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RESUMEN

La resistencia bacteriana es un problema creciente caracterizado por la rapidez de los
microorganismos para adaptarse a un farmaco antimicrobiano al que eran susceptibles,
dificultando el tratamiento e incrementando el riesgo de propagacion de enfermedades.
Durante los ultimos afos se han buscado antimicrobianos que posean un amplio espectro
de efecto rapido y prolongado con baja o nula toxicidad, por lo que se han explorado
diferentes dianas terapéuticas. Se sabe que las fluoroquinolonas son capaces de causar
la inhibicion de la ADN girasa, asi como de la topoisomerasa IV que son un complejo de
enzimas relacionadas con la sintesis y la reparacién de ADN bacteriano. Hoy en dia no
se tiene reporte de resistencia para estas dianas, por ello son consideradas blancos

terapéuticos prometedores para el desarrollo de nuevos antimicrobianos.

El presente trabajo pretende encontrar inhibidores de topoisomerasas bacterianas a
través del cribado virtual por acoplamiento molecular de 208 compuestos de la quimioteca
NO15 y 10 nuevas moléculas disefiadas por combinacién de grupos funcionales, con la
ayuda de tres programas distintos de acoplamiento molecular: Autodock vina, Autodock
4.2 y GOLD. De acuerdo con los resultados se encontraron 20 compuestos de la
quimioteca NO15 con potencial actividad para la inhibicion de topoisomerasa, ademas las
moléculas propuestas obtuvieron mejores resultados en comparacién con el ligando

reportado (1YM), destacado el compuesto MP5.

Palabras clave: resistencia bacteriana, antimicrobianos, ADN girasa, acoplamiento
moléculas, cribado virtual.
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1. INTRODUCCION

Las infecciones atribuibles a organismos resistentes a los antimicrobianos son un grave
problema de salud publica por su alta tasa de morbilidad y mortalidad. Tan solo en 2014
se estima que estas infecciones causaron 700 000 muertes a nivel mundial y se espera
esta cifra incremente a 10 millones por afo para el 2050, dejando pérdidas econdmicas

millonarias.’

Hoy en dia, existen distintos grupos de antimicrobianos con mecanismos de accién
igualmente diversos, que pueden inhibir el crecimiento microbiano o provocar la muerte
de estos, dependiendo del blanco terapéutico y la dosis.” Sin embargo, pocos blancos
estudiados no cuentan con reportes de resistencia, tal es el caso de la enzima ADN
girasa, el cual representa una oportunidad para continuar desarrollando nuevos farmacos

con nucleos diversos, que actlien sobre el mismo sitio de accion.?

Actualmente, la busqueda de nuevos antibacterianos es un proceso complejo y tardado
que involucra multiples etapas que van desde el descubrimiento hasta la comercializacion
de un farmaco, por lo que el uso de herramientas computacionales es de gran ayuda para
reducir tiempos y costos. El disefio de farmacos asistido por computadora (DIFAC) tiene
como proposito ayudarnos a entender la relacion entre la estructura quimica y la actividad
biolégica, asi como las posibles interacciones entre un compuesto y el blanco terapéutico.
Ademas, el DIFAC involucra estrategias que permiten analizar un gran nuimero de

moléculas para encontrar candidatos que puedan llevarse a ensayos biolégicos.34



2. ANTECEDENTES
2.1.Resistencia bacteriana

Los antibidticos son moléculas utilizadas para la prevencion y el tratamiento de
infecciones causadas por bacterias al inhibir su propagacion, o bien provocar su muerte.
Estos constituyen un diverso grupo de moléculas con accién especifica sobre alguna
estructura o funcién del microorganismo, suelen tener elevada potencia biolégica a bajas
concentraciones 'y presentan diferente comportamiento farmacocinético 'y

farmacodinamico asociado a cada grupo.®

Por su parte, la resistencia bacteriana o resistencia a los antibi6ticos es la capacidad de
un microorganismo para resistir los efectos de un antibiético, empleando diversos
mecanismos que pueden producirse de manera natural (intrinseca) o adquirida. La
resistencia natural es propia de cada familia, especie 0 grupo bacteriano, por ejemplo,
todas las bacterias gram negativas son resistentes a la vancomicina y esta situacién no
es variable. La resistencia adquirida puede ser obtenida por una cepa de una especie
bacteriana particular, siendo una condicién aleotoria.® Si bien, la causa original de la
resistencia es intrinseca a la evolucion bacteriana, es un hecho que el uso indiscriminado

incrementa y acelera este proceso.”

Los mecanismos de los microorganismos para evitar ser destruidos evolucionan
constantemente, adaptandose y modificandose para sobrevivir ante los antibi6ticos
tipicos.? Sumado a la capacidad de transmitir esta informacién a sus descendientes, la
resistencia microbiana representa un problema de salud publica, no solo por el elevado
namero de mecanismos de resistencia generados, sino por el corto tiempo en que
surgen.® Hoy en dia se reconocen cuatro principales mecanismos para la resistencia a

los antimicrobianos:®

a
b
c
d

) Alteracion de la permeabilidad celular

) Modificacién de blancos

) Modificacién enzimatica de los antimicrobianos (inactivacién) y
)

Sobreexpresion de bombas de eflujo para su expulsién



En la Tabla 1 se resume la situacidon global de la resistencia de los diferentes grupos de
antimicrobianos mas importantes.? Donde destacan algunos blancos que no cuentan con
reportes de resistencia, como son los asociados la sintesis de acido félico y sintesis de
ADN. Estos blancos representan una oportunidad para continuar desarrollando nuevos

farmacos con nucleos diversos que permitan ampliar la disponibilidad de tratamientos.

Tabla 1. Situacién global de resistencia microbiana de distintos antimicrobianos

Afos hasta
Blanco / Clase estructural Antimicrobianos Resistencia aparicion de
resistencia
Pared celular Penicilinas
B-lactamicos Cefalosporinas B-lactamasas 3
Carbapenems
Monobactamicos
Desorganizadores de
membrana Polimixina Sustitucion de aminoéacidos 36
Polipéptidos Vancomicina D-Ala-D-Lac o
D-Ala-D-Ser
Sintesis de proteinas
Aminoglucésidos Estreptomicina Modificaciones del 16
Kanamicina antimicrobiano 12
Rifampicina Rifampicina
Nitroimidazole Metronidazol
Oxazolidinonas Linezolid Desconocido 2
Tetraciclina Tetraciclina Eflujo 5
Cloranfenicol Cloranfenicol 16
Macrélidos Eritromicina Metilacién RNAry bomba de 36
eflujo
Inhibidores competitivos de
la sintesis de ac. félico Cotrimoxazol Otros
Sulfamidas
Sintesis de ADN Levofloxacino Mutaciones en la DNA girasa

Fluoroquinolonas

2.2.Impacto de la resistencia microbiana

En respuesta al creciente nimero de microorganismos resistentes a los antimicrobianos,
los distintos organismos internacionales de la salud han implementado estrategias y
programas de salud a nivel local, nacional y mundial que buscan establecer y vigilar el
uso adecuado y racional de antimicrobianos, asi como la evolucién de las cepas
resistentes.’® En México, actualmente el 70 % de las bacterias causantes de infecciones

nosocomiales son resistentes al menos a uno de los antimicrobianos de primera linea."



Las infecciones bacterianas tienen diversas consecuencias que pueden ser clinicas como
la baja respuesta al tratamiento, contagio de nuevas infecciones, complicaciones y/o
muerte, asi como consecuencias econdmicas debido al alto costo de la atencion y

estadias hospitalarias mas largas.

En los Estados Unidos se estima que anualmente la resistencia microbiana cuesta
alrededor de 55 mil millones de délares. Sin embargo, la magnitud de estos efectos puede
incrementarse segun la gravedad de la enfermedad, la virulencia de la cepa, asi como la
vulnerabilidad del huésped.'? Por otro lado, algunas estimaciones sugieren que para el
ano 2050, moriran cerca de 10 millones de personas por infecciones que no pudieron ser
tratadas con los medicamentos convencionales. Por ello, es necesario el descubrimiento
de nuevos farmacos antimicrobianos potentes que sustituyan a los que estan perdiendo

su efectividad y disminuyan la propagacion de bacterias multirresistentes.®
2.3. ADN girasa como blanco farmacolégico

La ADN girasa bacteriana es parte de las proteinas llamadas topoisomerasas, que actuan
en los procesos de transcripcioén, replicacion del ADN y segregacion cromosémica. Esta
proteina tiene la funcidén de reducir la tension causada por el super enrollamiento del ADN
al cortar una o ambas hebras.'®'* La ADN girasa estd compuesta por dos pares de
subunidades GyrA y GyrB que forman una estructura tetramérica con multiples
potenciales sitios de union (Figura 1), convirtiéndola en un blanco terapéutico deseable y
viable para el desarrollo de nuevos agentes antibacterianos, principalmente para

bacterias gram negativas.

U0
i

Subunidades GyrB

Subunidades GyrA

ADN del segmento G

Entrada del ADN

Salida del ADN

Dominio terminal N

= Dominio terminal C

Figura 1. Estructura de la ADN girasa que consta de dos subunidades, GyrB y GyrA.



Los inhibidores de la ADN girasa tienen como objetivo evitar la sintesis del ADN
bacteriano y conducir a su muerte celular mediante la fragmentacion cromosdémica, tal es
el caso de las quinolonas, las cuales, pese a ser efectivas presentan importantes efectos
secundarios.’'® En la dltima década, informes sobre nuevos inhibidores de la ADN
girasa con potente actividad han sido reportados; sin embargo, el modo de accién aun
requiere exploracion. Por ello se ha impulsado el estudio de esta proteina como un
novedoso blanco terapéutico.'®

2.4.Busqueda de nuevos antimicrobianos usando métodos computacionales

La busqueda de nuevos antibacterianos es un proceso complejo y tardado que involucra
varias etapas desde el descubrimiento hasta la comercializacion de un farmaco. Para
este proceso de busqueda se emplean diversas estrategias, de las cuales tres han sido
fundamentales: a) el desarrollo de nuevas técnicas de busqueda y cultivo de
microorganismos productores de antibacterianos; b) la busqueda de nuevas dianas
terapéuticas, y c¢) el desarrollo de nuevos antibacterianos.?

Dentro de las técnicas mas novedosas para la busqueda de antimicrobianos ha
destacado el disefio de farmacos asistido por computadora (DIFAC), el cual tiene como
principio entender la relacién entre la estructura y la actividad biolégica de los
compuestos, empleando multiples disciplinarias como la quimioinformatica, quimica

tedrica y quimica computacional.

Los objetivos del DIFAC pueden dividirse en tres: Diseno e identificacion de nuevos
compuestos, seleccidén de candidatos y optimizacion de compuestos lideres (Figura 2).
No obstante, el DIFAC plantea el uso y combinacion de metodologias y/o estrategias para

conseguir sus objetivos como son el cribado virtual y el acoplamiento molecular.
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Objetivos del DIFAC

l

Disefio e identificacion de

nuevos compuestos

l

Disefiar nuevas
estructuras con efecto
biolégico en una
categoria terapéutica
deseada

‘ Seleccion de candidatos

Optimizacion de
compuestos lideres

Los métodos
computacionales ayudan
a distinguir las moléculas

sobre las cuales se
deben enfocar las
primeras pruebas

Para mejorar las
propiedades deseadas y
disminuir los efectos
adversos

experimentales

Figura 2. Objetivos centrales del DiFAC.
2.4.1. Cribado virtual

El cribado virtual es un filtrado in silico de una base de datos de moléculas diversas, que
son agrupadas y evaluadas para posteriormente seleccionar un grupo de candidatos con
mayor probabilidad de presentar una actividad biolégica y puedan pasar a pruebas in vivo
y/o in vitro. De esta manera, un cribado virtual reduce de manera drastica el nimero de
ensayos biolégicos que se realizarian, permitiendo optimizar recursos y reducir el tiempo
de investigacion. En la Figura 3 se describe de manera general el proceso de cribado
virtual por acoplamiento molecular (docking) para la seleccién de candidatos.'”-18

Proteinas blanco Bases de datos

@ORUGBANK
& ChEMBL
ZINC

interac imilares

Candidatos

Figura 3. Metodologia general de un cribado virtual.
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Ademas, el cribado virtual se puede realizar sobre farmacos aprobados para el
reposicionamiento de estos, es decir, encontrar una nueva aplicacion terapéutica a un
farmaco que fue disefiado y sera probado en una enfermedad distinta, con la finalidad de
acortar el tiempo de desarrollo.'”:18

2.4.2. Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular o docking es un método que permite predecir y calcular
computacionalmente la conformacion y la orientacion mas favorable de interaccion entre
un ligando y una diana molecular. El ligando es generalmente una molécula organica de
bajo peso molecular, mientras que la diana molecular puede ser una proteina, enzima,
receptor o canal iénico. Los resultados obtenidos para el complejo ligando-proteina
depende de varios factores como son la flexibilidad de las moléculas (enlaces rotables) y
el tamano y posicién del sitio de unidn, entre otros. Por ello, hay dos principales
consideraciones para evaluar estos resultados: el andlisis de las conformaciones vy
orientaciones del ligando, o bien, la funcion de evaluacién o score que nos da un valor
numérico que indica la afinidad de la union del ligando con la proteina (AG expresado en
kcal/mol).419

12



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Desde la aparicion de los antimicrobianos los reportes de resistencia a dichos
compuestos comenzaron rapidamente a surgir como consecuencia del uso
indiscriminado para tratar cualquier clase de infeccion.>2° Los mecanismos de resistencia
a los antibiéticos son variados. Sin embargo, se han identificado algunos blancos que no
cuentan con reportes de resistencia, como son los involucrados en la sintesis de acido
félico y sintesis de ADN. De manera particular, la ADN girasa es una enzima vital para
los procesos de replicacion del ADN con una estructura altamente conservada y
representa una oportunidad para desarrollar nuevos farmacos que actuen sobre el mismo

sitio de accion.'®

Por otro lado, el acoplamiento molecular es un método utilizado en el descubrimiento de
farmacos para la identificacion de compuestos novedosos de interés terapéutico,
prediciendo interacciones ligando-receptor.?' Este método permite filtrar extensas bases
de datos de moléculas, con el objetivo de seleccionar a los mejores candidatos para su
evaluacion bioldgica.’” Por ello, se planted encontrar nuevos inhibidores de la enzima
ADN girasa, a partir la evaluacion de una base de datos de compuestos desarrollados en
el laboratorio NO15 (Quimioteca NO15), empleando acoplamiento molecular para

seleccionar potenciales compuestos activos.

13



4. OBJETIVOS
4.1.Objetivo general

ldentificar compuestos potencialmente activos sobre ADN girasa, a partir de la base de

datos del laboratorio NO15, empleando cribado virtual.
4.2.Objetivo general

e Realizar una revision bibliografica sobre los principales compuestos bioactivos y sitios
de unién en la proteina ADN girasa.

e Preparar la proteina y los ligantes para los estudios de acoplamiento molecular,
empleando diversos programas.

e Realizar estudios de acoplamiento molecular sobre la proteina usando los programas
Autodock vina, Autodock 4.2y GOLD.

e Proponer una serie de estructuras novedosas potencialmente activas en ADN girasa
basada en los nucleos de la quimioteca NO15.

e Analizar los potenciales blancos moleculares y propiedades ADMET usando las
plataformas online PASSonline y SwissADME.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1.Revision bibliografica de blancos terapéuticos antibacterianos
La revision bibliografica sobre los principales blancos terapéuticos y sus antimicrobianos
se llevé a cabo en la base de datos ChEMBL, donde se analizaron los farmacos mas
empleados y reportes de resistencia. Se seleccion6 el blanco molecular con menos
reportes y se amplié la busqueda para identificar los principales ligandos y su sitio de
union en la base de datos Protein Data Bank.

5.2.Preparacion de la proteina y ligandos para acoplamiento molecular
5.2.1. Seleccion y preparacion de la proteina
La estructura cristalizada de la ADN girasa (PDB: 4LP0) se obtuvo de la base de datos
de Protein Data Bank en formato *pdb. La estructura se eligi6 de acuerdo con la
resolucion, la cual en nuestro caso se no debe de ser mayor a 3 A. Las moléculas de
agua, iones, el ligante cocristalizado y otros residuos fueron eliminados de la proteina.

Posteriormente, la estructura fue minimizada usando el programa Chimera y en la
plataforma de YASARA. Las estructuras minimizadas y la estructura original de la
proteina fueron comparadas entre si, utilizando el grafico de Ramachandra, para verificar
que los residuos de las proteinas procesadas se encontraran en zonas favorables. Se
selecciond la estructura cuyo grafico contuvo el menor nimero de aminoacidos en zonas

poco favorables.

5.2.2. Preparacion de ligandos
Los ligandos (moléculas de la quimioteca NO15) se construyeron a partir de los cédigos
SMILES en el programa ChemSketchy se guardaron como archivos *mol. Enseguida las
estructuras 3D fueron modeladas y minimizados en el programa de Avogadro, usando el
campo de fuerza MMFF94s y el algoritmo fue Steepest Descent, el archivo se guardo en
formato *pdb. Finalmente, se utilizd el programa PyRx v0.8 para convertir los archivos
de los ligandos y la proteina de *pdb a formato *pdbqt, dicho formato contiene cargas

atomicas e informacién de los enlaces rotables.?!

5.3.Estudios de acoplamiento molecular
Se llevé a cabo el cribado virtual de la quimioteca NO15 sobre la ADN girasa, usando los
programas Autodock vina, Autodock 4.2. a través de la interfaz del programa PyRx.
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Adicionalmente se realizo el estudio de acoplamiento molecular utilizando el programa
GOLD, para ello se convirtieron los archivos *pdb de los ligandos a un archivo *sdf. Para
los tres programas se utilizo el sitio de unién del ligante cocristalizado con coordenadas
X: 14.8360, Y: 29.0438, Z:5.6842 y tamario de caja (grid box) de 50 A.

Para vina y autodock 4.2 se utilizaron las condiciones estandar de analisis del programa
PyRx: algoritmo de gradientes conjugados y el campo de fuerza MMFF94, ademas se fijé
el valor de busquedas exhaustivas en 50. Para el programa GOLD las condiciones de
andlisis fueron: algoritmo genético, campo de fuerza MMFF94 y niumero de busquedas
igual a 100. La visualizacion de los resultados, analisis de conformaciones e interacciones

ligando-proteina se realizd en los programas Pymol, AutoDock Tools y Discovery Studio.

La validacion de los métodos se hizo por reacoplamiento del ligante cristalizado (1YM)
bajo las condiciones descritas anteriormente, donde se verific la unién al sitio activo, el
modo de unién y se determiné el valor de RMSD (RMSD < 2 A) usando el programa
AutoDock Tools vi1.5.7rc1. El RMSD (root-mean-square deviation) es el resultado de un
alineamiento estructural de dos estructuras superpuestas (ligando cristalizado vs ligando

reacoplado), donde valores cercanos a cero indican menores diferencias.

5.4.Seleccion de ligandos con potencial efecto sobre ADN girasa
Se analizaron los resultados obtenidos para los 208 compuestos de la quimioteca NO15
en los tres programas. Para el caso de vinay autodock 4.2 se utilizé la energia de union
expresada como AG (kcal/mol), mientras que para GOLD se us6 el parametro GOLD
PLP. En todos los casos se realizé una normalizaciéon de los datos para facilitar su
comparacién y consenso, limitando los valores entre 0 y 1, donde valores cercanos a 1
implican mayor afinidad. La normalizacion de los datos se realizd en el programa Excel

empleando la siguiente ecuacion:

(ValOT' - Valorminimo)

Valor, lizado =
nermatzaco Valormaximo - Valorminimo

Los valores normalizados para cada molécula en los tres programas se guardaron en un
archivo con formato *csv, para posteriormente ser analizados y representados en un
grafico 3D en el programa DataWarrior, donde cada eje representa los valores
normalizados de cada programa.
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Se identificaron las moléculas con mejores puntuaciones en los tres programas (= 0.75)
y fueron analizadas en el programa Discovery Studio, con el fin de identificar las
interacciones entre el ligando y los aminoacidos de la proteina en el sitio de unién. El
ligando cristalizado se utiliz6 como referencia para delimitar las interacciones ligando-

receptor.

5.5. Analisis en PASSonline
Las moléculas seleccionadas fueron cargadas en la plataforma PASSonline para conocer
su potencial actividad o nula actividad sobre blancos de interés clinico, usando sus
cédigos SMILES. Se analizaron los resultados de probabilidad de actividad (Pa) con
valores mayores a 0.7 y valores minimos de probabilidad de inactividad (Pi). Los
potenciales blancos identificados se analizaron en busca de alguna relacién con la

inhibicién de ADN girasa.

5.6. Analisis de propiedades fisicoquimicas en SwissADME
Los cbédigos SMILES de las moléculas seleccionadas se cargaron en la plataforma
SwissADME para calcular descriptores de interés farmaceéutico como: propiedades
fisicoquimicas, lipdfila, solubilidad en agua, farmacocinética y semejanzas a farmacos,
entre otros. Se generd el diagrama de huevo hervido, que indica la probabilidad de
absorcién gastrointestinal y permeabilidad de la barrera hematoencefélica.??
Adicionalmente, se analizaron las potenciales alertas estructurales, que identifican

fragmentos potencialmente inestables, reactivos o toxicos.2

5.7.Diseno de nuevas moléculas con potencial efecto sobre ADN girasa

Se disenaron diez nuevas moléculas a partir de los resultados de cribado virtual de la
quimioteca. Para esto, se generaron los scaffolds en el programa DataWarrior y se
identificaron aquellos con mejores valores en los tres programas. A partir de los nucleos
mas frecuentes y el ligante cristalizado (1YM) se disenaron nuevas estructuras por
hibridacién.

Finalmente, las moléculas propuestas fueron evaluados por acoplamiento molecular
sobre ADN girasa, bajo las condiciones descritas en la seccién 5.3 usando vina y
autodock 4.2.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1.Seleccidén del blanco terapéutico

Se llevo a cabo una revisién bibliografica sobre los principales blancos terapéuticos para
antimicrobianos y sus reportes de resistencia bacteriana, en la cual se observd que la
ADN girasa es una proteina esencial para la sintesis del ADN bacteriano y no tiene
reportes de resistencia, a diferencia de otros blancos terapéuticos que ya tenian anos de
haber reportados cepas resistentes a los principales farmacos usados en la terapéutica.
Ademds, la ADN girasa posee una estructura altamente conservada entre distintas

especies de bacterias.'?

Posteriormente, se buscaron compuestos activos sobre ADN girasa, empleando la base
de datos CHEMBL, encontrando al grupo de las fluoroquinolonas como los principales
inhibidores. También se identificaron dos sitios activos dentro de la proteina, uno en cada
subunidad GyrA y GyrB, siendo estos equivalentes, por lo tanto, el sitio activo es el mismo

para todo el grupo de fluoroquinolonas.

Una vez seleccionado el blanco, se analizaron distintas estructuras 3D de la ADN girasa
en la en la base de datos Protein Data Bank, evaluando la especie de origen, resolucion
(menor a 3 A), técnica de obtencién y ligantes cocristalizados. Se eligié el complejo ADN
girasa-1YM con codigo PDB: 4LPO, el cual contiene un inhibidor derivado de piridina
(1YM). De manera particular, se seleccion6 la subunidad B de la proteina (designada
como GyrB), ya que el grupo de las fluoroquinolonas se unen a dicha subunidad y es el
sitio de unién mas relevante para este estudio. Por lo anterior, se utilizd el sitio de union

del ligante cristalizado y sus coordenadas para los analisis posteriores (Figura 4).

Figura 4. Ligante 1YM cristalizado (verde) dentro de la subunidad B de la ADN girasa.
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6.2.Preparacion de la proteina y ligandos para acoplamiento molecular
La proteina limpia se optimizé usando los programas Chimeray YASARA. Enseguida, se
realiz6 una comparacion de ambas proteinas y la proteina cruda (original) usando
graficos de Ramachandra. En la Figura 5 se muestran los gréaficos de Ramachandra para

cada una de las proteinas (original, YASARA y Chimera).

3

AsHARREN . ¢ Original | YASARA | = Chimera |

Figura 5. Gréaficos de Ramachangran. Residuos de aminoacidos en sitios permitidos (verde), sitios
medianamente permitidos (naranja) y en sitios no permitido (rojo).

Para ambas estructuras minimizadas se encontraron los mismos resultados, debido a
que no existia alguna diferencia entre ambas proteinas, las dos se emplearon para la
validacion del método. Finalmente, se selecciond la proteina minimizada con Chimera
para los posteriores estudios de acoplamiento molecular, ya que obtuvo mejores
resultados durante la validacién.

6.3.Validacion del método para estudios de acoplamiento molecular
La validaciéon del método es un proceso fundamental para dar la certeza de que las
condiciones utilizadas son Optimas para replicar las caracteristicas observadas en la
proteina cristalizada. En este caso la desviacion de la raiz cuadrada media (RMSD)

permitié cuantificar la diferencia entre la estructura reacoplada y la cristalizada.?®

Para determinar las condiciones del estudio, se llevd a cabo una evaluaciéon a distintos
niveles de busqueda (8, 25, 50, 100, 250 y 500 ciclos) utilizando las coordenadas de
basqueda X: 14.8360, Y: 29.0438, Z:5.6842 (sitio de union de 1YM) en el programa

autodock vina.
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Los archivos de salida fueron analizados en AutoDockTools, donde se identificaron los
modos de unidn con mejor score en cada corrida y la conformacién mas cercana al

ligando cocristalizado para después hacer el célculo de RMSD, Tabla 2.

Tabla 2. Valores de RMSD y energia de union observados a diferentes niveles de busqueda

. Energia de Unidn
Exhaustivos RMSD (AG Kcal/mol)

8 2.565 -6.6
25 1.932 -6.8
50 1.585 -6.9
100 1.554 -6.9
250 1.498 -6.8
500 1.431 -6.8

De acuerdo con los datos anteriores, se observé que a partir de 50 y hasta 500 ciclos el
valor de RMSD no presenta una variacion importante, ademas de mantener valores
menores a los 2.0 A. Asi mismo, la energia de unién se mantuvo constante durante todos
los analisis. Por ello, se determind que el numero 6ptimo de ciclos para el posterior

cribado seria 50, implicando un tiempo de calculo aceptable.

Para los programas autodock 4.2 (50 ciclos) y GOLD (100 ciclos) se usaron el numero de
ciclos preestablecido obteniendo un valor de RMSD de 1.789 A y 1.613 A,
respectivamente. Ambas determinaciones de RMSD fueron realizadas con el modo de
unién de mejor puntacién, obteniendo valores por debajo de los 2.0 A, lo cual indica que

ambas metodologias pueden dar resultados confiables.

6.4.Cribado virtual de la quimioteca NO15
Se realiz6 el acoplamiento molecular de las moléculas de la quimioteca NO15 en los tres
programas antes descritos. Los resultados obtenidos para cada molécula fueron
analizados para seleccionar solo los modos de union mejor calificados en cada programa.

De manera general, las puntaciones encontradas por los programas en la gran mayoria
de los casos fueron menores que las obtenidas para el ligando de referencia y solo unos
pocos casos obtuvieron valores iguales o superiores. Lo anterior era de esperarse, ya
que el objetivo es identificar a los mejores candidatos que podrian llevarse a evaluacion

biolbgica.
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Dado que los resultados de GOLD se calificaron con el PLPscore (escala del 1 al 100,
donde 100 es maxima afinidad) y el resto se evalud con la energia de unién (AG), los
datos fueron normalizados entre 0 y 1, donde 1 representa la mejor puntuacién. Los
valores normalizados para cada molécula en los tres programas fueron utilizados en la
construccién de un gréafico en 3D, donde cada uno de los ejes representd a cada

programa.

Con el propdsito de identificar a las moléculas con mejores puntuaciones, se aplicé un
valor de cohorte de 0.75 en los tres ejes. Con ello, se lograron identificar 20 moléculas
(aproximadamente el 10% de la quimioteca) como potenciales inhibidores de ADN girasa.
Las estructuras de los compuestos identificados se muestran en la Figura 6. donde se
puede observar que la mayoria de los compuestos contienen el nucleo indazol, el cual se
encuentra en 16 compuestos de los 20 seleccionados. En cuanto a los grupos funcionales
destacan los grupos carboxamida y azufrados sobre el fenilo de la posicién 2 y 3 del
nucleo de indazol.
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Figura 6. Moléculas seleccionadas del cribado virtual de la quimioteca NO15

6.5. Analisis de las interacciones ligando-receptor
Las proteinas son cadenas largas de aminoacidos, las cuales pueden ser divididas en
diferentes dominios dependiendo de su funcion, en estos dominios es donde se llevan a
cabo las interacciones proteina-ligando. Es importante mencionar que no todos los
aminodcidos dentro de este dominio van a ser necesarios para la unién y cumplir con su
funcion, pero algunas de estas interacciones van a determinan la afinidad y/o

especificidad.?

Los compuestos identificados por cribado virtual (Figura 6) y el ligando cristalizado fueron
visualizados en el programa Discovery Studio junto con la proteina para generar el
diagrama de interacciones. El niUmero y tipo de interacciones para cada ligando fueron
analizadas y comparadas con las observadas para el ligando cristalizado. Se observé
que las interacciones con mayor frecuencia fueron las -1, T-alquilo y puentes de
hidrégeno como interacciones fuertes y como interacciones débiles las t-sulfuro y Van
der Waals. Cabe mencionar que el compuesto mas destacado fue el V5027, ya que
presento 13 de las 16 interacciones, lo que representa un 81.25% de coincidencia con el
ligando cristalizado.

En la Figura 7 se muestra el diagrama de interacciones para el ligante cristalizado y el
compuesto V5027, donde se puede observar que ambas moléculas tienen un niumero
considerable de interacciones dentro del sitio activo. Es importante mencionar que la

naturaleza de interaccion difiere entre ambos compuestos, dada las diferencias
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estructurales como son el tamafno de la molécula y el modo de union, pero estas tuvieron
un 80% de coincidencias en el numero de interacciones, lo cual indica que esta molécula
podria actuar como un inhibidor de la ADN girasa. En la Tabla I, Anexo | se detallan las
interacciones observadas para las 20 moléculas seleccionadas, usando como referencia

al ligante cristalizado.
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Ai140
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Ligando cristalizado Molecula V5027 A124
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Figura 7. Diagrama de interaccion ligando-proteina para el ligando cristalizado y V5027.

Los procesos celulares y bioquimicos estaran controlados por estas interacciones, por lo
que este tipo de diagramas resultan atractivos para comprender y proponer modos de
unién, asi como proponer nuevas moléculas que favorezcan las interacciones en el sitio
de interés. Las interacciones mas comunes son las interacciones electrostaticas y las de

Van der Waals.?®

6.6. Analisis de propiedades fisicoquimicas de los compuestos seleccionados
por cribado virtual
Durante el descubrimiento de farmacos se requiere gran cantidad de tiempo y recursos
para evaluar un gran numero de compuestos, que no necesariamente llegaran a casos
de éxito, dado que las moléculas deben mostrar una alta actividad biol6égica y una baja
toxicidad. Por ello, se ha demostrado que la estimacién temprana en la fase de
descubrimiento de parametros de absorcién, distribucion, metabolismo y excrecion
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reduce drasticamente la probabilidad de fracaso en relacibn con factores

farmacocinéticos.

La absorcién gastrointestinal y la penetracion a la barrera hematoencefalica son dos
caracteristicas farmacocinéticas de vital importancia durante el descubrimiento de
farmacos. Existen una gran variedad de métodos in silico para predecir estos parametros,
como son las reglas de Lipinski, que correlacionan con la alta probabilidad de ser un
farmaco administrado por via oral. Asi mismo, un modelo grafico como el diagrama de
huevo hervido que relaciona la lipofilia y la polaridad de las moléculas junto con otros
parametros para estimar donde pudieran tener mayor distribucidén: absorcidon
gastrointestinal (clara, zona blanca), o bien, cruzar la barrera hematoencefalica (yema,

zona amarilla).?®

En la Figura 8 se muestra el grafico de huevo hervido para las 20 moléculas
seleccionadas, donde destaca la molécula V5174, al ser la Unica que no cumple con los
criterios farmacocinéticos evaluados. El resto de los compuestos presentan alta
probabilidad de cruzar la barrera hematoencefalica (zona amarilla). No obstante, se
esperaba que las moléculas permanecieran en la zona blanca, debido a que se requieren
biodisponibles en el sistema para tener su accién sobre la ADN girasa bacteriana.

V5174

V5047
o V5039
[+] < o 0 vsoao
V51520 V50530 V5187
V5058 B Qoyg1as

V5190

QV5189 ovs149
V5'358v5059

V5127

V5131

Figura 8. Diagrama de huevo hervido para las 20 moléculas seleccionadas de la quimioteca NO15.
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Es importante mencionar, que el perfil fisicoquimico de estos 20 compuestos se generd
en la plataforma swissADME. En esta se calcularon distintos pardmetros relacionados
con la biodisponibilidad, asi como algunos criterios farmacéuticos. Siendo las reglas de
Lipinski una de las mas utilizadas. Estas establecen que la mala absorcion o
permeabilidad de un compuesto se observa cuando hay mas de 5 atomos donadores de
hidrégeno, masa molecular mayor a 500 Da, un log P superior a 5 y la suma de atomos
de nitrégeno y oxigeno en una molécula es mayor de 10.25 Adicionalmente, se evaliian

alertas estructurales como son los PAINS y alertas de Brenk.

La Tabla 3 muestra los parametros determinados para las 20 moléculas identificadas por
cribado virtual. De manera general, se puede observar que los compuestos tienen valores
de Log S negativo, lo que significa que seran solubles en agua. Ademas, pocas moléculas
tienen violaciones a los criterios farmacéuticos, es decir la mayoria de los compuestos
tienen perfiles ADME aceptables. Adicionalmente, se observé que las moléculas podrian
tener actividad sobre los citocromos P450 (CYP450), los cuales son el mecanismo mas
importante del metabolismo de farmacos; estas enzimas catalizan reacciones de
biotransformacion, generalmente introduciendo o exponiendo un grupo funcional

hidrofilico para su posterior absorcion.

Tabla 3. Perfiles ADME para los 20 compuestos seleccionados

§n§w§$%2§88&'§ 2 25 ¢ 82 %0
€ 82 g8 so . 888 p £ B8 B EEag
2 -3 _';c; @ 4 5 35 0 0 o6 3 © = S & < <
V5027 | 3.87 -4.51 + + 0+ 4.98 + + |+ o+ 0 0 | +
V5039 3.9 -4.88 + + |+ |+ |+ |+ -5.48 + + + + + 0 0 +
V5040 | 3.82 -5.03 + - + |+ | + -+ -5.49 ++ + + + + 0 0 +
V5047 | 4.71 -5.68 + 0+ |+ o+ o+ + |+ -4.4 1 + + + 1 0 0 +
V5048 | 3.89 -4.88 + - + |+ |+ |+ |+ -5.48 + + + + + 0 0 +
V5049 @ 3.82 -5.03 + | - |+ + + | -]+ -549 + + + + + 0 0 | +
V5053 | 4.11 -5.22 + -+ o+ - -4.94 + + + + + 0 0 +
V5058 | 4.25 -5.46 + o+ |+ o+ o+ - + -5.11 1 + + + + 0 0 +
V5059 | 3.66 -5 + |+ |+ |+ |+ |+ |+ -5.81 + + + + + 0 0 +
V5127 | 3.41 -4.37 + -+ o+ - -5.22 + + + + + 0 2+
V5131 | 2.94 -3.6 + - -] -1 -14+]-] 614 + + + o+ o+ 0 0 | +
V5135 | 3.69 -4.43 + - + |+ |+ |+ |+ -5.21 + + + + + 0 0 +
V5145 3.8 -5.09 + - + |+ |+ |+ |+ -5.03 + + + + + 0 0 +

25



V5149
V5152
V5174
V5187
V5189
V5190
V5192

34
4.12
5.22
3.84

3.7
3.92
3.68

-4.99
-5.29

-5.05
-4.85
-5.03
-4.85

+ + |+ |+ |+ o+

+ + |+ |+ |+ o+
+ |+ |+

+ + |+ |+ |+

+ + |+ |+ |+ o+

+ + |+ |+ |+ |+

+ + |+ |+ |+ o+

-5.59
-4.89
-4.26
-5.22
-5.34
-5.29
-5.34

o O O o o o o

o O O o o ol o

6.7.Diseno de nuevos inhibidores de ADN girasa

Las estructuras de los compuestos seleccionados por cribado virtual y el ligante 1YM se

utilizaron como base para disefiar diez nuevas moléculas, las cuales fueron evaluadas

sobre la proteina ADN girasa (4LP0O) por acoplamiento molecular, bajo las mismas

condiciones descritas anteriormente. Para el disefio se consideraron varios aspectos

entre los que se encuentran el nicleo base y los sustituyentes (grupos funcionales) para

poder combinarlos. En la Figura 9 se presentan las estructuras de las moléculas

propuestas MP1-10.

\
x| 1
FsC N = FsC
MP9

Figura 9. Moléculas disefiadas como inhibidores de ADN girasa.

MP10
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6.7.1. Estudio de acoplamiento molecular de nuevos inhibidores de ADN
girasa

Los estudios de acoplamiento molecular se realizaron con los programas autodock vina,
autodock 4.2y GOLD. En la Tabla 5 se muestran las puntaciones para cada una de las
moléculas propuestas (MP1-10), donde se observé una ligera mejora (-8.2 a -6.6
kcal/mol) respecto a las moléculas seleccionadas de la quimioteca NO15 (-7.4 a -6.0
kcal/mol) usando autodock vina. Mientras que los resultados con Autodock 4.2 se
mantuvieron casi iguales respecto a los compuestos predecesores. Por otra parte, en
GOLD se obtuvieron resultados similares, teniendo coincidencias con los otros dos
programas, con excepcidén en el compuesto MP3 que obtuvo una puntuacién mas alta
respecto a lo encontrado en los otros programas.
Realizando un consenso entre los tres programas, los compuestos MP1, MP2 y MP5 son
los mejores candidatos para obtenerlos por sintesis quimica y posteriormente llevarlos a
evaluacion bioldgica.

Tabla 4. Resultados del acoplamiento molecular de moléculas MP1-10

Molécula Autodock vina Autodock 4.2 GOLD PLP score
MP1 -7.7 -7.38 85.8953
MP2 -8.2 -7.95 76.8576
MP3 -7.0 -6.89 91.7456
MP4 -7.0 -6.84 82.2488
MP5 -7.9 -7.84 87.8213
MP6 -6.9 -6.59 82.3781
MP7 -6.7 -6.74 79.4873
MP8 -6.9 -6.62 75.2879
MP9 -6.8 -6.72 72.9737

MP10 -6.6 -6.35 73.2385

En la Figura 10 se muestra el diagrama de interacciones para 1YM y la MP5, en el cual
se observaron similitudes entre el compuesto y el ligando de referencia, teniendo un 75

% de coincidencias en el nimero y tipo de interacciones dentro del sitio de unién.
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Figura 10. Diagrama de interacciones en 2D del ligando cristalizado 1YM y MP5.

Adicionalmente, la molécula MP5 tiene un mayor numero de interacciones dentro del sitio
activo, respecto al ligando cristalizado (1YM). Algunas de las coincidencias son VAL174,
VAL76 con una interaccion m-alquilo, ILE48 y THR172 con interacciones de tipo Van de
Waals, GLY82 con una interaccién por puente de hidrogeno y ASN51 aparece en ambos
casos, pero con interacciones distintas. Lo anterior sugiere que esta molécula podria
tener actividad inhibitoria sobre ADN girasa similar al ligando de referencia. En la Tabla

Il, Anexo | se detallan las interacciones las moléculas con mejores puntuaciones.

6.8. Perfil farmacocinético de las moléculas propuestas
Los parametros farmacocinéticos de las moléculas propuestas se determinaron en la
plataforma SwissADME. Esta evaluacion permitié determinar si las modificaciones
realizadas mejoraron los perfiles ADME, o si se mantienen. En la Figura 11 se muestra
el diagrama del huevo hervido para las moléculas MP1-10, donde se observé que la
distribucién fue mas dispersa en comparacién con los compuestos seleccionados por
cribado virtual y se localizan en las tres zonas. La mitad de las moléculas se situan sobre
la zona blanca, es decir, que tienen alta probabilidad de cruzar la barrera gastrointestinal,
siendo la zona de interés. Mientras que MP1, MP7 y MP9 se sitlan en la zona amarilla
indicando el posible paso de la barrera hematoencefalica, un perfil similar a sus
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predecesores, y dos de las moléculas propuestas (MP6 y MP10) quedaron fuera del
diagrama indicando que podrian presentar mala biodisponibilidad.

o Mp2 MP§
MP10 0
MP3
MP7 MP3
0 (o)
MP1 o
o MP4

=]
MP5

Figura 11. Diagrama del huevo hervido para las moléculas propuestas.

Los parametros farmacocinéticos y fisicoquimicos calculados de las moléculas
propuestas MP1-10 se resumen en la Tabla 5. De manera general, las moléculas
propuestas cumplen con las reglas de Lipinsky, Ghose, Veber y Egan, pese a tener una
violacion, solo la molécula MP6 no cumple con estas reglas y se ve reflejado en su perfil
ADME (Figura 11). En cuanto a las alertas PAINS las moléculas MP4 y MP5 tienen
criterios en positivo, lo cual podria ser un indicativo que estructura debe analizarse para

evitar estructuras o grupos indeseables.

Por otro lado, todos los compuestos presentaron una complejidad de sintesis entre 2 y 3,
lo cual indica que es posible obtenerlos por sintesis quimica con las metodologias
descritas en la literatura. Ademas, la mayoria de ellos serian inhibidores de las isoformas
del CYP450 como es el caso de la MP5 que actuaria sobre todas las isoformas, mientras

MP4 solo actua sobre una isoforma.
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Tabla 5. Perfil farmacocinético de los compuestos propuestos MP1-10

S § ~ =z () i~ E a2
g ¥ 2 m g 288883 & £ . 8 2 5 © 38
K oE | o 0o - N g  q& o ¥ 2 o 5| g o < | 2 . | B E
[<] 02 | o2 o o o o o o o o = o 9 o @ o o » £
= g2 28 . > > > > > 6 2 £ © o 2 . . 9 g
ad | 32 o o O 0O o0 oo - J 0O > w =2 |« <« | 0T

MP1 3.51 4.25 + + + + -5.95 + + + + + 0 0 + | 245
MP2 | 4.81 5.76 + + + + | -5.23 1 1 + 1 1 0 2 + | 292
MP3 3.45 4.78 + + - + -6.47 + + + + + 0 1 + 3.01
MP4 297 | 410 - - + - - - - -6.56 + + + + + + 1 + 2.58
MP5 2.31 -3.58 - + + + + + + -6.98 + + + + + + 1 + 2.73
MP6 | 449 -5.64 - - + + + - + | -6.52 1 2 + 1 0 0 3 - 3.2
MP7 3.48 | -4.25 + - + + + - - -5.95 + + + + 0 0 + + 2.27
MP8 | 469 -5.84 - - + + - - - -4.87 1 1 + 1 0 0 1 + | 2.58
MP9 | 3.14  -3.84 + - + + - - - -5.75 + + + + 0 0 + + | 1.83
MP10 522 | -6.00 - + + + - - - -4.26 + + + + 0 0 + - 2.42

7. CONCLUSIONES

Se encontré que al menos 20 moléculas de las 208 de la quimioteca del laboratorio NO15
tienen una afinidad sobre la proteina ADN girasa. Esto con base en los resultados del
estudio de acoplamiento molecular que se realizdé usando tres programas, lo anterior
indica que un 9.13% del total de la quimioteca son potenciales inhibidores de esta enzima

y podrian tener actividad antibacteriana.

Se disefnaron y evaluaron in silico diez nuevas moléculas con nudcleo 2H-indazol,
encontrando que MP1, MP2 y MP5 son los mejores candidatos para obtenerse por
sintesis quimica y posteriormente evaluarse in vitro como antimicrobianos, al obtener los
mejores resultados en el estudio de acoplamiento molecular sobre la proteina ADN

girasa.
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9. ANEXO |

Tabla I. Interacciones ligando-receptor de las 20 moléculas seleccionadas por cribado virtual.
Aminoacidos en interaccion |
Moleculd PRO 84| ILESB | MET B3| ILE<L8 | VALI7L| VAL 76| ALAS2 | ARG 81 | GLUSS | AP 78 |[THR 172] ASN 51 | LY= 17
IYM R
V5027 +| * ikl EIREE: i:h + | * @] =] | #])2]" #] +
l"rﬁuag + - # - + - - + - + - # + - + - # +
V5040 +| *| # # M EL RSN | #] ]| " +|* | #]£]| " + | * +
Vo0a7 + | | #) || #H]+ |l #l+|*|# # gl + || #]|+|=|8]|+|"|8]|+
V5048 +| * | # | #] = | # # - + | * | #) || H] 2| | #] |||+
V5049 +| | & #] + - i - + | * + |+ #] +| | #]|+ #| +
V5053 + || #] + #] + + #] + # #l=| | #] || 8]+ #)+]| 8]+
V5058 + | *| & = * - + + | * + | * + | * + | * | #| =] *|&#&] +]| *|8]+
viose [+ # | al+]=al+]" +|-[# + +|* NERBRENE e
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Tabla Il. Interacciones ligando-receptor de las mejores cuatro moléculas propuestas.

Malecula PRO 84 ILES8 | MET 85| ILE 48 |VAL174| VAL 76 | ALA 52 | ARG 81| GLU 55| ASP 78 |[THR 172" ASN 51
IYM R

MP1 +| * + * FlHE|+| |8 + | | #|+|F 8]+ " ElE:

MP5 + | F| # + | * + | * * + | * #l+| " lH#|+

MP7 + | * | # # HE + | | H#H]|+|* | # FlHEl+| " +| | #]+|* +| " +

MP3 + | T #|+| | #]+ + | T H#H|+| T | # # FlHEl | 8]+ T H]+| T H]|+

+ Vina Pi alquilo Enlace de H convencional

* | Autodock Enlace de H-C

# Gold Pianion/cation Van der Waals




