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1. Introduccion

Los trastornos de ansiedad contemplan varios padecimientos relacionados con la
respuesta aumentada hacia una potencial amenaza. Esta enfermedad afecta a una
fraccion importante de la poblacién mundial, teniendo un incremento en su prevalencia en
los ultimos afnos como consecuencia de la actual pandemia. Sus sintomas son variados,
lo que dificulta su diagnéstico y tratamiento, el cual debe ser supervisado por personal de

la salud mental.

El entendimiento de la enfermedad es crucial para el desarrollo de nuevos tratamientos
farmacologicos. Actualmente, el neurotransmisor GABA (acido y-aminobutirico) se sabe
esta relacionado con la ansiedad y su regulacién. Por ello, el receptor GABAA se ha
identificado como el principal blanco terapéutico para tratar los trastornos de ansiedad,
siendo las benzodiacepinas (BZD) el grupo de los farmacos mas utilizados por su accion

sobre el sistema nervioso central.

No obstante, la necesidad de encontrar nuevos y mejores farmacos ha permitido el
desarrollo de nuevas estrategias que mejoran el proceso de busqueda y evaluacion de
compuestos bioactivos, tal es el caso del disefio de farmacos asistido por computadora.
Esta estrategia ofrece la oportunidad de evaluar in silico una gran cantidad de moléculas
para seleccionar aquellas con las mejores oportunidades de presentar la actividad

deseada, reduciendo el tiempo y nimero de pruebas a realizar.



2. Antecedentes
2.1.Trastornos de ansiedad

La ansiedad se describe como la respuesta normal e innata ante lo que percibimos como
una situaciéon de peligro (Canadian Mental Health Association, BC Division, 2015),
mientras que los trastornos de ansiedad se definen como la creciente sensacion de miedo
en respuesta a una sefnal de amenaza real o ficticia (Craske, et al., 2009). Por ello, estos
ultimos abarcan los trastornos de panico, agorafobia, ansiedad generalizada, respuesta
obsesivo-compulsivo y estrés traumatico (Almokhtar, et al., 2019).

El diagnostico de esta enfermedad es complejo al considerar multiples sintomas, por tanto,
para determinar un trastorno de ansiedad se consideran al menos tres de los siguientes
sintomas durante seis meses 0 mas: inquietud, nerviosismo, fatiga, dificultad para

concentrarse, irritabilidad, tensién muscular y trastornos del suefio (Munir, et al., 2019).

De acuerdo con las cifras oficiales, el 14.3 % de la poblacién mexicana ha padecido algun
trastorno de ansiedad, convirtiendola en la enfermedad mental de mayor prevalencia.
Ademas, se observé que en el 50 % de los casos los sintomas comienzan antes de los 25
anos (Boletin del Senado de la Republica, 2017). Sin embargo, estas cifras incrementaron
drasticamente en 2020, con un aumento de los servicios de psicoterapia y orientacion
terapéutica relacionado con la pandemia por COVID-19, en al menos 60% de los paises
(OMS, 2020).

2.1.1. Tratamiento

Las benzodiacepinas (BDZ) son una familia de farmacos que actian como moduladores
alostéricos del canal selectivo para iones cloruro GABAA. Estas favorecen la activacion
del receptor GABAA, generando un aumento en la frecuencia de apertura que favorece la
hiperpolarizacion de la neurona, haciéndola menos excitable (Rosas-Gutiérrez, et al.,
2013).



Este grupo de farmacos surgié en la década de 1960 como una alternativa a los
barbituricos, teniendo mejores resultados terapéuticos y un mejor perfil de seguridad. De
hecho, las BDZ fueron los primeros farmacos en tener una amplia brecha entre el efecto
sedante y el efecto ansiolitico. Sin embargo, su efectividad se ve comprometida en
tratamientos prolongados, debido a la aparicion de tolerancia farmacolégica tras cuatro
semanas de tratamiento; por ello, su uso se limita a periodos de tres meses y en casos
especiales se puede extender el tratamiento (Charney et al., 2007; Campagne & Garcia-
Campayo, 2005; Rosas-Gutiérrez et al., 2013; Farach et al., 2012).

2.1.2. El acido y-aminobutirico (GABA) y el receptor GABAA

Las BZD tienen como diana farmacoldgica uno de los receptores del neurotransmisor
GABA (acido y-aminobutirico), por tanto, son utiles en el tratamiento de distintas
condiciones como el trastorno de ansiedad, epilepsia, insomnio, espasticidad, entre otras
enfermedades fisiopatoldgicas (Rosas-Gutiérrez et al., 2013). Ademas, GABA es el
principal neurotransmisor inhibidor del sistema nervioso central relacionado con la
ansiedad y su regulacion, teniendo como receptores al canal ionotropico GABAA y el
metabotrépico GABAs (Jembrek & Vlainic, 2015).

El canal de cloruro dependiente de ligando, GABAA, es un receptor pentamérico de
naturaleza proteica formado por dos dominios: uno extracelular y uno intracelular. Este
canal se encuentra conformado por 5 subunidades y su composicién puede variar segun
la isoforma, siendo la mas abundante aquella con dos subunidades a1, dos B2 y una y2,
dispuestas de forma casi simétrica alrededor de un canal central, Figura 1 (Jansen, 2019).
No obstante, en humanos se conocen al menos seis tipos de subunidades a (a1, a2, a3,
a4, a5, ab), tres subunidades B (B1, B2, B3), tres subunidades y (y1, y2, y3), una , una &,
una n y una 6 (Martin et al., 2019).
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Figura 1. Estructura representativa del receptor GABAA.
Recuperado de: Garcia Alonso, P. & Simén Velasco, M., 2016.

Cuando el receptor GABAA es activado la conductancia de cloruro aumenta, inhibiendo la
neurona y generando una disminucion de la respuesta ante estimulos de excitacién
(Gauthier & Nuss, 2015). Sin embargo, las propiedades farmacologicas del receptor
GABAA parecen depender de la subunidad a presente en la isoforma, representando un
reto farmacolégico, pues los ligandos dificilmente presentan alta selectividad por esta
subunidad (Navarro, 2010). Por ello, es indispensable la busqueda de nuevas moléculas
utiles en el tratamiento de los trastornos de ansiedad que posean buenos perfiles de
seguridad, asi como mayor potencia y selectividad por el receptor GABAA.

2.1.3. Diseno de farmacos asistido por computadora

El disefio de farmacos asistido por computadora (DiFAC) es una estrategia que integra
multiples metodologias para disefar, identificar y optimizar nuevos compuestos
bioactivos, cuyo objetivo es mejorar el proceso de descubrimiento de farmacos. Estas
estrategias llevaban a la identificacién de compuestos lideres y/o candidatos a farmacos
en menor tiempo, reduciendo de manera importante el tiempo de investigacién y nimero
de ensayos biolégicos a realizar. Sin embargo, es importante recalcar que el DiIFAC no
sustituye a los ensayos biolégicos, sino que requiere de la informacion experimental para
validar la informacién generada (Saldivar-Gonzalez et al., 2017).



Uno de los métodos computacionales mas empleados es el cribado virtual, el cual permite
filtrar extensas bases de datos, denominadas quimiotecas; las cuales sirven como material
de partida para la busqueda de candidatos para realizar pruebas experimentales. Este
método integra el conocimiento de la estructura 3D del blanco farmacoldgico de interés y
los compuestos bioactivos para realizar pruebas in silico para identificar a los mejores
candidatos.

Una de las metodologias mas ampliamente usadas en el cribado virtual es el acoplamiento
molecular, el cual permite generar modelos de unién entre el ligando y el receptor. Este
predice el modo de unién mas favorable y asigna un valor (funcién de puntacién) que mide
la interaccién entre un ligando y el blanco farmacolédgico (Saldivar-Gonzalez, et al., 2017;
Ball6on Paucara, & Grados Torrez, 2019; Velasquez, et al., 2013; Prieto Martinez & Medina-
Franco, 2018).

Es importante mencionar que el cribado virtual requiere de un post procesamiento de los
datos, donde se aplican filtros que ayudan a clasificar los compuestos segun los
requerimientos del estudio, por ejemplo, las energias de unién en los estudios de
acoplamiento molecular. Al término, se seleccionan los compuestos que mantengan
interacciones conocidas y relacionadas con la actividad biolégica de interés, y por lo tanto
tengan la mayor probabilidad de éxito (Cuanalo-Contreras et al., 2011; Prieto Martinez &
Medina-Franco 2018).



3. Planteamiento del problema

Las benzodiacepinas (BZD) son los farmacos mas representativos dirigidos al receptor
GABAA, actuando como moduladores alostéricos. Sin embargo, estas representan un
riesgo a la salud por las multiples reacciones adversas reportadas, siendo una de las mas
preocupantes la dependencia que pueden causar a largo plazo (Rosas-Gutiérrez, et al.,
2013). Ademas, la mala dosificacion o tratamientos prolongados pueden causar actitudes
paranoicas o agresivas, la pérdida de memoria y del estado de alerta, el suefio excesivo,
la depresion, el sindrome de dependencia, la ansiedad y en los peores casos coma o la

muerte. (Campagne & Garcia-Campayo, 2005).

Por lo anterior, es de suma importancia encontrar nuevos farmacos que tengan como
blanco el receptor GABAA y ofrezcan un mejor perfil de seguridad a largo plazo. Una
alternativa para la busqueda de nuevas moléculas como potenciales farmacos es el
cribado virtual (Saldivar-Gonzalez, et al., 2017), que permite evaluar y clasificar las
quimiotecas segun su energia de unién (funcion de puntacion) y predecir la forma de
interaccion mas favorecida. Lo anterior permitira seleccionar solo aquellos compuestos
donde la actividad sea probable, disminuyendo el nimero de ensayos bioldgicos y en
consecuencia una reduccidén de costo y tiempo de investigacion. Ademas de permitir el
reposicionamiento de farmacos (Prieto Martinez & Medina-Franco, 2018).

4. Obijetivos
4.1. Objetivo general
ldentificar compuestos potencialmente activos sobre el receptor GABAA a partir del cribado
virtual de la base de datos NO15.
4.2. Objetivos especificos
e Realizar una revision bibliografica sobre ansioliticos asociados al receptor GABAa
e Preparar la proteina y los ligandos para el acoplamiento molecular usando diferentes
programas computacionales.
o Realizar estudios de acoplamiento molecular sobre el blanco seleccionado empleando
los programas Autodock vina, Autodock 4.2 y GOLD.
e Identificar y seleccionar compuestos potencialmente activos sobre GABAA.

e Proponer una serie de estructuras novedosas potencialmente activas sobre GABAA.



5. Material y métodos

5.1.Revision bibliografica sobre ansioliticos asociados al receptor GABAA
Se realiz6é una busqueda bibliografica en la base de datos ProteinDataBank de diferentes
receptores relacionados con ansioliticos con la finalidad de seleccionar un blanco de
relevancia clinica (Berman, 2000). Una vez seleccionado el blanco terapéutico, se
uso la base de datos publica ChEMBL para recabar informacion acerca de los ligandos
que actuan sobre el receptor (Papadatos & Overington, 2014).

5.2. Preparacion de la proteina y ligandos para acoplamiento molecular
5.2.1. Seleccion de la proteina
Se llevé a cabo una revision bibliografica de las distintas versiones de la proteina
cristalizada disponibles en ProteinDataBank, tomando como criterios de seleccion la
resolucion (Read et al., 2011) y el farmaco aprobado como ligante (Charney, et al., 2007).

La proteina seleccionada (PDB: 6X3X) se cur6 y minimiz6 usando dos programas:
Chimera obteniendo un archivo de salida en formato *pdb, y la plataforma online YASARA
con un archivo de salida *sce. La seleccion de la estructura 3D de la proteina para los
posteriores estudios de acoplamiento molecular se realizé por comparacién entre las dos
estructuras minimizadas y la proteina original (cruda) usando el diagrama de
Ramachandran. Este grafico permitio verificar la disposicion espacial de los amino4cidos
dentro de la estructura 3D y si se encuentran en zonas favorables (Carugo & Djinovic¢-
Carugo, 2013).

5.2.2. Preparacion de los ligandos
Los compuestos de la quimioteca NO15 se construyeron en el programa ChemSketch a
partir de los cédigos SMILES de cada molécula (formato *mol) y fueron optimizados en
el programa Avogadro (Hanwell et al., 2012), usando el campo de fuerza MMFF94s y el
algoritmo steepest descent (Avogadro, 2018). Los archivos se guardaron en formato
*pdb.

Finalmente, los archivos de la proteina y los ligandos en formato *pdb fueron convertidos
a *pdbqt utilizando el programa Pyrx v0.8, para continuar con el analisis de acoplamiento
molecular (Alamri, 2019).
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5.3.Estudios de acoplamiento molecular

El cribado de las moléculas de la quimioteca NO15 sobre el receptor GABAA se llevé a
cabo por acoplamiento molecular usando tres programas: Autodock vina, Autodock 4.2y
GOLD. De manera particular, para los programas Autodock vina, Autodock 4.2 se utilizé
la interfaz del software Pyrx para ejecutar los programas y establecer las condiciones del
estudio (Alamri, 2019). El grid box se centré sobre el sitio de union del ligante cristalizado
(Jabbarzadeh et al., 2018) con coordenadas en x: 90.7543177836, y: 126.225677764, z.
115.180619839 y dimensiones de 25.0 A para cada lado.

La visualizacion de las conformaciones obtenidas se realizd en los programas
AutoDockTools, Pymol 'y Discovery Studio (Seeliger & de Groot, 2010., Osman et al.,
2021; Jabbarzadeh et al., 2018). Los resultados de acoplamiento molecular para las
moléculas de la quimioteca NO15 se evaluaron usando los valores de energia de union
(AG) para Autodock vina'y Autodock 4.2, y los valores de GOLD PLP para GOLD. En el
primer caso, una mayor afinidad ligando-receptor se expresa con energias de unién
negativas, mientras que GOLD PLP con valores cercanos a 100 indicaria mayor afinidad

ligando-receptor (Tanwar et al., 2014).

El método para cada programa se validé con un estudio de docking del ligando
cristalizado, en el que se compardé con su posicidon original en la estructura cristalografica.
El ligante acoplado fue procesado igual que la quimioteca y la comparacién se realizé
usando como criterio el valor de RMSD < 2 A, el cual se calculd en el programa
AutoDockTools 1.5.7rc1 (Osman et al., 2021., Rabelo, 2018). Adicionalmente, se realiz6
un estudio de acoplamiento molecular sobre los distintos sitios de union para establecer:
el numero de repeticiones (25, 50, 100 o 250) y el sitio de unién mas probable, usando el
valor de RMSD como criterio de seleccion. Se eligié aquel ciclo con el valor de RMSD

mas pequeno y el sitio en el que se encontré un mayor nimero de conformaciones.

5.4.Seleccion de ligandos potencialmente activos sobre el receptor GABAA
Con el objetivo de encontrar potenciales compuestos activos se realizd un consenso entre
los resultados obtenidos en los tres programas. Para ello se normalizaron los valores de
energia de unién y GOLD PLP calculados para cada molécula en el programa Excel®
usando la Ecuacién 1y 2 (Dodge et al., 2006)

11



AG—-AG min GOLD PLP—GOLD PLP min

Ec. 1 C.
AG max — AG min GOLG PLP max —GOLD PLP min

Finalmente, se seleccionaron las moléculas con los mejores valores en los tres
programas a partir de un grafico en 3D, en el cual cada eje representa los resultados de
un programa, usando como el mismo valor de cohorte en cada eje (Lopez-Lopez et al.,
2019).

5.4.1. Anadlisis de interacciones ligado-receptor

Se llevé a cabo el analisis de interacciones ligando-receptor de las moléculas con mejores
valores de afinidad y el ligante cristalizado (diazepam), identificando el numero y tipo de
interaccién, asi como los aminoacidos involucrados. Los graficos en 2D y 3D fueron
generados en el programa Discovery Studio (Afriza et al., 2018).

5.4.2. Prediccion de actividad biologica usando PASSonline

Con la finalidad de conocer potenciales actividades relacionadas y/o indeseadas de las
moléculas encontradas por cribado virtual, se llevo a cabo un andlisis en la plataforma
PASSonline (Lagunin et al., 2000). Se analizaron los resultados con probabilidad de
actividad (Pa) > 0.500 y Probabilidad de inactividad (PJ/) < 0.100. Los datos para cada
molécula se resumen en tablas individuales, enlistando aquellas actividades e

inactividades utiles para los trastornos de ansiedad o relacionadas con el receptor.
5.4.3. Prediccion de perfil ADMET usando la plataforma SwissADME

Se generaron predicciones del perfil ADMET para cada molécula seleccionada, a partir
del codigo SMILES usando la plataforma SwissADME. En esta plataforma se calcularon
distintos descriptores moleculares, relacionados con propiedades fisicoquimicas y
farmacolégicas como lipéfila, solubilidad, permeabilidad en la barrera hematoencefalica.
Ademas de alertas estructurales que hablan de la probabilidad de toxicidad (Sulfahri et
al., 2019).
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5.5. Diseno y evaluacidon in silico de nuevos compuestos potencialmente
activos sobre GABAa

Se disefaron diez nuevas moléculas potencialmente activas a partir de los resultados del
cribado virtual. El disefio se realiz6 a partir del andlisis de quimiotipos y la combinacion
de grupos funcionales de los compuestos identificados por cribado virtual. Finalmente, se
realiz6 el acoplamiento molecular de las moléculas propuestas sobre el receptor GABAA
usando autodock vina, bajo las mismas condiciones descritas previamente.
Adicionalmente se realizd la prediccidén de actividades y propiedades farmacolégicas en
PASSonliney SwissADME.

13



6. Resultados y discusion

6.1.Revision bibliografica sobre compuestos activos sobre GABAAa

La revision bibliografica permitio identificar los distintos sitios activos dentro del receptor

GABAA, asi mismo los principales ligandos, su funciéon, mecanismo de accion y sitio de

unién, los cuales se detallan en la Tabla 1 (Instituto Europeo de Bioinformatica, 2018). De

manera general, se observé que los ligandos actuan como moduladores alostéricos y el

sitio de unidon mas frecuente se encuentra entre las subunidades a y p.

Tabla 1. Principales farmacos ansioliticos con accién sobre GABA

Nombre Funcion Mecanismo Sitio de union
. . . . Modulador alostérico af
Fenobarbital Ansiolitico, sedante y anticonvulsivo pOSitivo VB
. - Modulador alostérico
Etomidato Anestésico positivo Ba
- Modulador alostérico
Propofol Anestésico positivo Ba
Flumazenil Revierte sobredosis de benzodiacepinas Antagonista alostérico ay
Diazepam Ansiedad, epilepsia e insomnio, sedante y Modulador. glostérico Ba
anestésico positivo vB
. _ . _ Modulador alostérico Ba
Eszopiclona Apnea del suefio, insomnio y adicciones pOSitivo VB
Sindrome de abstinencia, trastorno de
Zolpidem atencién, hiperactividad, ansiedad, insomnio, Modulador alostérico Ba
trastornos depresivos, esquizofrenia 'y positivo YB
demencia
Alzheimer, alcoholismo, depresién y Modulador alostérico
Brexanolona . . "
epilepsia positivo
Ni Epilepsia, ansiedad, depresion, Modulador alostérico Ba
itrazepam ; S h -
esquizofrenia e insomnio positivo YB
. Modulador alostérico Ba
Halazepam Ansiedad positivo VB
Insomnio, esquizofrenia, depresion, -
Temazepam demencia, ansiedad y enfermedad Modulador‘ glosterlco pa
obstructiva crénica SRIND Ve
Clordiazepoxido AIcohoIismoz sindrome de a_lbstinencia, Modulador‘ alostérico Ba
ansiedad y depresion positivo YB
7 Esquizofrenia, demencia, ansiedad, Modulador alostérico Ba
aleplon d . ; . -
epresion e insomnio positivo YB
Triazolam Depresion, ansiedad, esquizofrenia, Modulador alostérico Ba
demencia y abuso de substancias positivo vB
Alprazolam Esquizofrenia, depresién, demencia, Modulador alostérico Ba
ansiedad y epilepsia positivo YB
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6.2. Preparacion de la proteina y ligandos para acoplamiento molecular
6.2.1. Seleccion y preparacion de la proteina

En la Tabla 2 se enlistan los cddigos de las estructuras 3D del receptor GABAAa reportadas
en ProteinDataBank, asi como el ligando cocristalizado y la resolucién de la estructura
(Berman, 2000). Se observé que las proteinas reportadas, en su mayoria, no contienen la
totalidad del receptor y al tratarse de una estructura muy grande la resolucidén suele ser
superior a los 3 A. No obstante, la estructura 6X3X tiene la mejor resolucion y contiene la
totalidad del receptor; ademas de que se encuentra cristalizada con el farmaco de referencia

diazepam, siendo la mejor alternativa para realizar los estudios de acoplamiento molecular.

Tabla 2. Diferentes versiones de la proteina cristalizada

Codigo Ligando Cadena Resolucion
6D6U Flumazenil D 3.92
6D6T Flumazenil D 3.86
6HUK Bicuculina A E 3.69
6HUP Diazepam B,D,E 3.58
6X3U Flumazenil D 3.50
6X3W Fenobarbital C,E 3.30
6HUO Alprazolam D 3.26
6HUG Picrotoxina C 3.10
6HUJ Picrotoxina A 3.04
6X3X Diazepam A,B,C,D,E 2.92
6X40 Picrotoxina D 2.86
6X3T Propofol B,D 2.55

La proteina seleccionada (PDB: 6X3X) fue minimizada usando dos programas y se
selecciond la estructura generada con Chimera. En la Figura 2 se muestran los graficos
de Ramachandran para las estructuras minimizadas y la proteina original. Donde se
puede comprobar que la estructura elegida no contiene aminoacidos (aa) en zonas
desfavorables (rojo), 4 aa se encuentran en zonas medianamente favorables (naranja) y
el resto de aa estan en zonas permitidas (verde). Lo anterior indica que la estructura es
Optima para los posteriores estudios de acoplamiento molecular.
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Proteina minimizada con Yasara

Proteina minimizada con Chimera

Proteina original

Figura 2. Graficos de Ramachandran para la proteina procesada en Yasara (A), Chimera (B) y sin

procesar (C).

6.3.Estudios de acoplamiento molecular
El complejo cristalizado GABAa-diazepam reporta cuatro posibles sitios de union: el sitio

extracelular a-y y tres sitios transmembranales, dos entre 3-a y uno mas en y-3, como se

observa en la Figura 3. Esto se debe a la estructura pentamérica del receptor GABAa y

al ligando no selectivo entre subunidades.

16



Figura 3. Sitios de unién del diazepam en el receptor GABAA.

Por lo anterior, fue necesario realizar un estudio “ciego” de acoplamiento molecular, para
identificar el sitio de unidbn mas probable, usando autodock vina variando el nimero de
exhaustivos. Como resultado se generaron multiples conformaciones que fueron
agrupadas segun el sitio de unién, valor de RMSD (acoplado vs cristalizado) y energia
de union (AG).

Los resultados de acoplamiento “ciego” se describen en la Tabla 3, donde se puede
observar que los sitios 1 (a-y) y 4 (y-B) tuvieron el mayor nimero de conformaciones, pero
el sitio 1 (a-y) fue el mas frecuente para el ligando diazepam. Por otro lado, un estudio
previo reporta la unién del fenobarbital y otras benzodiacepinas al sitio 4 (y-B)
identificando a este como un sitio que contribuye a la estabilidad del dominio
transmembranal y favorece la unién de benzodiacepinas a su sitio clasico (Kim et al.,
2020). No obstante, se selecciond el sitio 1 para realizar los estudios posteriores dado

que se reconoce como el sitio principal de las benzodiacepinas.
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Tabla 3. Resultados de acoplamiento molecular ciego sobre GABAa

Sitio de union Ciclos Modo de union RMSD Energia de union (AG)
8 1 0.574 -9.6
o5 1 0.530 -10.3
2 1.947 -8.5
1 0.528 -10.3
50 2 0.674 -10.2
3 1.249 -9.5
Sitio 1 (a-y) 4 2.107 -8.3
1 1.181 -10.3
100 2 0.643 -10.2
3 1.823 -9.0
1 1.253 -10.3
250 2 0.648 -10.3
3 1.465 -9.3
8 1 0.937 -9.6
25 1 0.958 -9.6
Sitio 2 (B-y) 50 1 0.926 -9.6
100 1 0.955 -9.6
250 1 0.935 -9.6
8 - - -
25 - - -
Sitio 3 (B-y) 50 - - -
100 - - -
250 - - -
8 1 0.577 -9.9
2 0.757 -8.8
25 1 0.337 -9.9
1 0.329 -9.9
. 50 2 1.155 -9.8
Sitio 4 (v-p) 6 2.163 7.6
100 1 0.331 -9.9
1 0.358 -9.9
250 2 1.165 -9.8
3 0.681 -9.8

Finalmente, para establecer las condiciones de andlisis se analizaron los resultados de
acoplamiento para el ligante cristalizado variando el numero de repeticiones y se calculd
el valor de RMSD (sitio 1, Tabla 3). Particularmente, se observo un incremento en el valor
de RMSD a mayor numero de ciclos, y el mejor resultado se observd a 50 ciclos (RMSD
0.528). Mientras que las energias de unidon se mantienen casi constantes (-10.3 kcal/mol).
De acuerdo, con estos datos se establecié el numero de exhaustivos en 50 para estudios
posteriores. Cabe resaltar que para autodock 4.2 y GOLD se usaron las condiciones
estandar de cada programa.
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6.4.Seleccioén de ligandos potencialmente activos sobre el receptor GABAA
Se analizaron las 208 moléculas de la quimioteca y se recuper6 el modo de unién con
mejor puntaje de cada molécula. Posteriormente, se realiz6 el consenso de los resultados
obtenidos, previa una normalizacién de los datos, y posterior filtrado para identificar las
moléculas con mejores puntajes en los tres programas. De este procesamiento se
identificaron 19 compuestos como potenciales inhibidores de GABAa (valores
normalizados en la Tabla 1A, Anexo). En la Tabla 4 se detallan las estructuras de los

compuestos seleccionados, los cuales fueron agrupados segun su quimiotipo.

Tabla 4. Compuestos seleccionados por cribado virtual agrupados por quimiotipos

Quimiotipo Compuestos selectos

@\Q}N@E @;N@OH @N@_{Hz
Oi>_<:> V5005 V5011 V5015
Q001 @@N,N@o\ @N@

V5138 V5176

O/N o ON@ ON

V5045 V5059 V5063

Z@

_0 AN

Q002 O~ @
CoN,N@o/ Q-0

V5178 V5192
“@ - ‘@ m
V5163 V5128
HO @ OH HO @ OH
O ~or-Or”
Q004 V5074 V5075

OH
HO / =
/ O
O
Q005 @NOZ V5076

O,N
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Q006 V5071
COU O QO i, QO
Q007 V5097
o OH

Q008 HO V5081
OH
Qoog S V5077

A partir del analisis de las moléculas seleccionas y sus quimiotipos (esqueleto), se
encontr6 que el quimiotipo Q001 fue el mas frecuente y este tiene similitud con el
quimiotipo de las benzodiacepinas (Figura 4A y 4B). Por otro lado, en un estudio clinico
en fase 2, se evallo la modulacion selectiva del receptor GABAA usando el farmaco
Zolpidem (Figura 4C) con resultados positivos en el tratamiento de la esquizofrenia (Lewis
et al., 2008). Este farmaco posee un nucleo imidazo[1,2,a]piridina, el cual es un isémero
de indazol y es el nacleo predominante en los compuestos seleccionados por cribado
virtual. Esto podria ser un indicio del potencial efecto sobre GABAA por el principio de

similitud-propiedad.

A " B c
1 R?
N /
— —N —
‘ 7 N
4 —N N<
R N - 9] |, /
RS R2 N
R1
Quimiotipo de Markush Quimiotipo de nucleo Quimiotipo Zoloidem
para Benzodiazepinas esqueleto 2H-indazol Q001 P

Figura 4. Comparacién de quimiotipos y nucleos. A Quimiotipo de benzodiazepinas; B Quimiotipo
predominante en el estudio de acoplamiento molecular; C Zolpidem, farmaco modelo contra esquizofrenia.

6.4.1. Analisis de interacciones ligando-receptor
Se realiz6 un andlisis de las interacciones observadas entre la benzodiazepina
cristalizada (BZP) y el receptor GABA en el sitio de unién. Las interacciones observadas
y descritas en la literatura fueron tomadas como referencia para evaluar a los ligandos
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seleccionados por cribado virtual, con la finalidad de conocer si estos compuestos
presentan interacciones similares al farmaco de referencia, en cuanto a numero y tipo de

interaccidén pese a tener nucleos distintos.

En la Tabla 5 se muestran las interacciones ligando-receptor observadas para BZP y los
compuestos seleccionados en los tres programas. De manera particular, para BZP se
encontrd un patron de interaccion similar en los tres programas, observando un total de
13 interacciones, donde predominan las interacciones de Van der Waals, interacciones

n-n € interacciones n-alquil.

Por su parte, los compuestos evaluados presentaron la mayoria de las interacciones
encontradas para BZP y se observaron hasta 17 interacciones adicionales predominando
las interacciones de Van der Waals y n-alquil. El andlisis de las interacciones revelé que
la gran mayoria de los compuestos tienen alta similitud en el patrén de interacciones;
particularmente los compuestos V5015, V5059, V5074, V5075 y V5097 presentaron 11
de las 13 interacciones observadas para BZP y 6 interacciones adicionales, teniendo un
total de 17 interacciones en el sitio de unidén (2 de 3 coincidencias para considerarse
interaccién). En contraste los compuestos V5076, V5063 y V5192 presentaron el menor
namero de interacciones con 8 de 13 interacciones posibles para BZP. Cabe destacar,
que algunas estructuras interactuaron de manera similar al ligando BZD y al comparar
las energias de unién, que si bien son energias altas, algunas de ellas provenian de

interacciones completamente distintas a las observadas para la referencia.
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Tabla 5. Andlisis de interacciones ligando-receptor GABAa encontradas con los tres programas

Ligando E
o -

cristal
BDZ v
V5005
V5074
V5075
V5076
V5077
V5081
V5138
V5176
V5178
V5192

V5011
> | V5015
> | V5045
> | V5059
> | V5063
©
<
> | V5071
> | V5097
> | V5128
> | V5163
> | V5196

[o]

a.a. V|A
PHE100

PHE77
TYR160
TYR210

VAL203
SER159
ALA161 B |
ASN60

SER206 | |

TYR58 [ i i | i B M

GLN204 - .
SER205

HS 102 a - 0o |
MET130
THR142
THR207
LYS156 ||
SER195
VAL212
TYR162
ASN103 [ |
ARG 144
GLU138
THR214 [ |
GLU189
ASP56 |
ALA79
MET57

HIS216
PRO154

BZP v benzodiacepina acoplada (validacién); V Autodock vina; A Autodock 4.2

(2]
| < |
| > |

(2]
| < |
| > |

(o]
| < |
| > |

(2]
| < |

0]
| < |
| > |

(o]
| < |
| > |

(2]
| < |
| > |

(2]
| < |
| > |

0]
| < |
| > |

(2]

<

2]
| < |
| > |

(o]

<

[2]
| < |
| > |

[2]
| < |
| > |

(o]

<

>

(2]

<

Cddigo de color

Van de Waals Halégeno Pi Sulfuro
Puentes de hidrégeno Pi-Pi Pi sigma
Carbono-Hidrégeno Pi-Alquil Pi cation

Par Pi Donante-Donante No interaccion
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6.4.2. Prediccion de actividad biolégica usando PASSonline
Se determinaron por prediccidén in silico las potenciales actividades relacionadas con
trastornos de ansiedad y/o actividades indeseadas de las moléculas seleccionadas por
cribado virtual. Para ello, se sometieron a un andlisis en la plataforma PASSonline, la cual
realiz6 una busqueda por similitud de las moléculas con reportes en la literatura y
determiné la probabilidad de actividad o inactividad sobre distintas dianas de interés
clinico. En la Tabla 6 se resumen los resultados de la prediccion de actividad para las

moléculas seleccionadas.

Tabla 6. Prediccion de actividad biol6gica de las moléculas selectas en PASSonline

ID Pa Pi Actividad bioldgica
V5015 0.732 0.062 Tratamiento de los des6rdenes fobicos
0.738 0.059 Tratamiento de trastornos fébicos
V5059 0.555 0.021 Tratamiento contra las enfermedades
neurodegenerativas
0.738 0.059 Tratamiento de trastornos foébicos
V5063 0.555 0.021 Tratamiento contra las enfermedades
neurodegenerativas
V5076 0.585 0.043 Tratamiento de trastornos neuroldgicos agudos
V5192 0.788 0.038 Tratamiento de los trastornos fébicos
0.624 0.063 Antineurético

De acuerdo con lo anterior, las moléculas V5015, V5059, V5063, V5192 tienen una alta
probabilidad de actividad como tratamiento a los trastornos fébicos (Pa >0.7), por lo que
podrian ser buenos farmacos contra los trastornos de ansiedad. Ya que como ha sido
descrito en este mismo trabajo, los trastornos fébicos son también trastornos de
ansiedad. Ademas, se ha evidenciado que en enfermedades neurodegenerativas los
altos niveles de ansiedad son un sintoma (Ahunca Velasquez, 2017) y su tratamiento
forma parte de la terapia farmacolégica, por lo que los ansioliticos y en general los
antipsicéticos son usados en el tratamiento de este grupo de enfermedades. En ningun
caso se presentd una prediccidén alta para actividades relacionadas con alta toxicidad.
Finalmente, para los compuestos V5074, V5075 y V5097 no se encontré probabilidad de
actividades relacionadas con trastornos de ansiedad.

Los resultados anteriores indican que las moléculas con nucleo 2-fenil-2H-indazol tienen

una alta probabilidad de presentar actividad como antipsicéticos, lo cual es consistente
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con lo reportado por Ji y colaboradores (Ji, et al., 2019) quienes remplazaron el nucleo
indol en moléculas probadas sobre los receptores cannabinoides (CB), por un nucleo
indazol y entre los hallazgos reportaron cambios en la selectividad y potencia,
aumentando significativamente la selectividad. Ademas, se ha descrito la importancia de
los receptores CB1 como reguladores en la liberaciéon de neurotransmisores como GABA
y glutamina, ambos con una clara implicacidbn en las respuestas ansiogénicas y

ansioliticas (Rey et al., 2012).

6.4.3. Prediccion de perfil ADMET usando la plataforma SwissADME
Continuando con los ensayos in silico, se determind el perfil ADME y toxicidad de las
moléculas seleccionadas, empleando diversos criterios como las reglas de Lipinski, Benk,
PAINS, entre otros. Estos criterios sirven de como referencia para conocer el potencial

de estas moléculas como farmacos.

Una de las reglas mas utilizadas son las denominadas reglas de Lipinski, que constan de
cuatro criterios que permiten clasificar a las moléculas como buenos candidatos a
farmaco administrados por via oral, segun el cumplimiento de estos criterios,
comunmente se considera éptimo hasta dos incumplimientos (Lipinski et al., 2001). Los

cuatro criterios son:

No tener mas de cinco donadores de enlaces por puentes de hidrégeno
No contener mas de diez aceptores de enlaces por puentes de hidrogeno
Masa molecular inferior a 500 g/mol

A

Log P inferiora 5

Por otro lado, las alertas PAINS y Brenk son alertas estructurales que estos ayudan a la
identificacion de compuestos que contienen fragmentos identificados como inestables,
toxicos o con farmacocinética deficiente (Baell & Holloway, 2010; Brenk, 2008).
Finalmente, el parametro de leadlikeness se refiere al parecido con los farmacos lideres.
Este se define por limites fisicoquimicos de una estructura que al ser modificada
estructuralmente podria resultar en una estructura optimizada. Para ello emplea tres
parametros: peso molecular < 350 uma, Log P < 3.5 y enlaces rotables < 7 (Teague,
1999).
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En la Tabla 7 se describen los parametros determinados para los compuestos

seleccionados por cribado virtual. De manera general, la mayoria de los compuestos

cumplen con los criterios utilizados y podrian considerarse compuestos con buen perfil

farmacolégico. No obstante, el compuesto V5076 es la Unica molécula que posee dos

violaciones a la regla de Lipinski (peso molecular > 500 uma y un exceso de atomos

aceptores de puentes de hidrogeno), posee dos alertas de Break y tres violaciones a los

parametros de leadlikeness, por lo que no seria un buen candidato a farmaco.

Adicionalmente, las moléculas V5097 y V5081 también presentaron algunas violaciones

y alertas; sin embargo, no se descartan como buenos prospectos a farmacos.

Tabla 7. Perfil ADMET de los compuestos seleccionados por cribado virtual

s 8% & s 2 £ § 3

D © 3 S B T 8 2 9 ez & o K 5 g 2
ge 8o s I, EE S E g % OEggoes
55 83 2 9 2 5 5 5 6 5 S 5 2 2 8 8§
V5005 2.46 -3.54 + + -+ o+ - - - 621 + 0 0 + 205
V5011 241 -358 + + + o+ - - 554 + 0 0 1 1.69
V5015 1.95 -3.12 + + -+ - - - - 652 + 0 0 1 163
V5045 2.84  -3.75  + + -+ o+ - - - 619 + 0 O 1 1.58
V5059 3.66 -5.00 + + + + + + + + 581 + 0 0 2 279
V5063 298 -5.00 + + + + + 4+  + + 581 + 0 0 2 277
V5071 3.03 -3.94 + - - - -+ - + 628 + 0 2 2 297
V5074 3.60 -4.83 + - - - -+ - - 554 + 0 0 2 353
V5075 3.60 -4.83 + - - - -+ - - 554 + 0 O 2 353
v5076 3.17  -6.37 - - - -+ 4+ -  + B7M 2 0 2 3 411
V5077 2.48 -3.62 + + - -+ -  + 547 + 0 1 1 2.02
v5081 1.23  -3.16 + - - - - + 705 + 1 1 + 3.23
V5097 5.84 -6.62 + - + -+ - + 419 1 0 0 3 352
V5128 3.40 -4.42 + + -+ o+ o+ - - 543 + 0 2 1 33
V5138 2.45 -3.61 + + - + |+ - + + 574 + 0 0 1 2
V5163 4.27 -511 + + - 4+ 4+  + -  + 498 + 0 1 1  3.04
V5176 3.49 -4.41 + + - 4+ 4+ - + - 553 + 0 0 1 212
V5178 4.47 -6.12 - - -+ 4+ + - 542 4+ 0 0 2 83.31
V5192 3.68 -4.85 + -+ 4+ + 4+ 534 + 0 0 1 241
V5196 2.03 @ -2.96 -+ - - - - 604 + 0 0 1 177

Por otro lado, es importante mencionar que las moléculas seleccionadas tienen alta

probabilidad de cruzar barrera gastrointestinal (Gl) e incluso algunas de ellas barrera

hematoencefélica (BBB), lo cual es prometedor dado la utilidad que estamos
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proponiendo. En cuanto a su metabolismo, se identificaron solo algunas como inhibidores
de los citocromos P450 (CYP) y sustrato de la glicoproteina-P (PGP).

6.5. Diseino y evaluacion in silico de nuevos inhibidores de GABAA
A partir de las estructuras de las moléculas seleccionadas por cribado virtual y las
benzodiacepinas se propusieron siete nuevas estructuras como inhibidores de GABAA,
sus estructuras se muestran en la Figura 5, a las cuales se les realizaron estudios de

acoplamiento molecular en autodock vina.

O, o0 O Qe O

M4

O % OH o
A Cod T ™
N o <N N NH
N OH
CFs s 0—

M6 M7

Figura 5. Estructuras de los compuestos propuestos como inhibidores GABAA.

En la Tabla 8 se resumen los resultados de los estudios de acoplamiento, en los que
podemos observar energias de unidon en su mayoria superiores a la obtenida para BDZ.
Adicionalmente, se realizd el analisis de interacciones ligando-receptor para los
compuestos M1-7 encontrando que estos presentan interacciones con los aminoacidos
del sitio de unién entre 9-12 de las 13 interacciones descritas para DBZ, lo cual es
consistente con los resultados obtenidos en los estudios de acoplamiento molecular. De
manera particular, la molécula M5 presenta el mayor nimero de interacciones (12 de las
13 posibles), y obtuvo la mejor energia de union, siendo la mejor candidata para obtenerla

por sintesis quimica.
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Tabla 8. Interacciones ligando-receptor observadas para las moléculas propuestas

Ligando DZP (DZPV| M1 M2 | M3 | M4 | M5 | M6 M7

Edsir‘]’:ié” 85| 103 | -10 | 85| -86 | 92 |-10.1| -85 | -9.7

PHE 100
PHE 77
TYR 160
TYR 210
VAL 203
SER 159
ALA 161
ASN 60
SER 206
TYR58 e
GLN 204
SER 205
HIS 102
MET 130
THR 142
THR 207
LYS 156
ASP 192

Cédigo de color

Van de Waals Pi-Pi Pi cation

Puentes de hidrégeno Pi- Alquil Donante-Donante
Carbono-Hidrégeno Pi Sulfuro Par Pi

Hal6geno Pi sigma No interaccion

En cuanto al perfil farmacolégico, se determinaron distintos descriptores de interés
farmacéutico en la plataforma swissADME. En la Tabla 9 resumen los resultados para las
moléculas M1-7, en esta se puede observar que ninguna de las moléculas propuestas
viola los criterios de Lipinski o alguna alerta estructural. Ademas, todas presentan un
buen perfil farmacocinético teniendo buena absorcién gastrointestinal (Gl) y cruce de la
barrera hematoenceféalica (BBB), lo cual seria favorecedor dado el efecto buscado; solo
el compuesto M5 no cumple con el perfil deseado, lo que lo hace un mal candidato. Por
otro lado, las moléculas propuestas se muestran como potenciales inhibidores de los
distintos CYP450 y algunos de ellos como sustrato de la proteina G (PGP). Finalmente,
todos los compuestos muestran factibilidad sintética al obtener una puntuacién de 3.22 o

menaor.
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Tabla 9. Perfil ADME y toxicidad calculada para las moléculas propuestas

_— T o m %) [}

s & 3 ¢ £ 2 £ % 3

s s = o o 3 < g g 3
m s = 8 § £ 2 5 83 8 3 F % oo % &3
8% 20 5 En £ &2 £ 8 88 % £ £ % 3 g%
2% 58 2 58 @ > > > > > g & & 8 § E=z
| nJd < a m o © O (&) o 0O - - < < -4 O
M1 2.7 -3.7 + + + + + + + + -6.28 + 0 0 + 1.95
M2 2.43 -3.29 + + + + + - + + 571 + 0 0 1 1.52
M3 2.42 -3.61 + + + + - + + -5.74 + 0 0 1 2.1
M4 3.88 -4.51 + + - + + - - - -4.98 + 0 0 1 1.7
M5 5.05 -6.19 - - + + + + + + 487 4+ 0 0 2 | 322
M6 2 -3.42 + + - + - - + - -5.89 + 0 0 1 1.88
M7 1.74 -2.94 + + + + - - - - -6.54 + 0 0 + 1.84

Adicionalmente, se analizaron las potenciales blancos terapéuticos en la plataforma

PASSonline para las moléculas propuestas (Tabla 10), encontrando buenos resultados

al encontrar coincidencias sobre blancos relacionados teniendo probabilidades (Pa)

mayores al 0.543, ademas, no se encontrd ninguna potencial actividad indeseada.

Tabla 10. Prediccion de actividad bioldgica de las moléculas M1-10.

ID Pa Pi Actividad bioldgica
M1 0.743 0.037 Tratamiento de los desérdenes fobicos
M2 0.555 0.059 Tratamiento de trastornos fébicos
Ma 0.543 0.020 Tratamiento de los trastornos fébicos
0.555 0.018 Tratamiento contra las enfermedades neurodegenerativas
M6 0.735 0.043 Tratamiento de los trastornos fébicos
M7 0.631 0.023 Tratamiento de los trastornos fébicos

Finalmente, al analizar las moléculas propuestas, encontramos que M1, M2, M4, M6 y

M7 tienen probabilidad de actividad como tratamiento a los trastornos fobicos, por lo que

podrian ser buenos farmacos contra los trastornos de ansiedad
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7. Conclusiones

Mediante el uso de los programas autodock 4.2, autodock vina 'y Gold se realizaron
estudios de acoplamiento molecular, obteniendo resultados similares entre autodock 4.2
y autodock vina, que en conjunto con el analisis de las interacciones ligando-receptor
permitieron seleccionar 19 compuestos de la quimioteca NO18, destacando V5015,
V5059, V5063 y V5192, como los mejores candidatos para presentar actividad inhibitoria
sobre GABAA. Cabe resaltar, que el nucleo 2-fenil-2H-indazol esta presente en siete de
las ocho moléculas candidato, lo que sugiere ampliar el estudio de esta estructura y
algunos posibles derivados como inhibidores de GABAA.

El disefio de nuevos inhibidores de GABAA por hibridacion y su evaluacién in silico

permiti6 identificar al compuesto M6 como candidato prometedor para ser sintetizado y

evaluado in vitro.
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Anexo A

Tabla 1A. Funciones de puntuacion para las 20 moléculas seleccionadas por cribado virtual

ID Vina Autodock 4.2 Gold Smiles
V5005 0.62962963 = 0.64906103 0.51791591  CS(c(cct)cce1-n1nc(ceee2)c2¢1)(=0)=0
V5011 0.59259259 = 0.55399061 0.56449022 = Oc(cc1)cce1-n1nc(ceec2)c2e
V5015 0.7037037 0.70539906 0.44024939  NC(c(cc1)cecl-ninc(ccee2)c2ec1)=0
V5045 0.62962963 = 0.78051643 0.46944204 | clc(ccec2)c2nni-clcecect
V5059 0.72222222  0.91079812 0.84579668 = O=C(c(cc1)ccci-cic(ccec2)c2nni-c1ccccc1)N1CCOCCH
V5063 0.68518519 = 0.78873239 0.44013252 | O=C(c(cc1)cec1-ninc(cecec2)c2¢1-c1ecccec1)N1CCOCCH
V5071 0.53703704 = 0.70422535 0.74283308 = COc(cc(/C=C/C(CC(/C=C/c(cc1)cc(OC)c10)=0)=0)cc1)c10
V5074 0.7037037 0.63615024 0.81819008 = COc(cc(/C=Cl/c1noc(/C=Clc(cc2)cc(OC)c20)c1)cel)c10
V5075 0.72222222  0.46244132 0.95989419 = COc(cc(/C=C/c1noc(/C=C/c(cc2)cc(OC)c20)ct)ccl)c10
V5076 0.87037037 = 0.93779343  0.82201887 ]C)Sg)(g‘;gé C1[=,\?i ?&g‘f% Sagggc)gfgc(OC)&O)nm -c(cee([N+]([O-
V5077 0.62962963 = 0.67018779 0.72871628 = Oc1cec(/C=Cl/c2cc(O)cc(O)c2)cct
V5081 0.61111111 | 0.71830986 0.51374765 = Oc(cc10)cc(OC(c(ce2)cc(0)c20)=C20)c1C2=0
V5097 0.90740741 | 0.92723005 1 CC(COC(C(C)c(ceeic2)ecec1cecc20C)=0)c(ceccic2)cc1ccc20C
V5128 0.7037037 0.81807512 0.65714169 = COc1cec(/C=C/C(C2=Cc(cccc3)c30C2=0)=0)ccl
V5138 0.57407407  0.60798122 0.61074546  COc(ccc(-n1nc(cecec2)c2ei)cl)c1O
V5163 0.74074074 = 0.78051643 0.66786007 = COc1cc(/C=C/C(c2cc3ccecc3ec2)=0)cc(0OC)c10C
V5176 0.72222222  0.54107981 0.62618676 = COc(ccc(-n1nc(cc(C(F)(F)F)cc2)c2c1)ct)c10
V5178 0.66666667 0.78638498  0.54530176 S(S&(‘ggg;}g‘é‘)ﬂ%(g))éﬁ);%z)czc1'
V5192 0.72222222  0.85328639 0.57530135 = CNC(c(cc1)ceei-cic(ceec2)c2nni-ciceeec1)=0
V5196 0.48148148 = 0.60798122 0.43604032 | Ccicc(C)nni-c(ccl)cecc1C(0)=0
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