mm/mm.in -cs md/"$ {f%cpx.top} md.tpr" -ci "$ {f
%cpx.top}em.ndx" -cg 1 13 -ct R/"$ {f%cpx.top}fls.xtc" -cp "$f" -0 "${f
%cpx.top}mm.dat" -nogui

mkdir mm/"$ {f%cpx.top} mm";mv "$ {{%cpx.top}mm.dat" COM _traj* *MMPBSA*
* prmtop *. mmxsa mm/"$ {f%cpx.top}mm"

done

cd mm;for fin * mm

do cd "$f";grep 'ATOTAL' "${f}.dat"|sed
"s/ATOTAL/"${f% mm}"/;s/\s\+/,/g">>../../R/csv/mmpbsa.csv;cd ..

done;cd ..;sed -1 '11\[L], ATOTAL(kcal/mol),SD p...,.SD,SEM p...,.SEM' R/csv/mmpbsa.csv

date

A.3.3. 2b.sh

# Este archivo (i.e., “2b.sh”) se coloca en la carpeta Tampliado. En esta se corre el siguiente
comando.
# (bash -1 2b.sh) 2>&1|tee -a t.txt

# Editar en “# Se amplia la simulacon” y “# Se proceso la trayectoria de la corrida de
produccion ampliada”.

# A continuacion esta lo que “2b.sh” va a ejecutar y su descripcion.

date
source ~/gromacs/bin/GMXRC
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cd cpx

# Se amplia la simulacion

# Cambiar TIEMPO_A al tiempo a afnadir en pico-segundos (e.g., 50000).

cd md;for fin * md.tpr

do date;gmx convert-tpr -s $f -extend TIEMPO_A -o $f;gmx mdrun -deffnm ${f%.tpr} -cpi $
{f%.tpr}.cpt;if [ ! -e *gro ];then gmx mdrun -deffnm $ {f%.tpr} -cpi ${t%.tpr} prev.cpt;fi

date;done;cd ..

set -e

# Se proceso la trayectoria ampliada de la corrida de produccion.

# El nuevo [L]_md.xtc se modifica a [L]_s.xtc para que pueda ser visualizada. Luego,
[L] s.xtc genera el archivo [L] fls.xtc.

for f in *em.ndx

do (echo Protein;echo System)|gmx trjconv -pbc mol -ur compact -center -n "$f" -f md/"$ {f
%em.ndx }md.xtc" -s md/"$ {f%em.ndx } md.tpr" -o mm/"$ {{f%em.ndx }4s.xtc"

(echo Backbone;echo System)|gmx trjconv -fit rot+trans -n "$f" -f mm/"$ {f%em.ndx }4s.xtc"
-s md/"${f%em.ndx }md.tpr" -o mm/"$ {{%em.ndx }s.xtc"

echo System|gmx trjconv -b TIEMPO F -n "$f" -f mm/"$ {{%em.ndx}s.xtc" -s md/"$ {f
%em.ndx }md.tpr" -o R/"$ {f%em.ndx } f1s.xtc"

# Cambiar TIEMPO F para que la nueva trayectoria solo incluya el Gltimo ns: sumar a 99000
el TIEMPO_A (e.g., 149000).

done

# RMSD y RMSF

# Se crean los archivos rmsd.csv y rmsf.csv en la carpeta R.

mkdir rmsd;for f in *em.ndx

do (echo Backbone;echo LIG)|gmx rms -tu ns -what rmsd -n "$f" -f mm/"$ {f%em.ndx}s.xtc"
-s md/"$ {f%em.ndx } md.tpr" -o rmsd/"$ {f%em.ndx } rmsd.xvg"

done

cd rmsd;a=$(sed -n '19p' $(Is *xvglhead -1));b="%${a%.*}";c=$((${#b}-1));cat $(Is *xvglhead
-1)|sed '1,18d"|cut -c -$c|sed 's/ //g™../R/rmsd.csv

for f in *xvg

do cat "$f"|sed '1,18d'|cut -c $c->a.txt;paste -d ', ../R/rmsd.csv a.txt >b.txt;cat
b.txt>../R/rmsd.csv

done

rm a.txt b.txt;sed -1 "s/\s\+//g;1i\ns,"$(Is -m *.xvgltr -d ' \n')"" ../R/rmsd.csv;cd ..

mkdir rmsf;for fin *em.ndx

do echo C-alphajgmx rmsf -res -n "$f" -f R/"$ {{%em.ndx } f1s.xtc" -s md/"$ {f
%em.ndx }md.tpr" -o rmsf/"$ {{%em.ndx } rmsf.xvg"

done

cd rmsf;a=$(sed -n '18p' $(Is *xvglhead -1));b="${a%.*}";c=3(($ {#b}-1));cat $(Is *xvg|head
-1)|sed '1,17d'|cut -c -$c|sed 's/ //*>../R/rmsf.csv

for f in *xvg

do cat "$f"|sed '1,17d"|cut -c $c->a.txt;paste -d ', ../R/rmsf.csv a.txt >b.txt;cat
b.txt>../R/rmsf.csv

done
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rm a.txt b.txt;sed -i "s/\s\+//g;11\Re,"$(Is -m *.xvg|tr -d ' \n")"" ../R/rmsf.csv;cd ..
# Se ordenan los archivos.

mkdir R/log R/csv ../c_fimv md/*log R/log;mv R/*.csv R/csv

date

# Lo que continua es correr c.sh en esta carpeta (i.e., Tampliado) en lugar de la carpeta c_f.
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A.4. Resultados completos

A.4.1. Posiciones de los medicamentos antes de DM
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A.4.2. Posiciones finales

Se obtuvieron del ultimo nano-segundo de cada simulacion de DM.
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A.4.3. RMSD
La informacion para elaborar estas graficas estd en Resultados > DM >

DM rmsd FeCof 100ns.csv.
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A.4.4. RMSF
La informacion para elaborar estas graficas estd en Resultados > DM >

DM rmsf 99a100ns.csv y corresponden al ultimo nano-segundo.
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