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RESUMEN

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa causada por Mycobacterium tuberculosis que, a
pesar de ser prevenible y curable, viene siendo considerada un riesgo para la salud publica
debido a su incidencia y prevalencia a nivel mundial. Pese a la disponibilidad de farmacos
antituberculosos, la existencia de cepas multirresistentes y extremadamente resistentes conlleva
a la busqueda de nuevas dianas esenciales. PknG es una proteina serina/treonina quinasa que
juega unrol crucial en la supervivencia de esta micobacteria, asi como también en la prevencién
de la fusion fagosoma-lisosoma evitando la degradacion y permitiéndole vivir en estado de
latencia dentro de los macrdfagos hasta tener las condiciones adecuadas en el organismo del
hospedero para volver a proliferar causando nuevamente la enfermedad. La presente tesis disefio,
optimizo, validé y evalud in silico cuatro modelos farmacoféricos para los compuestos de la serie
A-C y aminopirimidinas. Los modelos fueron usados posteriormente en conjunto con el cluster
virtual “Drug Hunter” en Amazon Web Service (AWS) para realizar tamizajes virtuales usando las
bases de datos ChEMBL21 de 1,578,014 moléculas y ProdNat de 111,000 moléculas. Los tamizajes
arrojaron 689 hits en ChEMBL21 y 222 hits en ProdNat. Finalmente, los hits se redujeron a 32
candidatos después de ser analizados mediante calculos de acoplamiento molecular, analisis de
energia de unioén, puntaje de Pharmacophore Fit-score, interacciones de importancia dentro del sitio
activo y disponibilidad comercial ( 27 candidatos de ChEMBL21 y 5 candidatos de ProdNat). Esta
investigacion se realiz6 en el Centro de Investigacion e Innovacion de la Universidad Peruana de
Ciencias Aplicadas (UPC) con el apoyo econémico de CONCYTEC-FONDECYT.

Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis, PknG, LigandScout, farmacoforos, sitio activo,
inhibicion, tamizaje virtual



ABSTRACT

Tuberculosis is an infectious disease caused by Mycobacterium tuberculosis which, despite being
preventable and curable, has been considered a risk to public health due to its incidence and
prevalence worldwide. Despite the availability of anti-tuberculosis drugs, the existence of multi-
resistant and extremely resistant strains leads to the search for new essential targets. PknG is a
serine/threonine kinase protein that plays a crucial role in the survival of this mycobacterium, as
well as in the prevention of phagosome-lysosome fusion avoiding degradation and allowing it to
live in a latency within macrophages until it has the necessary adequate conditions in the host's
organism to re-proliferate causing the disease again. This thesis designed, optimized, validated and
evaluated in silico four pharmacophoric models for the A-C series compounds and
aminopyrimidines. The models were later used in conjunction with the virtual cluster “Drug Hunter”
on Amazon Web Service (AWS) to perform virtual screenings using the databases ChEMBL21 of
1,578,014 molecules and ProdNat of 111,000 molecules. The screenings yielded 689 hits on
ChEMBL21 and 222 hits on ProdNat. Finally, the hits were reduced to 32 candidates after being
analyzed by molecular docking calculations, binding energy analysis, Pharmacophore Fit-score, key
interactions within the active site, and commercial availability (27 candidates from ChEMBL21 and
5 candidates from ProdNat). This research was carried out at the Research and Innovation Center of
the Universidad Peruana de Ciencias Aplicadas (UPC) with the financial support of CONCYTEC-
FONDECYT.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, PknG, LigandScout, pharmacophores, active site,

inhibition, virtual screening



I. INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa que afecta a mas de un tercio de la poblacion a
nivel global convirtiéndose asi en un problema de gran interés (Alarcon, et al. 2017). Segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se estimé que, en el afio 2019, mas de 10 millones de
personas desarrollaron Tuberculosis y perecieron cerca de 1.5 millones. Debido a que es considerada
un problema de salud publica, la OMS ha planteado una estrategia llamada “Fin de la Tuberculosis”
(Organizacién Mundial de la Salud. 2016) la cual tiene como objetivo poner fin a la epidemia
mundial de TB teniendo como indicadores haber reducido para el afio 2035 la mortalidad en un 95%
y su incidencia en un 90% en comparacién del 2015. EI mayor porcentaje de incidencia de TB en
América Latina le corresponde a 12 paises incluido Perd, notificando en el 2019, 39000 casos de TB
de los cuales fallecieron 2400 y 490 por coinfeccion con VIH (World Health Organization. 2020).
Esta enfermedad es causada por Mycobacterium tuberculosis (Mtb), localizdndose generalmente en
el pulmoén, pero siendo capaz de afectar otros 6rganos. Cuando el individuo presenta la bacteria en
su organismo, pero esta no enferma a su hospedero debido a su sistema inmune fuerte, se denomina
como una infeccion de TB en latencia; no puede transmitir la bacteria a los deméas (Alvarez, et al.
2009), aungue por lo general, tienen una reaccién positiva en la prueba cutanea de tuberculina y/o
dar un resultado positivo en un examen de sangre. Sin embargo, si la persona manifiesta un sistema
inmunoldgico débil o comprometido, labacteria de la TB se vuelve activa multiplicandose y causando
la infeccion, siendo las personas portadoras del virus de inmunodeficiencia humana (VIH) quienes
tienen mayores probabilidades de enfermarse con TB por coinfeccion y perecer debido a la
enfermedad (Uriz, et al. 2007). La Norma Técnica de Tuberculosis del Per(, categoriza de 4 maneras
a la TB resistente a medicamentos: TB resistente a isoniacida (H), TB resistente a rifampicina (R),
TB multidrogoresistente (TB-MDR) si la resistenciaesa Hy R, y TB extensamente resistente (TB-
XDR) si ademas de crear resistencia a H y R también lo es a una fluoroquinona y a un inyectable de
segunda linea (MINSA. 2013) A raiz del incremento de resistencia, existe la necesidad de buscar
una alternativa terapéutica que logre establecer una utilidad frente a este problema (Alarcén, et al.
2017).

El disefio de farmacos asistidos por computadora (DIFAC) es un proceso con mucha complejidad
que ha permitido generar metodologias y simulaciones de procesos biologicos que ayudan en el
procesamiento de datos con la finalidad de evaluar e identificar potenciales farmacos (Prieto, et al.
2018) favoreciendo asi a desarrollar farmacos que actualmente puede ser encontrados en el mercado
como es el caso por ejemplo del Crizotinib, Rilpivirina, Zelboraf, Boceprevir, Captopril, entre otros
(Saldivar-Gonzéles, et al. 2016). Una de estas metodologias computacionales del DIFAC se basa en
el disefio de Farmacéforo, el cual es definido por la Union Internacional de Quimica Pura'y Aplicada

(IUPAC) como "el conjunto de caracteristicas estéricas y electronicas que es necesario para asegurar
3



las interacciones supramoleculares dptimas con una estructura diana bioldgica especifica y para
activar (o bloquear) su respuesta biologica” (Wermuth, et al. 1998). En vinculacion con el cribado
virtual se puede utilizar estos Farmacoforos para buscar futuros farmacos viables mediante el
acoplamiento entre un receptor y un ligando, proceso conocido como Docking-Based Virtual
Screening (DBVS) (Chen, et al. 2009).

El genoma de Mtb codifica once proteinas quinasas Serina/Treonina ( PknA, PknB, PknD, PKknE,
PknF, PknG, PknH, Pknl, PknJ, PknK, y PknL) como las eucariotas y al menos tres de éstas (PknA,
PknB y PknG) son esenciales para su crecimiento y supervivencia (Székely, et al. 2008). Esta
proteina es de importancia debido a que juega un rol fundamental ayudando a la bacteria a poder
sobrevivir dentro de los macréfagos causando una infeccién persistente al interrumpir la formacion
del fagolisosoma, logrando escapar de la via de degradacién lisosomal (Kaneheiro, et al. 2018). En
los ultimos afios numerosos esfuerzos han sido llevados a cabo teniendo como referente a la proteina
PknG de Mtb ( Caballero, et al. 2018; Kan, et al. 2018; Koul, et al. 2001; Lisa, et al. 2015; Scherr.
2008). Pero en cuanto a la busqueda de inhibidores para PknG mediante el uso de herramientas
computacionales, hasta la fecha han sido reportados tres estudios. El trabajo realizado por Santhi &
Aishwarya. 2011 utilizando un acoplamiento molecular sencillo de 40 withanolidos (grupo de
esteroides provenientes de Withania somnifera) en el sitio activo de PknG propone 3 moléculas
candidatas para la inhibicion de PknG basados en el score de acoplamiento. Swain, et al. 2021
realizaron un estudio utilizando una aproximacién computacional mas rigorosa haciendo uso del
acoplamiento molecular para acoplar 477 flavononas, obtenidas de la base de datos de PubChem al
sitio activo de PknG, pero complementando sus analisis con prediccion farmacocinética, analisis de
re-acoplamiento molecular y dindmicas moleculares proponiendo finalmente 6 moléculas candidatas
como posibles inhibidores de PknG de Mth. Y por Gltimo un estudio similar a este en donde un
modelo farmacoforico es usado para encontrar inhibidores de PknG (Singh, et al. 2015) sin embargo,
dicho estudio solo utilizé la aproximacion basada en el ligando con una muy limitada base de datos
conformada de 1207 moléculas para realizar una adecuada validacion teérica del modelo

proponiendo 1 candidato final.

En la presente investigacion se hizo uso de DIFAC para disefiar y refinar modelos farmacoféricos
inhibitorios de PknG basandose en la aproximacion Basado en el receptor (Structure-Based) con la
informacion del receptor, asi como con la aproximacion Basado en el ligando (Ligand-Based) de
acuerdo al ligando con el fin de continuar la formacién del fagolisosoma resultando en la

degradacion de Mtb dentro de los macréfagos erradicando la TB latente.



Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los medicamentos antituberculosos de primera linea como la Isoniacida (INH), Rifampicina (RIF);
y de segunda linea como fluoroquinolonas (levofloxacino y moxifloxacino) e inyectables
(kanamicina, amikacina y capreomicina), los cuales han sido utilizados hace ya méas de una década,
han empezado a demostrar su poca efectividad frente a Mycobacterium tuberculosis,
constituyéndose como un problema de salud publica de gran magnitud (Alarcén, et al. 2017).

Debido a la aparicion de cepas de Mth multirresistentes (MDR-TB) y extensamente resistentes
(XDR-TB) a por lo menos cuatro de los principales farmacos por sus diferentes mecanismos de
resistencia, se ve la necesidad de emprender una blsqueda de farmacos innovadores gque tengan
como target proteinas esenciales para la supervivencia de la micobacteria (Ministerio de Salud
Publica y Bienestar Social. 2013).

De esta forma se plantea la busqueda de nuevos inhibidores de la proteina PknG de M. tuberculosis.
Esta proteina perteneciente al grupo de serina/treonina quinasas juega un rol importante en el
crecimiento y supervivencia de la bacteria dentro del organismo infectado o huésped. El éxito de M.
tuberculosis como patdgeno se debe, en parte, a su habilidad para sobrevivir largos periodos de
tiempo dentro de macrofagos infectados. PknG es secretado por M. tuberculosis en los macréfagos
de la célula huésped para interferir en sus rutas de sefializacion y de esta forma bloquear la fusion de
los lisosomas con el fagosoma. Esta demostrado mediante estudios bioquimicos que la inhibicion de
la proteina PknG desencadena la degradacion de Mycobacterium tuberculosis provocado por la

fusion del lisosoma y fagosoma (Chakraborti, et al. 2011).



I11. JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

Se necesitan nuevos farmacos para combatir la tuberculosis latente, multirresistente y
ultrarresistente. La presente tesis pretende contribuir a la lucha global contra la tuberculosis mediante
la busqueda de nuevos inhibidores de la proteina PknG de M. tuberculosis.

Como el patégeno mas mortal del mundo, Mycobacterium tuberculosis fue responsable de la muerte
de 1,4 millones de personas en el 2019. En el Peru afecta principalmente a familias de escasos
recursos econdémicos y esta presente al menos en diez regiones del Perd. La tuberculosis es una
enfermedad que se puede curar y prevenir. Sin embargo, en los Gltimos afios se ha observado la
aparicion de cepas de M. tuberculosis multirresistente y ultrarresistente debido a la pérdida de
eficacia de los farmacos de primera y segunda linea del tratamiento. A esto se suma la estimacion
de laOMS la cual indica que un cuarto de la poblacién mundial esté infectado con M. tuberculosis
latente. Ante este panorama de epidemia global de la TB, la OMS mediante su estrategia “Fin de la
tuberculosis” y el Peru, mediante la Ley 30287 donde declara la lucha frente a TB como un tema

de interés nacional, ponen en comun politicas sanitarias para erradicar la TB.

De esta forma emergen tres pilares para el logro de los objetivos en comun, estos son: Pilar 1;
prevencion y atencion integral de la TB centrada en el paciente; Pilar 2, Politicas audaces y sistemas
de soporte, y Pilar 3, Investigacion e innovacion intensificada. La presente tesis busca reforzar el
Pilar 3 a través de la Investigacion basica con gran potencial de Innovacion proponiendo la busqueda
de potenciales farmacos para combatir la TB. En forma especifica, planteando la busqueda de nuevos

inhibidores de la proteina PknG de M. tuberculosis.



IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Disenar, refinar y evaluar in silico modelos farmacoféricos para la busqueda de nuevos inhibidores

de PknG de Mycobacterium tuberculosis mediante el uso de unaplataforma de tamizaje masivo.

4.2. Objetivo Especificos

e Disefiar modelos farmacoféricos 3D para la busqueda de inhibidores de PknG de
Mycobacterium tuberculosis utilizando las aproximaciones “Basado en el receptor” y

“Basado en el ligando”.

o Refinary validar en forma teérica los modelos farmacoféricos generados mediante el uso de
compuestos sefiuelos e informacion disponible en la literatura (Verdaderos Positivos y

Verdaderos Negativos).

e Seleccionar y evaluar in silico los potenciales nuevos inhibidores producto del uso de los

modelos farmacoforicos refinados y el tamizaje masivo de bibliotecas virtuales.



V. MARCO TEORICO

5.1 Mycobacterium tuberculosis (Mtb)

Descubierto el 24 de marzo de 1882 por el Dr. Robert Koch, por ello también se le conoce como
“Bacilo de Koch” (Koch, R. 1981). Es un bacilo inmovil, curvo, con un tamafio de aproximadamente
0,2-0,6 x 1-10 micras (uM), aerobio obligado de division lenta'y no formador de esporas. Su pared
celular presenta una composicion compleja al ser dos veces mas gruesa y fuerte que los Gram
negativos constituyendo una coraza lipidica muy dificil de penetrar (Figura S1), la cual impide
realizar una decoloracién con &cido y alcohol asi como a la desecacién, por ende, esta caracteristica
coloca a Mycobacterium tuberculosis dentro del grupo de las Bacterias acido-alcohol resistentes
(BAAR). Para poder identificarlo, frecuentemente se utiliza la coloracion Ziehl-Neelsen ya que, una
vez tefiidos los bacilos su decoloracion no es posible, quedando asi coloreados con una tonalidad
rojiza (Barba, R. 2020).

5.2 Tuberculosis (TB)

La Tuberculosis es una enfermedad infecciosa granulomatosa producida por Mycobacterium
tuberculosis (Mth) o Bacilo de Koch, localizada generalmente en el pulmon, pero también puede
comprometer el higado, meninges, cerebro, rifiones, peritoneo, glandulas suprarrenales, ganglios
linfaticos entre otros. Su transmision se debe a la inhalacion de gotas de aerosol (gotas de Flligge),
las que contienen Mtb, eliminadas por individuos enfermos al estornudar, hablar o toser ya que al ser
expulsadas aquellas gotas de entre 1 a 5 micras de didmetro pueden permanecer suspendidas en el
ambiente por periodos de tiempo prolongados alcanzando el alveolo pulmonar las areas medias e

inferiores de los pulmones como implantacién inicial (Murillo, et al. 2006).

Una vez Mtb ingresa al organismo tiene cuatro posibles destinos: a) La respuesta inmunoldgica
inicial del organismo es 100% efectiva y eliminara a todos los bacilos impidiendo la proliferacion y
la enfermedad, b) El bacilo comienza a multiplicarse por una baja respuesta inmunitaria por parte
del huésped causando una TB primaria progresiva, ¢) Los bacilos pueden quedar en un estado latente
dentro de los macréfagos pero sin causar la enfermedad solo manifestindose como positivo en una
prueba de tuberculina, d) Luego de un tiempo, los bacilos en estado latente pueden comenzar a crecer

causando una TB de reactivacion (Ministerio de la Proteccion Social. 2011).

Para el tratamiento de esta enfermedad se debe de tomar muy en cuenta la combinacion correcta de
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los medicamentos y el régimen terapéutico a utilizar. Si se presume o se sabe que se padece de una
TB sensible a farmacos el tiempo varia entre 2 a 4 meses utilizando medicamentos de primera linea;
Si es una alta probabilidad de ser Tuberculosis multirresistente, el tiempo va desde los 8 meses con
cuatro medicamentos antituberculosos de segunda linea ademas de la pirazinamida , hasta los 20
meses; Y si es una TB-MDR confirmada susceptible a fluoroguinolonas y agentes inyectables de
segunda linea, la fase intensiva del tratamiento tendra un tiempo de entre 4 a 6 meses con siete
medicamentos antituberculosos de segunda linea del régimen estandarizado mas corto para la TB-
MDR, siguiendo con la fase de continuacién hasta los 5 meses con cuatro medicamentos

antituberculosos de segunda linea (World Health Organization. 2020).

5.3. Resistencia a los medicamentos antituberculosos

La resistencia a medicamentos se origina debido al uso indiscriminado de antibidticos ya que al ser
utilizados por un tiempo prolongado y de manera innecesaria, incitan a que ocurran mutaciones en
los organismos, los cuales pueden desarrollar mecanismos de resistencia en respuesta (Cegielski, J.
2018).

Los medicamentos antituberculosos han sido reclasificados por la OMS luego de haber evaluado
toda la evidencia disponible, su nivel de certeza, relacion entre los efectos deseables - no deseables

y su viabilidad en la implementacion (World Health Organization, 2016) de la siguiente manera:

Medicamentos antituberculosos que se utilizan en el régimen “estandar” de tratamiento corto

para TB sensible a farmacos

Isoniazida (INH): Ha sido el farmaco clave y el méas eficaz durante un periodo de més de 60 afios.
Se utiliza en combinacién con otros farmacos antituberculosos como también en para tratar a
personas con TB latente. Su concentracion bactericida es de 0.02 - 0.2 pug / ml para las cepas de

Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium bovis (Kayukova y Berikova, 2020).

Rifampicina (RIF): Bactericida de amplio espectro, activo contra bacterias Gram positivas,
algunas micobacterias como Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium
leprae, y contra ciertas bacterias Gram negativas. Debe de ser administrada en conjunto con otros
medicamentos ya que de administrarse por si sola, va creando paulatinamente resistencia (Ministerio

de la proteccion Social, 2011).

Pirazinamida (PZA): Bactericida. Actla de manera eficaz en medio 4cido ejerciendo una accién
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esterilizante sobre los bacilos. Esta forma de accién en no es tipica en los otros farmacos

antituberculosos.

Etambutol (EMB): Bacteriostatico. Su actividad esté relacionada a su estereoespecificidad, por ello
su isdomero D es el més utilizado por ser 600 veces méas activo contra TB que su isomero L
(Kayukova y Berikova, 2020).

Los cuatro grupos a continuacidn se utilizan para una TB resistente a farmacos:

e Grupo A. Fluoroquinolonas - Antibiéticos de amplio espectro
— Levofloxacino (Lvx)
— Moxifloxacino (Mfx)
— Gatifloxacino (Gfx)

e Grupo B. Agentes de segunda linea inyectables - Presentan actividad bactericida
— Amikacina (Am)
— Capreomicina (Cm)
— Kanamicina (Km)

—  Estreptomicina (S)

e Grupo C. Otros agentes centrales que pertenecen a la segunda linea
— Etionamida / Protionamida (Eto / Pro)

— Cicloserina/ Terizidona (Cs / Trd)

— Linezolid (Lzd)

— Clofazimina (Cfz)

e Grupo D. Agentes complementarios

— D1. Pirazinamida
— Etambutol
— Dosis elevadas de isoniazida

— D2. Bedaquilina (Bdq)
— Delamanida (DIm)

— D3. Acido p - aminosalicilico (PAS)
— Imipenem - cilastatina (Ipm)
— Meropenem (Mpm)
— Amoxicilina - Clavulanato (Amx-Clv)
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— Tioacetazona (T)

A lo largo de los afios, la aparicion de cepas de Mtb resistentes a los farmacos antituberculosos han
constituido un gran problema para el control de la enfermedad catalogandola de acuerdo a su
resistencia como: Tuberculosis Multirresistente (TB-MDR), Tuberculosis Extremadamente
Resistente (TB-XDR).

5.4, Tuberculosis Multirresistente (TB-MDR)

TB que se caracteriza por tener resistencia por lo menos a dos farmacos de primera linea: Isoniacida

y Rifampicina, los cuales son los dos medicamentos antituberculosos de mayor impacto.

5.5. Tuberculosis Extremadamente Resistente (TB-XDR)

Tipo de TB resistente no solo a la Isoniacida y Rifampicina, sino también a todas las
fluoroquinolonas de dltima generacion (Levofloxacina, Moxifloxacina) y por lo menos a tres
farmacos inyectables pertenecientes a la segunda linea, como por ejemplo Kanamicina, Amikacina
y Capreomicina.

Debido a esta gran resistencia, las opciones de tratamiento para pacientes que presentan TB-XDR

son menos eficaces (Ministerio de Salud Publica y Bienestar Social. 2013).

5.6. Proteina quinasa Serina/Treonina G (PknG)

La estructura cristalizada de PknG junto con su inhibidor se encuentre en el Protein Data Bank bajo
el codigo 2PZI (Figura S2A 'y S2B) (Scherr, et al. 2007). PknG es una proteina quinasa de 82 KDa
que contiene tres dominios: Un dominio de Rubedroxina (Rbdx) en el 16bulo N-terminal que se
caracteriza por presentar dos pares de cisteinas que pueden interactuar con una molécula de hierro
para una posible transferencia de electrones, lo que sugiere que tendria una funcion de sensor redox
(O’ Hare, et al. 2008); un motif tetratricopeptido (TPR) en el I6bulo C que puede participar en las
interacciones proteina - proteina y a su vez regular la actividad quinasa. (Chakraborti, et al. 2011).
Y un dominio quinasa central en donde se encuentra su sitio catalitico de unién de ATP, este dominio
contiene los tres aminoacidos esenciales de la region bisagra, Glu233, Tyr 234 y Val235; dos

aminoacidos unicos en su parte N-terminal que confieren un nuevo pocket hidrofébico cerca de la
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region bisagra contribuyendo a una mayor selectividad 11e87 y Ala92; una lisina catalitica Lys181,
una metionina gatekeeper Met 232 y dos paredes hidrofébicas orientadas hacia los 16bulos N (11e157,
Ile165, Val179) y C (Val211, 11e292, Met283) (Caballero, et al. 2018). Su dimero se forma a través
de multiples contactos entre los dominios TPR de cada monémero y no por interacciones de los
I6bulos N. (Figura S2C). PknG se ubica en el citoplasma de la bacteria debido a que carece de un
dominio transmembrana. Esta proteina quinasa se encuentra implicada tanto en la virulencia como
también en la supervivencia de la bacteria al inhibir la fusion fagolisosdmica, escapando de la

degradacion lisosomal y permitiéndole residir dentro de los macrofagos.

5.7. Descubrimiento de fairmacos

El descubrimiento de fA&rmacos es un proceso gue sirve para identificar un compuesto Util que pueda
colocar a disposicion nuevos acercamientos para prevenir, tratar, amainar o curar una enfermedad
(Kapetanovic, 1. 2011). El descubrimiento de farmacos de manera tradicional implica que se deban de
identificar candidatos, sintetizarlos, caracterizarlos, realizar un cribado masivo en laboratorio para
luego optimizar el proceso, efectuar ensayos de eficacia y una vez que el compuesto logre demostrar
su efectividad habiendo pasado exitosamente por la fase pre clinica y las 4 fases clinicas es recién ahi
en donde se puede enviar al mercado. Todo este desarrollo toma una cantidad aproximada de enter 10
a 15 afios y un costo elevado de mas de 1.9 billones de ddlares (Prakash y Devangi, 2010). Con el
tiempo el descubrimiento de farmacos se ha ido actualizando y esto se puede observar con la
implementacion del cribado de alto rendimiento (HTS) quien hace uso de robotica, software de
procesamiento, manejo de muestras y detectores de sensibilidad haciendo posible testear una gran
cantidad de compuestos activos con moléculas potenciales (Entzeroth, et al. 2009). Sin embargo, el
uso de HTS lleva consigo algunas desventajas como por ejemplo la obtencién de la maquinaria, la
adquisicion de las moléculas o compuestos candidatos, el acondicionamiento y la capacitacién de
personal, por ello se siguen recurriendo a nuevas alternativas, como lo es el tamizaje virtual (Virtual

Screening).

Este proceso consta en identificar posibles targets o0 moléculas diana de acuerdo a la bibliografia
experimental depositada en las diferentes bases de datos, asi como también en articulos cientificos,
estudiar a profundidad su estructuray caracteristicas esenciales, utilizar softwares especializados para
realizar modelos farmacoféricos viables y validados basados en el receptor o basados en ligandos
dependiendo de la informacion que se obtenga, para utilizarlos en un tamizaje virtual frente a
librerias de miles o millones de moléculas con la finalidad de obtener potenciales hits que seguiran
siendo testeados (Prakash y Devangi, 2010). Los hits obtenidos son probados con diversos

parametros computacionales como Docking, dinamicas moleculares, filtros ADMET entre otros.
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5.8. Farmacdéforo

De acuerdo con la definicion de la [UPAC, un farmacoéforo “es un conjunto de caracteristicas
estéricas y electrénicas que son necesarias para asegurar la 6ptima interaccion supramolecular con
un blanco bioldgico especifico y para activar (0 bloquear) su respuesta biologica” (Wermuth, et al.
1998).

Cabe destacar que no representa a una molécula real y definida, sino que provee una matriz de la
disposicidn 3D de las caracteristicas necesarias para representar las funcionalidades quimicas de los
grupos funcionales, un conjunto de caracteristicas y cualidades como: Donadores de enlace de
hidrégeno (HBD), aceptores de enlace de hidrogeno (HBA), areas hidrofébicas (H), grupo ionizable
positivo (PI), grupo ionizable negativo (NI) y sus restricciones de tamafio mejor conocidas como
volimenes de exclusion (XVOL). El objetivo de realizar un modelado y tamizaje virtual utilizando
farmacdéforos es poder identificar las moléculas con un perfil de actividad biolégica determinado
dentro de una libreria amplia compuesta de miles o millones de moléculas. Estas moléculas
detectadas, también llamadas “hits” o aciertos, cumplen el requisito indispensable de encajar en el
conjunto de patrones estéricos y electronicos llamado farmacoforo (Vuorinen y Schuster, 2015).
(Figura S3).

Es preciso sefialar que el desarrollo de un modelo farmacoférico de buena calidad pasa por varios
pasos de modelado y refinamiento (Seidel, et al. 2010), debe de ser validado tedricamente con toda
la informacion disponible antes de ser utilizado en el cribado masivo de moléculas. Una vez obtenida
la lista de hits potenciales y analizados in silico, estos resultados pueden pasar a ser validados
experimentalmente. Dependiendo de los resultados experimentales, el modelo farmacoférico puede

ser mejorado con la nueva data generada y lanzado a un nuevo cribado de ser el caso (Figura S4).

5.9. Curva ROCy AUC

Representa de manera visual y numérica el rendimiento del modelo al realizar la clasificacion de
moléculas demostrando su relacion entre la sensibilidad y 1-especificidad obtenidos al considerar
todos los posibles valores de corte de la prueba. La exactitud de la deteccion del modelo es plasmada
en un diagrama en donde de ser una deteccion ideal o casi perfecta la curva empieza desde el origen
desplazandose hacia el vértice superior izquierdo y luego con una linea recta horizontal hacia el
vértice superior derecho lo que corresponde a una Sensibilidad = 1 y 1-Especificidad = 1. El AUC
(Area bajo la curva) mide toda el &rea por debajo de la curva ROC interpretandose como la

probabilidad de que el modelo logre clasificar de manera aleatoria los verdaderos positivos por
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encima de los falsos positivos o los negativos (Braga, et al. 2013) (Figura S5).

5.10 Descriptores de desempefio

— Sensibilidad - Proporcion de los compuestos verdaderos positivos (TP) recuperados con

respecto a todos los compuestos activos en la base de datos. (valores del 0-1)

— Especificidad - Proporcion de los compuestos determinados como verdaderos negativos

(TN) con respecto a todos los compuestos negativos en la base de datos. (valores del O - 1)

— Factor de desempefio (EF) - Mide el rendimiento de las moléculas activas (YA)
proporcionalmente al ratio de activos en la base de datos, en donde A es el numero total de
activos en la base de datos y D es el nimero total de moléculas que conforman la base de

datos.

— Gunner-Henry score (GH) - Este descriptor toma en cuenta tanto el rendimiento de activo
(YA) como el porcentaje de activos que se detecten en la base de datos obteniendo una
medida acerca de la calidad de la lista de aciertos detectados por el farmacoforo. (valores
del0-1)

— ROC (Curva ROC) - Representacion gréfica de la sensibilidad frente a la especificidad que
demuestra el desempefio del modelo frente a la recuperacion de moléculas en la base de

datos.
— AUC ( Area bajo la curva ) - Area que se encuentra por debajo de la curva ROC que se

interpreta como la probabilidad de que el modelo clasifique una molécula activa aleatoria

mas alta que una molécula inactiva aleatoria.

Para calcular estos descriptores es necesario aplicar las siguientes formulas matematicas:

Tp (34 +Ht)) (1_ Ht—Tp) YA

H = =
6 = (e D—4 F= o)
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Tp + Fn -
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€ Tn+ Fp Ht A

En donde:

A: N° total de activos en la base de datos

D: N° total de inactivos en la base de datos

e Tp: Verdaderos positivos

e Tn: Verdaderos negativos

e Fp: Falsos positivos

e Fn: Falsos negativos

e Ht: Hits totales

e D: N° total de moléculas en la base de datos
¢ YA: Rendimiento de Activos

e RA: Ratio de Activos

e EF: Factor de Enriquecimiento

e GH: Gunner Henry - Score

5.11 Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular predice la estructura del complejo receptor-ligando utilizando célculos
matematicos en dos pasos: primero muestrea las conformaciones del ligando dentro del sitio activo
del receptor y luego clasifica estas conformaciones en base a una funcion de puntuacién (Score).
Los algoritmos utilizados en el muestro reproducen el modo de union experimental y la funcion de

puntaje les brinda el mayor puntaje a las mejores conformaciones (Meng, et al. 2011).

Algoritmos de muestreo:

— Algoritmos coincidentes (MA): Basado en la forma molecular, mapea un ligando dentro
del sitio activo del receptor de acuerdo a la forma e informacion de caracteristicas quimicas.

Aqui se encuentran los farmacoforos.
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Método de construccion incremental (IC): Divide al ligando en varios fragmentos
rompiendo sus enlaces rotables, luego se selecciona un fragmento grande de ligando que
puede tener un papel funcional significativo para que se acople molecularmente al receptor,
este fragmento sirve de ancla para que los demas fragmentos puedan ser agregados de forma

incremental.

LUDI: Su objetivo se centra en los enlaces de hidrogeno y los enlaces hidrofobos que se
forman entre el ligando y el receptor. Genera un conjunto de sitios de interaccion buscando
en la base de datos o utilizando reglas.

Método estocéastico: Busca en el espacio conformacional modificando de manera aleatoria

la conformacion del ligando.

Método de Monte Carlo: Genera varias poses del ligando a través de la rotacion de sus
enlaces, traslacion o rotacion, luego la conformacion escogida es probada en un criterio de

seleccion basado en energia.

Funciones de puntaje:

Funciones clasicas basadas en campo de fuerza: Calculan la energia con la suma de las
interacciones electrostaticas y de Van de Waals. Mientras que las interacciones

electrostaticas son calculadas por la formula de ley de Coulomb.

Extensiones de las funciones de puntuacion basadas en campo de fuerza: Consideran

los enlaces de puentes de hidrogeno, solvataciones y entropia.

Funcidén de puntuacion empirica: Descompone la energia de union en varios componentes
energeéticos como enlaces de puente de hidrégeno, interaccion idnica, interaccion hidrofoba
y entropia. Luego cada componente se multiplica por un coeficiente y se suman para dar un

puntaje final.

Funcién basada en el conocimiento: Utiliza el analisis estadistico de los complejos
proteina-ligando para obtener la frecuencia de las interacciones interatémicas y la distancia
entre el ligando y el receptor. Su estadistica se basa en que a mas favorable una interaccion,

mayor sera la frecuencia de ocurrencia de dicha interaccian.
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— Puntuacion por consenso: Combina varias puntuaciones para evaluar la conformacion de
acoplamiento molecular. Acepta la pose del ligando potencial dentro del sitio activo cuando

esta puntde bien en las diferentes funciones de puntuacion.

5.12 LigandScout

LigandScout es un software avanzado para el disefio y modelamiento molecular que ha ido
evolucionando a partir de su prototipo lanzado en el afio 2005. Se caracteriza por ser un potente
generador de modelo farmacoforicos basados tanto en la estructura de la molécula diana y de
ligandos reportados. Utiliza diversos algoritmos para realizar alineaciones e interpretar y a su vez
personalizar interacciones ligando-macromolécula. (Figura S6A) Tiene la capacidad de crear, cargar
y utilizar amplias bibliotecas de compuestos para realizar el tamizaje virtual y tener una deteccion in

silico rapida y precisa (Inteligand 2019) (Figura S6B).

En algunos casos cuando no se dispone de datos pertenecientes a la estructura tridimensional del
receptor de la proteina target, el disefio del farmaco6foro puede basarse en los ligandos conocidos de
dicha proteina para obtener como punto de partida las caracteristicas esenciales necesarias para
realizar una correcta interaccion. Este enfoque se conoce como "disefio de farmacéforo basado en
ligandos™ (Aproximacion Ligand-Based). Por otro lado, si por el contrario se tiene la informacién
de la estructura del receptor de la proteina target mas se desconocen los ligandos, se utiliza esta
informacidn y se analiza el sitio activo para disefiar un farmacéforo basado en las caracteristicas
estructurales del pocket. Este enfoque se conoce como “disefio de farmacéforo basado en receptor”

(Aproximacion Structure-Based) (Wolber y Langer, 2005).
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VI. ANTECEDENTES

La Tuberculosis (TB) es una enfermedad infectocontagiosa que se encuentra entre las 10 primeras
causas de muerte a nivel global teniendo una clasificacion superior al VIH/SIDA. Con un diagndstico
oportuno, la mayoria de las personas que desarrollan TB pueden curarse y reducir la transmision
siempre y cuando concluyan el tratamiento el cual puede variar entre 6 — 9 meses, pero puede
postergarse hasta mas de 20 meses aproximadamente si se presenta como una TB resistente a
medicamentos (World Health Organization, 2016). Sin embargo, existe un porcentaje alto de
pacientes que abandonan el tratamiento, colocando en riesgo su salud y ayudando a la enfermedad
a propagarse.

La resistencia a los farmacos se produce cuando ocurren mutaciones en los microorganismos como
respuesta al mal uso indiscriminado del medicamento convirtiéndolo en un método ineficaz para
combatir la enfermedad; esta resistencia produce un incremento en los costos médicos, prolongada
estancia en los centros hospitalarios y una considerable alza de mortalidad (Serra, 2017). Gracias al
avance de la tecnologia y a la disposicion de informacion, es posible tomar un nuevo rumbo para la

creacion de farmacos con la finalidad de hacerle frente a este problema de resistencia.

En la actualidad, el modelado de farmaco6foros es una de las herramientas exitosamente utilizadas en
el disefio de medicamentos asistidos por computadora (Computer-Aided Drug Design - CADD)
desde la identificacidn de distintas aplicaciones para compuestos existentes y el hallazgo de nuevos
compuestos, por ejemplo: El descubrimiento de ocho derivados de isoflavonas (1C50 = 6.9 — 4.8uM)
como inhibidores potenciales no esteroideos de la Sa-reductasa en ratas (Chen, et al. 2001), La
deteccion virtual de inhibidores de la aldosa reductasa humana para evitar complicaciones en la
diabetes crénica obteniendo seis inhibidores viables (IC50 < 1uM) (Kraemer, et al. 2004), La
busqueda y descubrimiento de nuevos inhibidores de CDK1, quinasa dependiente de ciclina 1,
mediante la combinacion de modelos de farmacéforos, analisis QSAR y tamizaje virtual in silico
seguido de bioensayo in vitro para medir la inhibicion de la enzima (Mahmoud, et al. 2010), La
deteccion virtual de nuevos inhibidores del receptor del factor de crecimiento epidérmico contra el
cancer de mama, siendo los compuestos seleccionados examinados in vitro para determinar su
actividad anticancerigena contra la linea celular de cdncer de mama Michigan Cancer Foundation-7
(MCF-7) y obteniendo como resultado 2 compuestos capaces de inhibir significativamente la
proliferacion de estas células con valores de IC50 de 327nM y 370 nM respectivamente (Mahernia,
et al. 2017).
Un nuevo modelo de farmaco6foro para el disefio de ligandos Sigma-1, proteina chaperona, los
cuales fueron validados en un gran conjunto de datos experimentales (Pascual, et al. 2019), Disefio
de farmacos basados en farmacoforos para la identificaciobn de nuevos inhibidores de
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Butirilcolinesterasa contra el Alzheimer (Jiang, et al. 2018), entre otros.

Un antecedente de gran importancia en este proyecto es el de Caballero, et al. 2018, ya que realiza
una investigacion exhaustiva y detallada de las caracteristicas estructurales de las Proteinas quinasas
de Mycobacterium tuberculosis (MTPKns) centrandose en su sitio de unién con el ATP y revelando

los residuos méas importantes para establecer interacciones quimicas con sus inhibidores.

A pesar de no tener completamente esclarecidos los mecanismos de Mtb al momento de inhibir la
formacion fagolisosomal, Walburger, et al. en 2004 utilizando a M.bovis y M.smegmatis apuntaron
los primeros indicios al demostrar luego de una serie de experimentos que PknG es un factor de
virulencia el cual es secretado en el fagosoma del macréfago y a su vez modula la sefializacion e
impide la fusion entre el fagosoma y el lisosoma ayudando a la supervivencia de la micobacteria.
También se ha logrado demostrar que para asegurar esta supervivencia dentro del macréfago otro

mecanismo es la autofosforilacién de PknG (Scherr, et al. 2009).

VIl. HIPOTESIS

Los modelos farmacoféricos 3D y el tamizaje virtual masivo de moléculas permiten en forma rapida

y eficiente la blsqueda de potenciales nuevos inhibidores de PknG de Mycobacterium tuberculosis.
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

8.1 Lugar de ejecucion

El proyecto se llevo a cabo en el Centro de Investigacion e Innovacion, en la Facultad de Ciencias de
la Salud, de la Universidad Peruana de Ciencias Aplicadas (UPC), Lima, Peru.

8.2 Tipo v diseno de investigacion

Trabajo de tipo experimental. Los experimentos in silico consistieron en simulaciones de procesos

bioldgicos. Se logré mediante:

Disefio de modelos farmacoféricos 3D.

Seleccion del mejor modelo farmacofdérico.

Uso de modelos en los tamizajes.

Tamizajes finales para el descubrimiento de inhibidores de PknG.
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Objetivos especificos

Variable

Indicador

Disefiar modelos farmacoféricos 3D
para la blsqueda de inhibidores de
PknG de Mycaobacterium tuberculosis
utilizando las aproximaciones “Basado
en el receptor” y “Basado en el ligando”

Informacién estructural de la proteina
PknG para la construccién de modelos
farmacoféricos

Informacién tridimensional (coordenadas X, y, z) sobre los
aminodcidos que conforman el sitio catalitico y activo de la
proteina. Informacidn extraida de los respectivos archivos PDB
(archivos .pdb)

Ligandos inhibidores de proteina G

Compuestos organicos con accién inhibitoria comprobada

en PknG mediante ensayos in vitro.

Estructuras quimicas almacenadas en archivos SMILES, SDF y
PDB (archivos .smi, .sdf y .pdb)

Caracteristicas del farmacéforo

Conjunto de caracteristicas estéricas y electronicas
responsables de una actividad biolégica especifica.
Estas pueden ser:

Donadores de puentes de hidrdgeno, aceptores de puente de
hidrégeno, area ionizable positiva, area ionizable negativa,
Interacciones hidrofébicas, anillo

aromatico, ubicacion de enlace de hierro, ubicacién de enlace
de zinc, ubicacién de enlace de magnesio,
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ubicacion de enlace de manganeso, donador de enlaces
hal6genos y volumen de exclusion.

Estas caracteristicas se representan graficamente mediante
esferas y flechas de colores

Refinar y validar en forma tedrica los
modelos generados mediante el uso de
compuestos sefiuelos e informacién
disponible en la literatura (Verdaderos
Positivos y Verdaderos Negativos)

Tolerancia de caracteristicas
farmacofoéricas

Puntuacidon numérica de ajuste tridimensional el cual permite
calcular el “Phamacophore fit”. Valores amplios permitiran un
alineamiento mas facil (méas permisivo).

Valores pequefios hacen mas estricto y preciso el alineamiento

Seleccionar y evaluar in silico los
potenciales nuevos inhibidores
producto del uso de los modelos
farmacoféricos refinados y el tamizaje
masivo de bibliotecas virtuales

Matching Features

Consenso visual de aparicion de las caracteristicas
farmacoféricas.  Estas  caracteristicas se  representan
graficamente mediante cuadrados de colores

Pharmacophore Fit

Puntuacién numérica de ajuste tridimensional entre los
ligandos y el farmacdforo. Este considera el alineamiento
espacial de las caracteristicas farmacoféricas
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8.3 Variables

¢ Informacion estructural de la proteina PknG para la construccion de modelos farmacoféricos

e Ligandos inhibidores de proteina G

e Caracteristicas del farmacoéforo

e Tolerancia de caracteristicas farmacoféricas

e Matching Features

e Pharmacophore Fit

8.4 Operacionalizacién de las variables y muestreo

Variable Definicion Naturaleza Nivel de medicion
Informacién estructural de la proteina | Las proteinas quinasas fosforilan las proteinas de su
PknG para la construccion de modelos | sustrato en la célula y de esta manera activa o inhiben un Cualitativa Nominal
farmacoféricos proceso biolégico o bioquimico
. o . Ligandos con informacion experimental inhibitoria a I .
Ligandos inhibidores de proteina G g PKNG P Cualitativa Nominal
Conjunto de caracteristicas estéricas y electronicas
Caracteristicas del farmacéforo responsables de una actividad biologica especifica. Cualitativa Nominal
Estas pueden ser:
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Donadores de puentes de hidrdgeno, aceptores de puente
de hidrogeno, area ionizable positiva, area ionizable
negativa, Interacciones hidrofébicas, anillo aromatico,
ubicacién de enlace de hierro, ubicacion de enlace de zinc,
ubicacion de enlace de magnesio, ubicacion de enlace de
manganeso, donador de enlaces halégenos y volumen de
exclusion

Tolerancia de caracteristicas
farmacoforicas

Puntuacién numérica de ajuste tridimensional el cual
permite calcular el “Phamacophore fit”. Valores amplios
permitirdn un alineamiento mas fécil (méas

permisivo). Valores pequefios hacen mas estricto y preciso
el alineamiento

Numérica

Razén

Matching Features

Dato identificado mediante el Software LigandScout que
representa las caracteristicas propias del Farmacdéforo.

Cualitativa

Nominal

Pharmacophore Fit

Valor numérico identificado mediante el software
LigandScout, que mide el nivel de ajuste del farmacdforo

Numérica

Razén
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8.5 Metodologia

8.5.1 Hardware y software

El disefio y refinamiento de los modelos farmacoforicos fueron realizados en una misma estacion
de trabajo Acer Aspire ES1-572 equipada con un procesador Intel® Core™ i3-6006U 2.00GHz
de doble nucleo, 12 GB de RAM y con un sistema operativo de Windows 10 utilizando el software
LigandScout 4.4 (Inte:Ligand, Viena, Austria).

La implementacion del servidor “Drug Hunter” se realizd segun la documentacion oficial de
LigandScout (para mas detalles ver: https://docs.inteligand.com/Is-remote/working-with-aws/)
(Kainrad, et al. 2018).

A. Disefiar modelos farmacoféricos 3D para la bUsqueda de inhibidores de PknG de
Mycobacterium tuberculosis utilizando las aproximaciones “Basado en el receptor” y
“Basado en el ligando”.

8.5.2 Busqueda bibliogréafica

Se realizd la busqueda de informacién cientifica utilizando las bases de datos bibliograficas
Pubmed, Scopus, Elsevier, ACM Digital Library, ProQuest, Scielo y Mendeley empleando
términos MeSH especializados tales como, Mycobacterium tuberculosis, farmacos
antituberculosos, farmaco-resistencia, Proteina quinasa G, inhibicion quinasa, farmacéforo, sitio
activo, y tamizaje virtual masivo para la obtencion de moléculas con actividad frente a PknG de
Mtb.

El dibujo estructural de las moléculas encontradas junto con sus enantiomeros se realiz6 con el
software ChemDraw 12.0.2 (Perkin Elmer Informatics, MA, USA).

8.5.3 Aproximacion basada en el receptor

Preparacion del receptor. La estructura cristalografica de PknG en complejo con su inhibidor
AX20017 fue obtenida del Protein Data Bank (PDB: 2PZI). Se uso0 el protocolo automatizado del
software Molecular Operating Environment (MOE 2020.09) llamado QuickPrep. Este protocolo

automatizado tiene como objetivo eliminar el solvente, afiadir hidrégenos, arreglar enlaces,
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calcular cargas y realizar un refinamiento inicial del sistema; en este protocolo se utilizaron las

opciones por defecto.

Acoplamiento molecular con Autodock VINA implementado en LigandScout. Se hizo uso del
cristal 2PZI previamente procesado en MOE como receptor de referencia dentro de LigandScout,
el espacio de sitio de union utilizado para el acoplamiento molecular fue el Pocket-grid
perteneciente al sitio activo de PknG en donde se encontraba el inhibidor AX20017.

Las lista de moléculas conformada por la Serie A-C en extension .smi se convirtié a un archivo
con formato SDF utilizando Open Babel, luego de su conversién, esta lista fue cargada al
programa en la pestafia de Structure-based como una libreria para luego ser utilizados junto con
el receptor en el acoplamiento molecular haciendo uso de Autodock VINA integrado dentro del
mismo software LigandScout 4.4.3 explorando los parametros de exhaustiveness de 80 y 800 con

10 conformaciones como respuesta.

Acoplamiento molecular con Autodock VINA local. Utilizando el cristal 2PZI procesado por MOE
dentro de la interfaz grafica de Autodock Tools 1.5.6 (Michel, et al. 1999) se cre6 una caja de
grid alrededor del sitio activo de la proteina. Las coordenadas tridimensionales (X,Y,Z) de la caja
de grid fueron establecidas en 22.628, -10.021, -3.342 con un tamafio de 70, 60, 60, esta caja fue
centrada a la macromolécula. Los compuestos derivados de aminopirimidinas fueron protonados
y preparados en .pdbgt dentro del mismo software.

Una vez obtenidos los inputs, se utilizé6 Autodock VINA local desde el simbolo de sistema de
Windows (CMD) para realizar el acoplamiento molecular explorando los pardmetros de

exhaustiveness de 80 y 800.

Disefio de farmacoforo basado en el receptor. Se analizaron las conformaciones resultantes del
acoplamiento molecular de los ligandos con PknG para obtener toda la informacién estructural en
cuanto a su orientacion dentro del sitio activo e informacidn de interacciones importantes basados
en caracteristicas como la formacion de enlaces de hidrdgeno y el contacto hidréfobo entre los
atomos del ligando con el receptor que cumple la molécula de referencia AX20017. Una vez
elegidas aquellas moléculas que cumplian con lo requerido se generaron sus farmac6foros para
posteriormente crear un modelo fusionado que permitiera detectar a todos los integrantes de su

serie quimica correspondiente.

8.5.4 Aproximacion basada en el ligando

Eleccion de moléculas. Los ligandos obtenidos de la buasqueda bibliografica junto con la

informacion de sus 1Cso 0 su porcentaje de inhibicion frente a PknG de Mtb fueron seleccionados
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en el set de entrenamiento basandose en dos reglas tedricas como requisito: (a) Seleccion de las
moléculas mas activas en donde el ICso sea < 5uM en la Serie A-C, 0 su porcentaje de inhibicion
a 100uM sea > 34 £ 6.10 en los compuestos derivados de aminopirimidinas, no excediendo un
numero mayor a 3 moléculas por serie quimica (b) Presencia de aporte de variabilidad quimica

€n sus estructuras.

Disefio de farmacdéforo basado en el ligando. En el software LigandScout, se empled el médulo
Expresso en la seccion de Ligand-based. Tras haber definido las moléculas que pertenecen al set
de Training dentro de cada familia, se utilizaron los valores por defecto de la configuracion BEST
para la creacion de conformaciones de las moléculas. LigandScout generd 10 posibles modelos
farmacoféricos dentro de los cuales se escogié al modelo que presentaba el mejor
Pharmacophore-Fit para toda la familia de moléculas, asi como también un buen alineamiento de

las caracteristicas del farmaco6foro con las estructuras de los componentes de cada serie.

B. Refinary validar en forma teérica los modelos farmacoféricos generados mediante el uso
de compuestos sefiuelos e informacién disponible en la literatura (\VVerdaderos Positivos
vy Verdaderos Negativos).

8.5.5 Refinamiento

Volumenes de exclusion. En la aproximacion basada en el receptor, los volimenes de exclusion
fueron adicionados simulando lo méas parecido posible el espacio tridimensional del sitio activo,
mientras que en la aproximacién basada en el ligando se crearon con la informacion

proporcionada por las moléculas inactivas experimentales.

8.5.6 Validacién tedrica

Moléculas sefiuelo. Para validar la capacidad de los modelos en detectar las moléculas activas
dentro de una base de datos de moléculas activas e inactivas, se crearon los sefiuelos. Por cada
molécula considerada activa se generaron 50 sefiuelos virtuales en la péagina de DUD-E.
(http://dude.docking.org/) (Mysinger, et al. 2012). Estos fueron utilizados para ambas

aproximaciones.

Andlisis de desempefio de los modelos. Para calcular los pardmetros tedricos se utilizaron los

siguientes descriptores con el fin de evaluar el desempefio de los modelos (Vuorinen y Schuster,
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2015, Lu, et al. 2011, Kratz, et al. 2014, Braga y Andrade, 2013).

e Factor de Enriquecimiento (EF) mide la densidad de activos encontrados en una base de
datos ordenada en comparacién a una seleccion aleatoria.

e Glnner-Henry score (GH) mide la precisién de selectividad que tiene el farmacéforo al
encontrar moléculas activas en una base de datos que contiene activos e inactivos.

e Curva Roc (ROC) muestra el rendimiento de un modelo en una representacion gréfica de
la sensibilidad frente a la especificidad.

e Area bajo la curva ROC (AUC) mide toda el area bidimensional por debajo de la curva
ROC.

e Sensibilidad (Se) mide la proporcion de los compuestos verdaderos positivos recuperados
con respecto a todos los compuestos activos en la base de datos.

e Especificidad (Sp) mide la proporcidn de los compuestos determinados como verdaderos

negativos con respecto a todos los compuestos negativos en la base de datos.

C. Seleccionar y evaluar in silico los potenciales nuevos inhibidores producto del uso de los
modelos farmacoforicos refinados y el tamizaje masivo de bibliotecas virtuales.

8.5.7 Tamizaje masivo usando modelos basados en el receptor

Bases de datos. La creacion de las bases de datos en LigandScout se realiz6 a partir de archivos
con extension .smi, para ello se cargaron los archivos al programa a partir de la opcion “Crear
libreria de tamizaje”, se escogio la opcién BEST para la generacion de conformaciones utilizando
sus valores por defecto los cuales son 200 conformaciones con 0.8 RMS obteniendo como
resultado la base de datos con extension .Ibd para ser utilizada.

Se realizaron tamizajes masivos en el clister virtual implementado en el AWS empleando dos
bases de datos: (a) La base de datos de ChEMBL21 conformada por 1,578,014 moléculas (Davies,
et al. 2015) y (b) La base de datos de Productos Naturales (ProdNat) de la compafiia Inte:Ligand
conformada por 111,000 moléculas. Esta segunda base solo fue utilizada en la aproximacion
basada en el receptor por colaboracion con la empresa, en la aproximacion basada en el ligando

no fue empleada.

Tamizaje masivo y moléculas seleccionadas. El tamizaje masivo fue realizado con el uso de los
parametros por defecto los cuales fueron: utilizar el Pharmacophore fit como score, coincidir
todas las caracteristicas farmacoforicas, el modo de deteccion detenido después de la primera

conformacion de coincidencia y volimenes de exclusion comprobados durante el proceso de
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tamizaje. Las moléculas detectadas (hits) por los modelos farmacoféricos producto del tamizaje
virtual masivo fueron filtradas a través del acoplamiento molecular con el receptor 2PZI
previamente procesado en MOE dentro del software LigandScout para asegurar a aquellos “hits”
que realizaban las interacciones de importancia en el sitio activo y presentaban una buena

orientacion espacial.

Analisis de candidatos finales. La informacion recopilada de los hits aprobados del filtro anterior
fue depositada en un Excel. Se cre6 una tabla en donde se coloco la informacion de cada hit
referente a: estructura 2D, score de VINA, Pharmacophore Fit-Score de LigandScout,
conformacion de la molécula que realiza las interacciones importantes, nimero de Matching
features, tipos de Matching features e informacion proveniente de la base de ChEMBL
(https://www.ebi.ac.uk/chembl/) como su actividad bioldgica, presencia en proyectos,
publicaciones y disponibilidad comercial. Con el uso de filtros dentro de la tabla creada se llevo
a cabo el andlisis de candidatos dando prioridad a aquellos que se encontraran disponibles
comercialmente seguido de su score de VINA.

8.6 Aspecto ético

El presente trabajo de investigacion consistio en realizar simulaciones computacionales (ensayos
in silico) donde, las principales herramientas fueron softwares especializados (ChemDraw 12.0.2,
Open Babel, Autodock Tools 1.5.6, Autodock VINA, MOE 2020, LigandScout 4.4.3) y
ordenadores.

Todos los experimentos se realizaron por triplicado, lo cual asegurd la total reproducibilidad y
calidad de los datos obtenidos. De esta forma, los aspectos éticos ligados a la calidad académica

estan asegurados.
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IX. RESULTADOS

A. Disefiar modelos farmacoféricos 3D para la blUsqueda de inhibidores de PknG de
Mycobacterium tuberculosis utilizando las aproximaciones “Basado en el receptor” y
“Basado en el ligando”.

9.1 Busqueda bibliografica

Producto de la busqueda bibliogréafica haciendo uso de los términos MeSH: Tuberculosis,
Mycobacterium tuberculosis, farmacos antituberculosos, farmaco-resistencia, Proteina quinasa G,
inhibicién quinasa, farmacdéforo, sitio activo, acoplamiento molecular y tamizaje virtual masivo,
en las bases de datos Pubmed, Scopus, Elsevier, ACM Digital Library, ProQuest, Scielo y
Mendeley, se lograron encontrar 141 moléculas evaluadas frente a la quinasa PknG de Mtb
(Fancelli, et al. 2002, Bacher, et al. 2003, Walburger, et al. 2004, Patd, et al. 2004, Scherr, et al.
2007, Székely, et al. 2008, Hegymegi-Barakonyi, et al. 2008, Patd, et al. 2009, Missio, et al.
2009, Anand, et al. 2012, Sipos, et al. 2015, Caballero, et al. 2018, Kanehiro, et al. 2018).
Ademas, se logré establecer una linea cronolégica de los hallazgos mas relevantes en el campo
del descubrimiento de inhibidores de PknG de Mtb (Gréaficos 1y 2). Destacan los estudios de
Walburger, et al. 2004 por investigar de manera in vitro el rol de PknG de Mtb dentro de los
macréfagos confirmando que AX20017 bloguea la actividad quinasa de PknG sin afectar al
crecimiento de los macréfagos, Scherr, et al. 2007 por demostrar la alta selectividad de AX20017
para inhibir a PknG y reportar su estructura cristalografica en el Protein Data Bank (PDB:2PZI)
en el cual se da méas detalle estructural de los dominios que lo conforman y el sitio activo, y
Caballero, et al. 2018 por resumir, estudiar estructuralmente algunos inhibidores de PknG y
proporcionar un esquema de los aminoacidos de importancia que conforman su sitio activo.
Dentro de las moléculas encontradas destacan las Series A y C, denominadas de esta manera por
Caballero, et al. 2018, ambos derivados sintéticos con un nucleo de tetrahidrobenzotiofeno
(Tablas 1 y 2). La serie A se encuentra compuesta por un total de 16 moléculas, tomando en
cuenta sus enantiémeros, destacando a A1 (AX20017) por ser la molécula que a menudo se ha
tomado como referencia debido a los numerosos estudios y resultados que posee con PknG y A9
por ser el Unico en presentar como novedad quimica un benzodioxiol como sustituyente en toda
la serie A, ambas tienen valores de 1C50 de 0.38uM y 0.01uM (Tabla 1). La serie C cuenta con
16 moléculas resaltando C270 y C286 dado que presentan los menores valores de IC50 de ~
0.9uM y ~ 2 uM (Tabla 2).

Asi mismo se encontraron 17 compuestos derivados de aminopirimidinas, las cuales presentan un

porcentaje inhibicion a la actividad quinasa de PknG de Mtb en el rango de 53.61 - 3.65 a 100
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uM, siendo las moléculas 6 2, 6 9y 6 11 clasificadas como el top3 mas activo seglin su autor

Anand, et al. 2012, por lo que se tomaron en cuenta dentro del estudio (Tabla 3).
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Graéfico 1

Linea cronologica perteneciente a la Serie A

Mide la actividad quinasa Describe un método AXZOON publicado Menciona gue el
de PknG basada en la sencillo para la deteccion c_>r|g_|n_almente como un szp 017 inhibe
fosforilacion de la proteina de farmacorresistencia en mhlbldor de la f amilia es_pt_emflcamente la
de mielina bésica (MBP) Mth quinasa dgp_endlente de actividad de PknG en
ciclina Mtb
. Patente - Fancelli, et Walburger, et al.
Koul, et al. 2001 Palomino, et al. 2002 Al 2002 2004
Reporte de la Descubrimiento de farmacos Determina un protocolo
estructura del cristal inhibitorios de quinasas para la medicién de MIC
de PknG (2PZI) en el utilizando Vichem’s Nested de farmacos
Protein Data Bank Chemical Library™ (NCL) antituberculosos en Mtb

Utiliza NCL y el protocolo Reporta las moléculas A4 - Recopila la informacion Estudia a detalle y brinda
MIC de Saint-Joanis, et A10 luego de ensayos de estructural e inhibitoria de informacidn estructural del
al.2006 en analogos de actividad de inhibicion las moléculas Al - A10 sitio activo de PknG.

AX20017 con PknG quinasa en PknG de Mtb contra PknG de Mtb Menciona la Serie A-C
Székely, et al. 2008 Hegymegy-Barakonyi,  Sipos, et al. 2015 SRVl I570, GElL
et al. 2008 2018
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Grafico 2

Linea cronoldgica perteneciente a la Serie C

Muestra los compuestos de
la Serie C como derivados
de tetrahidrobenzotiofeno
y su actividad frente a
PknG

Proporciona los I1Cs de la
Serie C utilizando el
método de inhibicion

quinasa de Koul, et al.
2001

Continuaciones de la patente de Bacher, et al. 2003
Mencionan la inhibicion de la Serie C junto con su ICso
frente a PknG de Mtb utilizando el método de inhibicion
quinasa de Koul, et al. 2001

Patente - Pato, et al.

2004
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Tabla 1

Moléculas que conforman la Serie A

Serie A

Cddigo

Estructura quimica

Actividad
Inhibitoria
(1Cs0 M)

Referencia
bibliografica

Al
(AX20017)

e:59

0.38

Fancelli, et
al. 2002 (15)
Walburger,
et al. 2004
(65)
Scherr, et al.
2007 (54)
Székely, et
al. 2008 (62)
Sipos, et al.
2015 (60)
Caballero, et
al. 2018 (8)

A2

254
O

0.68

Sipos, et al.
2015 (60)
Caballero, et
al. 2018 (8)

A3

S50

0.53

Sipos, et al.
2015 (60)
Caballero, et
al. 2018 (8)

Ad

0
NH,
H
N >i
HO S >—NH
o)
H

0.03

Hegymegi-
Barakonyi, et
al. 2008 (16)
Sipos, et al.

2015 (60)
Caballero, et
al. 2018 (8)
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A5

NH,

HO S > <

Br

0.02

Hegymegi-
Barakonyi, et
al. 2008 (16)
Sipos, et al.

2015 (60)
Caballero, et

al. 2018 (8)

SR_A6

NH»

/,///

NH

HO S > <

o}
Cl

0.02

Hegymegi-
Barakonyi, et
al. 2008 (16)
Sipos, et al.

2015 (60)
Caballero, et

al. 2018 (8)

RS_A6

NH,

NH
HO S >/|||II|||-
0]

Cl

0.02

Hegymegi-
Barakonyi, et
al. 2008 (16)
Sipos, et al.

2015 (60)
Caballero, et

al. 2018 (8)

RR_A6

NH,

I,///

S
N
K

AN P

0.02

Hegymegi-
Barakonyi, et
al. 2008 (16)
Sipos, et al.

2015 (60)
Caballero, et

al. 2018 (8)

SS_A6

Cl
O
NH,
H
N
HO S
O

Cl

0.02

Hegymegi-
Barakonyi, et
al. 2008 (16)
Sipos, et al.

2015 (60)
Caballero, et

al. 2018 (8)
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A7

NH,

Cl

Cl

0.04

Hegymegi-
Barakonyi, et
al. 2008 (16)
Sipos, et al.

2015 (60)
Caballero, et

al. 2018 (8)

A8

NH,

HO

g/

0.05

Hegymegi-
Barakonyi, et
al. 2008 (16)
Sipos, et al.

2015 (60)
Caballero, et

al. 2018 (8)

A9

NH;

0.01

Hegymegi-
Barakonyi, et
al. 2008 (16)
Sipos, et al.

2015 (60)
Caballero, et

al. 2018 (8)

SR_A10

T

HO S ;> <

0.05

Hegymegi-
Barakonyi, et
al. 2008 (16)
Sipos, et al.

2015 (60)
Caballero, et

al. 2018 (8)

RS _A10

NH

) —_—

0.05

Hegymegi-
Barakonyi, et
al. 2008 (16)
Sipos, et al.

2015 (60)
Caballero, et

al. 2018 (8)
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RR_A10

NH,

\ S
NH R

o

0.05

Hegymegi-
Barakonyi, et
al. 2008 (16)
Sipos, et al.

2015 (60)
Caballero, et
al. 2018 (8)

SS_A10

NH,

T

HO

H

0.05

Hegymegi-
Barakonyi, et
al. 2008 (16)
Sipos, et al.

2015 (60)
Caballero, et
al. 2018 (8)

incluyen sus enantiomeros y referencias.

Nota. Se muestran las moléculas de la Serie A junto con sus 1Cso correspondientes, asi mismo se
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Tabla 2

Moléculas que conforman la Serie C

Serie C

Cadigo

Estructura quimica

Actividad
Inhibitoria
(1Cs0 uM)

Referencia
bibliografica

C238

HoN

ZT

Bacher, et al.
2003 (5)
Pato, et al.
2004 (47)
Pato, et al.
2009 (48)
Missio, et al.
2009 (39)

R_C23

HoN

///, ‘",
.

> 30

Bacher, et al.
2003 (5)
Pato, et al.
2004 (47)
Pato, et al.
2009 (48)
Missio, et al.
2009 (39)

S C23

H,N

X

>30

Bacher, et al.
2003 (5)
Pato, et al.
2004 (47)
Pato, et al.
2009 (48)
Missio, et al.
2009 (39)

C240

HN

ZT

~16

Bacher, et al.
2003 (5)
Pato, et al.
2004 (47)
Pato, et al.
2009 (48)
Missio, et al.
2009 (39)
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C250

>30

Bacher, et al.
2003 (5)
Pato, et al.
2004 (47)
Pato, et al.
2009 (48)
Missio, et al.
2009 (39)

C252

~19

Bacher, et al.
2003 (5)
Pato, et al.
2004 (47)
Pato, et al.
2009 (48)
Missio, et al.
2009 (39)

C255

Bacher, et al.
2003 (5)
Pato, et al.
2004 (47)
Pato, et al.
2009 (48)
Missio, et al.
2009 (39)

C256

>30

Bacher, et al.
2003 (5)
Pato, et al.
2004 (47)
Pato, et al.
2009 (48)
Missio, et al.
2009 (39)

C266

NH,

Bacher, et al.
2003 (5)
Pato, et al.
2004 (47)
Pato, et al.
2009 (48)
Missio, et al.
2009 (39)
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R_C26

NH»

~17

Bacher, et al.
2003 (5)
Pato, et al.
2004 (47)
Pato, et al.
2009 (48)
Missio, et al.
2009 (3)

S_C26

~17

Bacher, et al.
2003 (5)
Pato, et al.
2004 (47)
Pato, et al.
2009 (48)
Missio, et al.
2009 (39)

R_C27

o
e
w

~0.9

Bacher, et al.
2003 (5)
Pato, et al.
2004 (47)
Pato, et al.
2009 (48)
Missio, et al.
2009 (39)

S_C27

~09

Bacher, et al.
2003 (5)
Pato, et al.
2004 (47)
Pato, et al.
2009 (48)
Missio, et al.
2009 (38)

R_C28

W

.
™
\\

~12

Bacher, et al.
2003 (5)
Pato, et al.
2004 (47)
Pato, et al.
2009 (48)
Missio, et al.
2009 (39)
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NH; Bacher, et al.
2003 (5)
Pato, et al.
S C28 ~ 2004 (47)
| \ NH 12 Pato, et al.
2009 (48)

S Missio, et al.
2009 (39)

Bacher, et al.
2003 (5)
Pato, et al.
2004 (47)
Pato, et al.
2009 (48)
Missio, et al.
2009 (39)

C286

Nota. Se muestran las moléculas de la Serie C junto con sus ICso correspondientes, asi mismo se

incluyen sus enantiomeros y referencias.
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Tabla 3
Moléculas derivadas de las aminopirimidinas

Aminopirimidinas
Porcentaje
- - de Referencia
Codigo Estructura quimica inhibicion | bibliografica
a 100 uM
)\
Anand, et al.

x\

23 +1.86 2012 (4)

N
F

Anand, et al.

6 2 O O 43 +2.94 2012 (4)
)\N F
/
Anand, et al.

6.3 ‘ ‘ 112032 | AEL e

/\/\// NH2
Anand, et al.
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| =
Anand, et al.
65 ‘ 5+0.78 2012 (4)
[e) OH
o8
/\/\//N
L |
Anand, et al.
J
Anand, et al.
6 7 11+0.76 2012 (4)
Anand, et al.
6 8 29 + 3.03 2012 (4)
Anand, et al.
69 53+0.61 2012 (4)
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Anand, et al.

6_10 12 +0.34 2012 (4)
6 11 43+ 0.61 Ar;%nldz, Ztl)al.
6 12 28 + 4.20 Anz%nldz, (e‘tl)al.
6 13 35 + 5.97 Anz%nldz, (e‘tl)al.
6 14 41+ 078 AnZ%nldz, Zz‘tl)al.

Br
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Anand, et al.

6 15 19+5.84 2012 (4)
Br
Anand, et al.
6 16 5+0.41 2012 (4)
(o]
L
Anand, et al.
6 17 34 +6.10 2012 (4)

Nota. Se muestra las moléculas derivadas de Aminopirimidinas junto con sus porcentajes de

inhibicion y su autor de referencia.
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9.2 Aproximacion basada en el receptor

9.2.1 Validacioén del protocolo de acoplamiento molecular para la Serie A-C

La validacion del protocolo de acoplamiento molecular para la Serie A-C se realizé usando una
implementacion de Autodock Vina dentro del programa LigandScout (Inte:Ligand, Viena,
Austria). Esta validacion consistié en la reconstruccion o reproduccién de la informacion
experimental depositada en el Protein Data Bank bajo el cddigo 2PZI (PDB: 2PZIl), el cual
presenta al inhibidor AX20017 y la proteina quinasa G de Mtb (PknG) formando un complejo. La
orientacion del célculo tedrico en el sitio activo de PknG, resultado del acoplamiento molecular,
reportd una buena superposicion espacial con las coordenadas de los atomos del célculo
experimental de la molécula AX20017 (Figura 1) obteniendo valores de RMSD de 0.92A en
promedio (Tabla 4). Los experimentos fueron realizados por triplicado para asegurar la
reproducibilidad del protocolo y del ordenador en uso, de estos experimentos se demostré que el
pardmetro 800 de exhaustiveness fue suficiente para reconstruir el complejo experimental,
ademas, la conformacion tetrica logrd reproducir las interacciones intermoleculares del
compuesto AX20017 en el sitio activo de PknG reportadas experimentalmente en el cristal 2PZI
(Scherr, et al. 2007) (Figura 2).

Figura 1

Validacion del protocolo de acoplamiento molecular para la Serie A-C

RMSD 0.92A

Nota. (a) Vista general de los complejos PknG de Mth y AX20017; en color gris conformacién
calculada por acoplamiento molecular de AX20017 y en turquesa la hallada experimental; (b)
RMSD calculado entre la conformacion experimental y las conformaciones obtenidas por

acoplamiento molecular de AX20017.
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Tabla 4

RMSD de validacién del protocolo de acoplamiento molecular para la Serie A-C

Validacion del protocolo de acoplamiento molecular - Serie A-C
Molécula Célculo 1 (RMSD) | Célculo 2 (RMSD) | Calculo 3 (RMSD)
Al (AX20017) 0.53 1.12 1.12

Nota. VValores de RMSD obtenidos por los calculos por triplicado para la validacién del protocolo
de acoplamiento molecular entre AX20017 y PknG de Mtb utilizando Autodock Vina integrado
en LigandScout.

Figura 2

Mapas de interacciones intermoleculares entre el compuesto AX20017 y la proteina PknG de Mtb

Calculo tedrico J§ M 2rz) (21 ax20017  Cdlculo experimental

GLU233A

Nota. Interacciones halladas a partir del célculo de acoplamiento molecular con Autodock Vina
implementado en LigandScout (izquierda) e interacciones encontradas del analisis del cristal 2PZI
(derecha).
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9.2.2 Disefio de farmacdforo para Serie A-C

9.2.2.1 Calculos de acoplamiento y andlisis de las interacciones

moleculares para la Serie A-C
Validado el protocolo de acoplamiento molecular de la Serie A-C, se procedio a estudiar los
respectivos modos de unién de cada uno de los miembros de las familias frente a PknG de Mtb.
Para este objetivo se realizaron en total 96 calculos de acoplamiento molecular debido a que cada
calculo de un compuesto fue ejecutado por triplicado para poder apreciar la reproducibilidad, de
estos 96 calculos, 48 fueron para la serie A 'y 48 para la serie C debido a que ambas series se
encuentran conformadas por 16 moléculas cada una. Como ejemplos representativos se muestran
las conformaciones obtenidas del acoplamiento molecular para las moléculas A4, A5y A9 (Figura
3) las cuales segun la literatura hallada presentan 1Csos de 0.03uM, 0.02uM y 0.01uM

respectivamente. (para méas informacion ver anexos)

Figura 3
Reproducibilidad de los célculos triplicados de acoplamiento molecular para moléculas de la
Serie A-C frente a PknG de Mtb

Nota. (a) Superposicion de calculos de la molécula A4; (b) Superposicion de célculos de la

molécula A5; (c) Superposicion de calculos de la molécula A9.
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Se establecieron criterios de corte para poder agrupar a las moléculas de la Serie A-C como activas
e inactivas. Los criterios usados fueron:
1) La correcta disposicion tridimensional del resultado del acoplamiento molecular dentro del
sitio activo y sitio catalitico.
2) Las interacciones moleculares de cada molécula en comparacién al AX20017.

3) Laenergia de unién proporcionada por LigandScout.

Tomando como referencia 0 molécula control las interacciones moleculares realizadas por el
inhibidor AX20017 con PknG, se pudo apreciar como las moléculas con un ICso < 5 uM lograban
recrear la red de interacciones moleculares indispensables para reportar inhibicion in vitro. Estas
interacciones fueron indispensables para obtener valores bajos de ICso. Del anélisis y aplicacion
de los criterios antes mencionados se logrd apreciar a dos grupos claramente marcados y
denominados como moléculas “activas” y moléculas “inactivas”. El primero caracterizado por
presentar ICso de >5 uM e interacciones similares a AX20017. El segundo dominado por ICsode
<5 uM e interacciones diferentes a AX20017 (Tablas 5y 6). Dentro del sitio activo de PknG, la
disposicién tridimensional de los integrantes de la Serie A-C respaldan lo antes mencionado
(Figuras 4y 5).

Tabla 5

Moléculas activas de la Serie A-C con sus respectivos ICso reportados en la literatura.

Moléculas ACTIVAS

Moléculas ICso (uM) [l Moléculas | 1Cso (uM)
AXX2017(Al1) 0.3
A2 0.68 C255 ~3
A3 0.53
A4 0.03
A5 0.02 C266 ~3
A6* 0.02
A7 0.04
A8 0.05 Cc286 "2
A9 0.01 *
ALO* 0.05 C270 0.9

Nota. (*) moléculas que presentan enantiomeros.
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Tabla 6

Moléculas inactivas de la Serie C con sus respectivos I1Cso reportados en la literatura

Molécula ICs0 (uM)
C238 ~5
C239* >30
C240 ~16
C250 >30
C252 ~19
C256 >30
C267* ~17
C284* ~12

Nota. (*) moléculas que presentan enantiémeros.

Figura 4
Disposicion tridimensional de acoplamiento molecular dentro del sitio activo de PknG de las
moléculas denominadas como ACTIVAS

Nota. (a) Serie A; (b) Serie C; en color turquesa se muestra el inhibidor AX20017 experimental.
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Figura 5
Disposicion tridimensional de acoplamiento molecular dentro del sitio activo de PknG de las

moléculas denominadas como INACTIVAS en la Serie C

Nota. En color turquesa se muestra el inhibidor AX20017 experimental.

Se destaca el haber podido recrear lo encontrado en la literatura llevando a cabo un registro de los
tipos de interacciones moleculares que presentaron cada una de las moléculas activas siendo todas
las primeras conformaciones de los resultados del acoplamiento molecular adecuadas para poder
cumplir con las interacciones moleculares caracteristicas del AX20017, asi como también

potenciales nuevas interacciones (Tabla 7).
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Tabla 7

Interacciones moleculares de las moléculas ACTIVAS de la Serie A-C unidas al sitio activo de PknG mediante acoplamiento molecular

Molécula

Aminoacidos que conforman el sitio activo/sitio catalitico de PknG

ILE86

ASP87

ALA91

LEU92

ILE157

ALA158

ILE165

VAL179

LYS181

MET232 | GLU233*

TYR234 | VAL235*

AX20017 (A1)

A2

A3

A4

A5

Ab

RS_A6

RR_A6

SR_A6

SS_A6

A7

A8

A9

Al10

RS_A10

RR_A10

SR_A10

SS_A10

C255

ASN281

MET283

ILE292

ASP293

C266

R_C270

S_C270

C286

Nota. Los aminoacidos en color negro son aquellos reportados por la literatura en PknG (Caballero, et al. 2018); aminoacidos de color rojo muestran potenciales
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nuevas interacciones detectadas en LigandScout. El color amarillo representa interacciones hidrofdbicas, color rojo aceptores de enlaces de hidrdgeno, color
verde donadores de enlaces de hidrégeno y color blanco ausencia de interaccion con el aminoacido. (*) aminoacidos importantes esenciales para una buena

interaccion.

Del mismo modo se muestra el registro de los tipos de interacciones moleculares que presentan las moléculas denominadas como inactivas de la Serie C (Tabla
8)

Tabla 8
Interacciones moleculares de las moléculas INACTIVAS de la Serie C unidas al sitio activo de PknG mediante acoplamiento molecular.

Aminoacidos que conforman el sitio activo/sitio catalitico de PknG

Molécula
ILE86 | ASP87 | ALA91 | LEU92 | ILE157 | ALA158 | ILE165 | VAL179 | LYS181 | MET232 | GLU233* | TYR234 | VAL235* | ASN281 | MET283 | ILE292 | ASP293
AX20017 (A1) H i

C238

C240

C250

C252

C256

R_C239

S _C239

R_C267

S_C267

R_C284
S_C284

Nota. A pesar de que los enantiomeros de la molécula C284 forman una interaccién molecular de importancia con VAL235, la disposicion tridimensional de
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ambos dentro del sitio activo de PknG es incorrecta incumpliendo asi con el primer criterio de seleccion. EI color amarillo representa interacciones hidrofobicas,
color rojo aceptores de enlaces de hidrogeno, color verde donadores de enlaces de hidrégeno y color blanco ausencia de interaccion con el aminoacido. AX20017

se muestra como control. (*) aminoécidos importantes esenciales para una buena interaccién.
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9.2.2.2 Creacion de farmacé6foro para la Serie A-C

En el médulo de aproximacion “Structure-Based”, primero se procedio a crear los modelos
farmacoféricos para cada integrante de la familia para posteriormente crear un modelo unificado
o fusionado, sin embargo, este modelo general no logré detectar a todos los integrantes de la
familia dado que solo lleg6 a detectar cinco de dieciséis moléculas (5/16). Por esta razon se
procedi6é a ver qué modelos lograban detectar a la mayoria de moléculas tomando a los mas

activos como referencia para su creacion (Tabla 9).

Tabla 9
Matriz de combinaciones de modelos farmacoféricos fusionados testeados para la deteccion de
los integrantes de la Serie A.

Al | A4 A5 | RS_A6 |SR_A6 | RR_A6|SS_ A6 | A7 | A8 | A9
Al X |0/16| 2/16 8/16 14/16 6/16 7/16 | 0/16 | 0/16 | 0/16
A4 0/16 | X | 1/2016 | 1/16 1/16 1/16 0/16 | 0/16 | 0/16 | 0/16
A5 2/16 | 1/16 X 1/16 1/16 1/16 0/16 | 0/16 | 0/16 | 0/16

RS_AG6 | 8/16 | 1/16 | 1/16 X X X X 1/16 | 0/16 | 0/16
SR_AG6 | 14/16 | 1/16 | 1/16 X X X X 0/16 | 1/16 | 0/16
RR_A6 | 6/16 | 1/16 | 1/16 X X X X 1/16 | 1/16 | 0/16
SS_A6 | 7/16 | 0/16 | 0/16 X X X X 0/16 | 0/16 | 0/16

A7 0/16 | 0/16 | 0/16 1/16 0/16 1/16 0/16 X | 0/16 | 0/16
A8 0/16 | 0/16 | 0/16 0/16 1/16 1/16 0/16 | 0/16 | X | 0/16
A9 0/16 | 0/16 | 0/16 0/16 0/16 0/16 0/16 | 0/16 | 0/16 | X

Nota. Sombreado en amarillo la combinacion que detecta la mayoria de las moléculas; (X)

combinaciones no realizadas por tratarse de la misma molécula.
Tomando los modelos farmacoféricos de las moléculas A1l (AX20017) y SR_AG6 se procedi6 a

crear el farmacoforo de la Serie A-C. Este nuevo farmacéforo involucra 7 caracteristicas

farmacoféricas (Tablal0) con una disposicion espacial especifica (Figura 6).
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Tabla 10

Composicion del farmacéforo para la Serie A-C.

Nombre de la Tipo de Coordenadas
o ) Tamafio de
caracteristica caracteristica tridimensionales ]
Tolerancia
farmacoforica farmacoférica X Y z
H1 Hidrdéfobo 24.19 -11.49 -6.68 0.9
H2 Hidrdéfobo 21.25 -9.69 -5.48 1.0
H3 Hidréfobo 18.07 9.15 -0.94 0.75
Aceptor de enlaces
AH1 25.23 -11.95 | -12.35 1.5

de hidrégeno

Aceptor de enlaces
AH2 ) 24.06 -11.28 0.73 1.5
de hidrégeno

Donador de enlaces
DH1 o 24.94 -11.66 -2.89 1
de hidrégeno

Donador de enlaces
DH2 o 20.86 -0.97 -3.07 0.90
de hidrdégeno

Nota. Se hace mencion de sus caracteristicas farmacoféricas junto con sus coordenadas

tridimensionales y tamafio de tolerancia.

Figura 6

Disposicion espacial del farmacéforo creado para la Serie A-C.

Nota. Las caracteristicas farmacoféricas se encuentran codificadas por colores: hidréfobo
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(amarillo), aceptores de enlaces de hidrégeno (rojo), donadores de enlaces de hidrdgeno (verde);
los tamarios de las caracteristicas indican el cambio de tamafio de tolerancia. Se muestra también

las distancias entre cada una de ellas en angstroms (A).

Al realizar el tamizaje inicial sélo con las moléculas activas de la Serie A-C el farmacdéforo logré
detectar a todas estas moléculas logrando una tasa de aciertos del 100%

El orden descendente de la lista de hits clasificado por el Pharmacophore-Fit Score guarda
similitud con lo reportado experimentalmente con valores de ICso en ensayos in vitro para estas
moléculas frente a PknG lo que indica que el farmacoforo no sélo es capaz de detectar todas las
moléculas activas, sino que identifica y organiza en primer lugar a las moléculas més activas

dentro de la misma serie (Figura 7).

Figura 7
Tasa de aciertos del farmacoforo de la Serie A-C en la aproximacion basada en el receptor.

Hits for Query =Merged [AX20017, 6]« Hitrate: 100.00% (20 of 20)

Mame

Nota. Los Matching Features corresponden a la distribucion del patrén de caracteristicas
farmacoféricas codificadas por colores que coinciden en su disposicion con las moléculas; se
observa también el Pharmacophore-Fit Score, la naturaleza de las moleculas dentro de la libreria

siendo separadas en activas o sefiuelos y el Score.
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9.2.3 Validacioén del protocolo de acoplamiento molecular para las
Aminopirimidinas

La validacion del protocolo de acoplamiento molecular para los compuestos derivados de
aminopirimidinas se realiz6 utilizando Autodock Vina local. Esta validacion consistié en la
creacion de una caja de grid utilizando la interfaz grafica de Autodock Tools 1.5.6 abarcando el
sitio activo de PknG para la reproduccion del cristal 2PZIl (Figura 8) y posteriormente el
acoplamiento molecular haciendo uso de Autodock Vina local desde el simbolo del sistema (CMD
de Windows). El resultado del acoplamiento molecular report6 una buena superposicion espacial
de las coordenadas experimentales del AX20017 co-cristalizado en 2PZI, y las calculadas,
AX20017 acoplado molecularmente con la caja de grid creada (Figura 9) obteniendo valores de
RMSD de 0.71A en promedio (Tabla 11). Los experimentos fueron realizados por triplicado para
asegurar la reproducibilidad del protocolo y del ordenador en uso. De estos experimentos se
demostré que el parametro 80 de exhaustiveness fue suficiente para confirmar que la caja de grid
creada fue iddnea al lograr reconstruir con éxito el complejo del cristal 2PZI tanto en orientacion
espacial como en la reproduccién de las interacciones intermoleculares del compuesto AX20017

en el sitio activo de PknG reportadas experimentalmente (Scherr, et al. 2007) (Figura 10).

Figura 8
Caja de Grid creada en Autodock Tools 1.5.6

Dimensiones
X=70
Y =60
Z=60

Nota. Se cre0 la caja de grid abarcando los aminoacidos del sitio activo de PknG (cuadros rosados)

para el acoplamiento molecular de compuestos derivados de aminopirimidinas. Asi mismo se
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muestran las dimensiones de la caja de grid en los ejes X, Y, Z.

Figura 9

Validacion del protocolo de acoplamiento molecular para los derivados de aminopirimidinas

RMSD 0.71A

Nota. (a) Vista general de los complejos PknG de Mtb y AX20017; en color gris conformacion
calculada por acoplamiento molecular de AX20017 y en turquesa la hallada experimental; (b)
RMSD calculado entre la conformacion experimental y las conformaciones obtenidas por

acoplamiento molecular de AX20017.

Tabla 11
RMSD de validacion de la caja de grid

Validacion del protocolo de acoplamiento molecular - aminopirimidinas
Conformacién | Célculo 1 (RMSD) | Célculo 2 (RMSD) | Célculo 3 (RMSD)
1 0.713 0.715 0.728

Nota. Valores de RMSD obtenidos por los calculos por triplicado para la validacién de la caja de
grid y del protocolo de acoplamiento molecular entre AX20017 y PknG de Mtb en Autodock Vina

local.
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Figura 10

Mapas de interacciones intermoleculares entre el compuesto AX20017 y la proteina PknG de Mtb

Calculo tedrico [ W (2rz) (2], 7 Célculo experimental

Nota. Interacciones halladas a partir del calculo de acoplamiento molecular con Autodock Vina

local (izquierda) e interacciones encontradas del analisis del cristal 2PZI (derecha).

9.2.4 Disefio de farmacdforo para Aminopirimidinas

9.2.4.1 Calculos de acoplamiento y analisis de interacciones moleculares
para Aminopirimidinas

Una vez validado el protocolo de acoplamiento molecular de los derivados de aminopirimidinas,
se estudiaron los modos de unién de estas moléculas frente a PknG, para ello se realizaron 51
calculos de acoplamiento molecular en total siendo cada calculo realizado por triplicado para
asegurar la reproducibilidad de los resultados. Como ejemplos representativos se muestran las
conformaciones obtenidas del acoplamiento molecular de las moléculas 6_2,6 9y 6_11 (Figura
11) las cuales presentan porcentajes de inhibicion a 100uM de 43+2.94%, 53+0.61% y 43+0.61%
respectivamente. Estas moléculas fueron las tres més activas de un total de diecisiete moléculas

(para mas informacion ver anexos).
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Figura 11
Reproducibilidad de los célculos triplicados de acoplamiento molecular para moléculas de los

compuestos derivados de aminopirimidinas frente a PknG de Mtb

Nota. (a) Superposicién de calculos de la molécula 6 2; (b) Superposicion de célculos de la

molécula 6_9; (c) Superposicion de calculos de la molécula 6_11.

Tomando como referencia las interacciones moleculares realizadas por el inhibidor AX20017 con
PknG, se pudo comprobar que todos los derivados de aminopirimidinas a pesar de disminuir en
su porcentaje de inhibicion lograron recrear la red de interacciones moleculares indispensables

por lo que se tomaron a todas como activas. (Figura 12).
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Figura 12
Resultados de acoplamiento molecular para moléculas de los compuestos derivados de

aminopirimidinas frente a PknG de Mtb

Nota. Todos los compuestos derivados de aminopirimidinas presentan la misma orientacion

espacial dentro del sitio activo de PknG.

Se llevo un registro de los tipos de interacciones moleculares que realizan cada una de los

derivados de aminopirimidinas en el sitio activo de PknG (Tabla 12).

62



Tabla 12

Interacciones moleculares de los derivados de Aminopirimidinas unidas al sitio activo de PknG mediante acoplamiento molecular

Aminoacidos que conforman el sitio activo/sitio catalitico de PknG

ILE
292

Molécula ILE | ASP | ALA | LEU | ILE ALA ILE VAL | LYS | MET
86 87 91 92 | 157 | 158 | 165 | 179 | 181 | 232

ASP
293

AX20017

6_1

62

63

6_4

65
6.6

6.7

68

69

6_10

6_11

6_12

6_13

6_14

6_15

6_16

6_17

Nota. Los amino&cidos en color negro son aquellos reportados por la literatura de PknG (Caballero, et al. 2018); amino&cidos de color rojo muestran potenciales
nuevas interacciones detectadas en LigandScout. EI color amarillo representa interacciones hidrofobicas, color rojo aceptores de enlaces de hidrégeno, color
verde donadores de enlaces de hidrogeno y color blanco ausencia de interaccion con el aminoécido. AX20017 se muestra como control. (*) aminoécidos

importantes esenciales para una buena interaccion
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9.2.4.2 Creacion de farmacdéforo para Aminopirimidinas

En el modulo de aproximacion “Structure-based” , se procedio a crear los modelos farmacoforicos para cada integrante de la familia para posteriormente crear
un modelo unificado o fusionado tomando como referencia las moléculas mas activas de la serie: es decir, las moléculas con mayor porcentaje de inhibicion

frente a PknG. Estas a su vez fueron seleccionadas al aportar variabilidad quimica dentro del ndcleo principal de aminopirimidinas (Figura 13).

Figura 13

Moléculas usadas para la creacion del farmacoforo de la serie de aminopirimidinas

6.2

6.9

Hz

N
Nl/l\\“‘- N
C ” O
(8] OH Cl

Porcentaje de inhibicion:53+0.61%

Porcentaje de inhibicién: 43+£0.61%

NHy

N \N

Porcentaje de inhibicion: 35+5.97%

Nota. Se muestra su porcentaje de inhibicion y los respectivos sustituyentes quimicos (color rojo) alrededor del nucleo de la familia (color azul).
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A continuacién, se realizé una matriz para evaluar el desempefio de los modelos farmacoféricos

fusionados en la deteccién de los compuestos derivados de aminopirimidinas (Tabla 13).

Tabla 13
Matriz de combinaciones de modelos farmacofdricos fusionados para la deteccién de los

derivados de aminopirimidinas

6.9 62 6_11 6_13
6.9 X 0/17 7/17 12/17
62 0/17 X 0/17 0/17
6_11 6/17 0/17 X 6/17
6_13 11/17 0/17 6/17 X

Nota. Sombreado en amarillo la combinacion que detecta la mayoria de las moléculas. (X)

combinaciones no realizadas por tratarse de la misma molécula.

Tomando los modelos farmacoféricos de las moléculas 6 9 y 6 13 se procedié a crear el
farmacoforo de los derivados de aminopirimidinas. Este nuevo farmacéforo involucra 9

caracteristicas farmacoforicas (Tablal4) con una disposicion espacial especifica (Figura 14).

Tabla 14

Composicion del farmacéforo para los derivados de aminopirimidinas

Nombre de la Tipo de Coordenadas
) ) o . Tamafio de
caracteristica caracteristica tridimensionales ]
. . Tolerancia
farmacoforica farmacoforica X Y z
H1 Hidrofobo 24.25 -10.45 -7.24 1.35
H2 Hidrofobo 23.33 8.87 -10.33 15
H3 Hidrdéfobo 22.18 -9.25 -7.45 1.5
H4 Hidréfobo 19.68 -8.93 -4.35 15
H5 Hidroéfobo 17.62 -5.04 -551 1.2
H6 Hidréfobo 16.67 -8.59 -1.80 15
Aceptor de enlaces
AH1 15.64 -1.98 -0.87 1
de hidrégeno
Donador de enlaces
DH1 ) 22.30 -10.76 -1.87 1
de hidrégeno
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Donador de enlaces
DH2 ) 19.15 -6.93 -1.30 1
de hidrégeno

Nota. Se hace mencion de sus caracteristicas farmacoféricas junto con sus coordenadas

tridimensionales y tamafio de tolerancia.

Figura 14
Disposicion espacial del farmacéforo creado para los derivados de aminopirimidinas

Nota. Las caracteristicas farmacoféricas se encuentran codificadas por colores: hidr6fobo
(amarillo), aceptores de enlaces de hidrégeno (rojo), donadores de enlaces de hidrdgeno (verde);
los tamafios de las caracteristicas indican el cambio de tamafio de tolerancia. Se muestra también

las distancias entre cada una de ellas en angstroms (A).
Al modificar los tamafios de tolerancias y realizar el tamizaje inicial, este modelo farmacoférico

logro detectar a los 17 derivados de aminopirimidinas dando como resultado una tasa de aciertos
del 100% (Figura 15).
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Figura 15

Tasa de aciertos del farmacéforo de Aminopirimidinas en la aproximacion basada en el receptor

Hits for Query =Merged [6_13, 6 9]« Hitrate: 100.00% (17 of 17)

Mame Matching Features

EEEEN
HEEEN
[ | (| O[O

NN
[ ]
o NN
(O ([ | || |

HE N
HE NN
L AL

|
|
L

|
u
[ | | O

Nota. Los Matching Features corresponden a la distribucion del patrén de caracteristicas
farmacoféricas codificadas por colores que coinciden en su disposicion con las moléculas; se
observa también el Pharmacophore-Fit Score, la naturaleza de las moleculas dentro de la libreria

siendo separadas en activas o sefiuelos y el Score.

9.3 Aproximacion basada en el ligando

9.3.1 Disefio de farmacdtforo para la Serie A-C

9.3.1.1 Eleccién de moléculas

Para la eleccién de las moléculas en el conjunto de entrenamiento en la aproximacion basada en

el ligando de la Serie A-C se establecieron dos reglas teéricas como requisito:

1. Seleccién de las moléculas mas activas en base al 1Cso frente a PknG. Siendo ademas
un nimero no mayor de 3 moléculas.

2. Presencia de aporte de variabilidad quimica en sus estructuras.

Haciendo uso de estas reglas teoricas las moléculas escogidas en el conjunto de entrenamiento
fueron A4, A5y A9 (Figura 16).
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Figura 16
Moléculas que conforman el conjunto de entrenamiento para la generacién de un farmacdéforo

de la Serie A-C con sus ICs reportados

Ad o A5 o
NH, NHz
\ NH >— \ NH
HO ° %NH HO > >_<]
o 0
ICso: 0.03 uM Br ICsp: 0.02 uM

|C50: 0.01 ],lM

A9 o]
NH,
\ NH
H
HO S }7'\‘ o
O >
Cl
\CEO

Nota. En color azul se indica el nucleo de la familia y en color rojo los sustituyentes quimicos de

cada molécula.

Las otras trece moléculas restantes de la serie A fueron colocadas en el conjunto de prueba para
gue una vez creado el modelo farmacoférico automaticamente este sea probado con todas ellas
para poder asi observar su funcionamiento y puntuacion con el Pharmacophore Fit-Score (Figura
17).
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Figura 17

Conjunto de entrenamiento y conjunto de prueba

Nota. Las moléculas A4, A5y A9 fueron seteadas como entrenamiento y los demas integrantes
de esta serie como prueba.

9.3.1.2 Creacion de farmacdéforo para la Serie A-C

Se utilizo el tipo de farmacéforo fusionado, mejor conocido como “merge”, para el modulo
basado en el ligando. Dentro de los 10 modelos que proporciona LigandScout como respuesta en
esta aproximacion (Figura 18) a pesar de que el modelo nimero 4 presenta un score de 0.9198
éste fue escogido por el buen alineamiento que presentan sus caracteristicas farmacoféricas con
todos los integrantes de la serie A, asi como la posicidn del ranking de actividad de las moléculas
y su alto Pharmacophore-Fit Score que oscila entre 144.75 a 87.13 (Figura 19).

Figura 18
Modelos que proporciona LigandScout en respuesta a la aproximacion “Ligand-based” de la
Serie A-C

Mame

Nota. Se muestran los 10 modelos de respuesta con sus scores respectivos.
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Figura 19

Modelo farmacoférico nimero 4 proporcionado por LigandScout

Nota. Se observa el alto Pharmacophore-Fit Score oscilando entre 144.75 a 87.13. La codificacion

de los Matching Features por colores pertenecen a: anillo aromatico (azul), hidréfobo (amarillo),

aceptores de enlaces de hidrogeno (rojo), donadores de enlaces de hidrégeno (verde), donador de

enlace de halégeno (morado).

Luego de analizar todas las caracteristicas farmacoféricas generales del modelo 4, aprovechando

el buen alineamiento que presenta, se eliminaron 5 caracteristicas con la finalidad de definir un

mejor ajuste, quedando conformado finalmente por 10 caracteristicas farmacoféricas (Tabla 15)

con una disposicion espacial especifica (Figura 20).

Tabla 15

Composicion del farmacéforo para la Serie A-C en la aproximacion basada en el ligando

Nombre de la Tipo de Coordenadas
- . Tamafio de
caracteristica caracteristica tridimensionales ]
] o Tolerancia
farmacoférica farmacoforica X Y z
H1 Hidrdfobo -2.90 -0.09 4.38 1.2
H2 Hidroéfobo -2.44 1.01 1.12 1.05
AAl Anillo aromatico -3.02 0.10 4.02 0.89
AA2 Anillo aromatico -1.73 0.29 2.16 0.89
Aceptor de enlaces
AH1 . -5.36 0.56 5.42 1.2
de hidrégeno
Aceptor de enlaces
AH2 o 0.73 -2.17 2.57 0.90
de hidrdégeno
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Aceptor de enlaces
AH3 ) 2.00 0.18 0.78 1.05
de hidrégeno

Donador de enlaces
DH1 ) -5.36 0.56 5.42 1.2
de hidrégeno

Donador de enlaces
DH2 ) 1.55 -0.17 3.32 1.05
de hidrégeno

Donador de enlaces
DH3 ) -0.24 0.64 0.06 1.05
de hidrogeno

Nota. Se hace mencion de sus caracteristicas farmacofdricas junto con sus coordenadas

tridimensionales y tamafio de tolerancia.

Figura 20

Disposicion espacial del farmacéforo optimizado para la Serie A-C

Nota. Las caracteristicas farmacoféricas se encuentran codificadas por colores: hidréfobo
(amarillo), aceptores de enlaces de hidrégeno (rojo), donadores de enlaces de hidrégeno (verde),
anillos aromaticos (azul); los tamafios de las caracteristicas indican el cambio de tamafio de

tolerancia. Se muestra también las distancias entre cada una de ellas en angstroms (A).

Al realizar el tamizaje inicial con las moléculas activas de la Serie A-C, este modelo
farmacoforico logro detectar a las 16 moléculas de la serie Ay las 4 moléculas de la serie C dando
como resultado una tasa de aciertos del 100% (Figura 20). El orden descendente de la lista de hits

clasificado por el Pharmacophore-Fit Score guarda similitud con lo reportado experimentalmente
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con valores de I1Cso en ensayos in vitro para estas moléculas frente a PknG.

Figura 20
Tasa de aciertos del farmacdéforo de la Serie A-C en la aproximacion basada en el ligando

Hits for Query =Model-4= Hitrate: 100.00% (20 of 20) Filter: @ iE

MName Matching Features Pharmacophore-Fi

Nota. Los Matching Features corresponden a la distribucion del patrdn de caracteristicas
farmacoféricas codificadas por colores que coinciden en su disposicion con las moléculas; se
observa también el Pharmacophore-Fit Score, la naturaleza de las moleculas dentro de la libreria

siendo separadas en activas o0 sefiuelos y el Score.

9.3.2 Disefio de farmaco6foro para Aminopirimidinas

9.3.2.1 Eleccién de moléculas

Para la seleccion de las moléculas en el conjunto de entrenamiento en la aproximacion basada en
el ligando de los compuestos derivados de aminopirimidinas se utilizaron las reglas tedricas antes

mencionadas ajustadas a estas moléculas:

1. Considerar como mas activas a las moléculas que presenten un porcentaje de inhibicion
mayor a 35+5.97% frente a PknG. Siendo ademas un nimero no mayor de 3 moléculas.

2. Presencia de aporte de variabilidad quimica en sus estructuras.

Siguiendo estas reglas tedricas las moléculas escogidas en este conjunto fueron 6 2,6 9y 6_14
(Figura 21).

72



Figura 21

Moléculas escogidas para el conjunto de entrenamiento de derivados de aminopirimidinas.
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Porcentaje de inhibicion: 43+2.94%
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Porcentaje de inhibicion: 53+0.61%
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Porcentaje de inhibicion: 41+0.78%
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Nota. Se presentan las estructuras de las moléculas escogidas como entrenamiento junto con sus

porcentajes de inhibicién. En color azul se indica el ndcleo de la familia y en color rojo los

sustituyentes quimicos de cada molécula.

El conjunto de entrenamiento de los derivados de aminopirimidinas en LigandScout quedé de la

siguiente manera (Figura 22).
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Figura 22

Conjunto de entrenamiento de los derivados de aminopirimidinas.

Nota. Las moléculas 62,6 9y 6 14 fueron seteadas en el conjunto de entrenamiento.

9.3.2.2 Creacion de farmacdéforo para Aminopirimidinas

Utilizando el tipo de farmacoforo fusionado, se obtuvieron 10 modelos de respuesta
proporcionados por LigandScout en esta aproximacion (Figura 23) a pesar de que el modelo
namero 3 presenta un score de 0.9192 éste fue escogido por el buen alineamiento que presentan
sus caracteristicas farmacoféricas con los derivados de aminopirimidinas, asi como la posicion
del ranking de actividad de las moléculas y su alto Pharmacophore-Fit Score que oscila entre
175.19 a 161.80 (Figura 24).

Figura 23
Modelos que proporciona LigandScout en respuesta a la aproximacion “ligand-based” de los

derivados de aminopirimidinas.

Modelo Aminopirimidinas 3 | 09192

Nota. Se muestran los 10 modelos de respuesta con sus scores respectivos.
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Figura 24

Modelo farmacoférico nimero 3 proporcionado por LigandScout

Matching Features

Pharmacophore-Fit

Nota. Se observa el alto Pharmacophore-Fit Score oscilando entre 175.19 a 161.80. La

codificacién de los Matching Features por colores pertenecen a: anillo aromatico (azul), hidréfobo

(amarillo), aceptores de enlaces de hidrdgeno (rojo), donadores de enlaces de hidrdégeno (verde),

donador de enlace de hal6geno (morado).

Posterior al analisis de todas las caracteristicas farmacoféricas generales del modelo 3,

aprovechando el buen alineamiento que presenta, se eliminaron 3 caracteristicas para conseguir

establecer un mejor ajuste, quedando conformado finalmente por 15 caracteristicas

farmacofdricas (Tabla 16) con una disposicion espacial especifica (Figura 25).

Tabla 16

Composicion del farmacoforo para los derivados de aminopirimidinas en la aproximacion

basada en el ligando

Nombre de la Tipo de Coordenadas
) ) o ) Tamafio de
caracteristica caracteristica tridimensionales ]
. . Tolerancia
farmacoforica farmacoforica X Y Z
H1 Hidréfobo -3.05 0.02 1.96 15
H2 Hidréfobo -7.01 0.63 1.46 1.2
H3 Hidréfobo -10.51 1.74 0.26 1.5
H4 Hidroéfobo -12.75 2.98 -1.42 1.35
AAl Anillo aromatico -3.24 0.02 1.75 0.89
AA2 Anillo aromatico -7.39 0.01 2.64 0.89
AA3 Anillo aromatico -10.47 1.72 0.29 0.89
Donador de enlaces
HA1l ) -12.75 2.98 -1.42 1.2
de halégeno
Aceptor de enlaces
AH1 o 2.87 1.00 0.08 15
de hidrdégeno
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Aceptor de enlaces
AH2 ) -0.49 0.00 1.38 1.35
de hidrégeno

Aceptor de enlaces
AH3 ) -5.01 0.02 -0.36 1.35
de hidrégeno

Aceptor de enlaces
AH4 ) -6.45 -0.57 3.45 1.2
de hidrégeno

Aceptor de enlaces
AH5 ) -8.72 -0.03 3.00 1.2
de hidrogeno

Donador de enlaces
DH1 ) -5.01 0.02 -0.36 1.35
de hidrogeno

Donador de enlaces
DH2 ) -8.14 -1.20 4,95 1.2
de hidrégeno

Nota. Se hace mencion de sus caracteristicas farmacoféricas junto con sus coordenadas

tridimensionales y tamafio de tolerancia.

Figura 25

Disposicion espacial del farmac6foro optimizado para los derivados de aminopirimidinas

Nota. Las caracteristicas farmacoféricas se encuentran codificadas por colores: hidréfobo
(amarillo), aceptores de enlaces de hidrégeno (rojo), donadores de enlaces de hidrégeno (verde),
anillos aromaticos (azul), donador de enlaces de hal6geno (morado); los tamafios de las
caracteristicas indican el cambio de tamafio de tolerancia. Se muestra también las distancias entre

cada una de ellas en angstroms (A).

A realizar el tamizaje inicial, este modelo fue capaz de detectar a todos los integrantes de los
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derivados de aminopirimidinas dando como resultado una tasa de aciertos del 100% (Figura 25).

Figura 25
Tasa de aciertos del farmacéforo de los derivados de aminopirimidinas en la aproximacion

basada en el ligando

Hits for Query =Model-3«  Hitrate: 100.00% (17 of 17)

MNarme Matching Features

Nota. Los Matching Features corresponden a la distribucion del patrén de caracteristicas
farmacoféricas codificadas por colores que coinciden en su disposicion con las moléculas; se
observa también el Pharmacophore-Fit Score, la naturaleza de las moleculas dentro de la libreria

siendo separadas en activas o sefiuelos y el Score.
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B. Refinary validar en forma tedrica los modelos farmacoféricos generados mediante el uso
de volumenes de exclusion, compuestos sefiuelos, informacidn disponible en la literatura
(Verdaderos Positivos y Verdaderos Negativos) y analisis de desempefio

9.4 Modelos en la aproximacién basados en el receptor

9.4.1 Serie A-C

9.4.1.1 Refinamiento

El refinamiento de los modelos se realizé mediante la adicidén de volumenes de exclusion. Para la
validacidn tedrica de los modelos se utilizaron moléculas sefiuelo y moléculas experimentalmente

activas e inactivas frente a PknG de Mtb.

9.4.1.1.1 Uso de volimenes de exclusion

Los volimenes de exclusion (EXVOL’s) fueron adicionados tratando de imitar la cavidad
correspondiente al sitio activo y cataliticos de la PknG de Mtb. Estos volimenes tuvieron la
funcidn de impedir estéricamente el emparejamiento no deseado de alguna molécula inactiva con
el farmacdforo creado inicialmente (farmacéforo sin refinar). Estos volumenes de exclusion son
complementarios a las demas caracteristicas farmacoforicas (Figura 26), ademas de ser Gnicos

para cada modelo en su espacio tridimensional (Tabla 17).

Figura 26

Volumenes de exclusion

Nota. Adicionados al farmacoforo creado inicialmente para la Serie A-C (esferas en gris) usando

la aproximacion basada en el receptor.
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Tabla 17
Coordenadas tridimensionales de los voliumenes de exclusion adicionados al farmacéforo creado

inicialmente para la Serie A-C.

EXVOLs | Coordenadas (X, Y, Z)
EXVOL1 | 25.98, -0.50, -12.98
EXVOL2 | 25.86, -2.00, -12.97
EXVOL3 | 24.97,-2.49, -14.09
EXVOL4 | 23.93,13.44, -15.34
EXVOL5 | 25.49, -14.12, -16.32
EXVOL6 | 19.09, -1.66, -10.97
EXVOL7 | 18.79, -0.30, -10.30
EXVOL8 | 18.92,-0.28, -9.54
EXVOL9 | 26.06, -10.45, 3.73
EXVOL10 | 29.47, -12.65, -4.60
EXVOL11 | 33.33, -3.08, -5.97
EXVOL12 | 19.56, -9.33, -13.41
EXVOL13 | 13.91, -10.45, -4.02
EXVOL14 | 27.55, -14.74, -6.82
EXVOL15 | 16.55, -16.42, -11.25

Nota. Coordenadas en la aproximacion basado en el receptor.

9.4.1.2 Validacion Tebrica

Una vez terminado el refinamiento de un modelo se procedié a examinar su desempefio bajo
condiciones controladas; es decir, conociendo de ante mano el niUmero de moléculas activas e

inactivas.

9.4.1.2.1 Uso de moléculas sefiuelo

Segun literatura, a cada molécula considerada como activa le corresponde generar 50 sefiuelos.
Para la Serie A (16 moléculas activas) y Serie C (4 moléculas activas) se crearon 1000 sefiuelos
virtuales (20 moléculas x 50 sefiuelos virtuales) provenientes de la pagina de DUD-E. Se muestran
como ejemplo los originados a partir de la molécula A5 (Tabla 18). La informacion completa de
los sefiuelos utilizados puede ser encontrados en la seccién de anexos como archivo SMILE.

Notese la diferencia estructural con los activos de PknG.
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Tabla 18

Moléculas clasificadas como sefiuelos virtuales originadas a partir de la molécula A5

C12376028 C71974989
HN
HQN/<\
N
C36754171 C35358189
HoN NH*
C97502636 C36926849
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4'\' Cl
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C19597295 N Br C80652908 | Cl NH NHz
H,N
/
H a o =
N
S
(@)
H
/N
C40176448 N N C62826953 .
‘ ol NH3™ N
/ N \
H

H,N

Br

Nota. Cincuenta en total, para el ejemplo solo se muestran 10. Se puede notar que estas no comparten similitud estructural
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9.4.1.2.2 Andlisis del desempefio

El farmacoforo optimizado con volumenes de exclusion fue puesto a prueba utilizando las
librerias de moléculas activas para la Serie A-C, libreria de moléculas inactivas para la serie C,
libreria de inactivos experimentales para PknG de Mtb seguln literatura y libreria de moléculas
sefiuelo (Tabla 19).

Tabla 19
Librerias utilizadas para tamizaje de validacion tedrica del farmacoforo optimizado de la Serie
A-C.

Librerias NUmero de moleculas
Serie A - moléculas activas 16
Serie C - moléculas activas 4
Serie C - moléculas inactivas 12
Inactivos experimentales 92
Sefiuelos virtuales - Serie A-C 998

Nota. Se eliminaron 2 sefiuelos virtuales por encontrarse repetidos.

Se observo que el farmacoforo optimizado detectd las 20 moléculas activas pertenecientes a la
Serie A-C y 6 moléculas consideradas falsos positivos conformadas por 2 moléculas inactivas de
laSerie C(R_C267yS_C267)Yy 4 sefiuelos virtuales. A pesar de haber detectado falsos positivos
éstos han sido ordenados por su Pharmacophore-Fit Score por debajo del puesto 14 y entre los

Gltimos lugares de la lista de hits (Figura 27).

Figura 27
Tamizaje de validacion tedrica para el farmacoforo optimizado de la Serie A-C.

Hits for Query »Merged [AX20017, 6]« Hitrate: 2.32% (26 of 1122) Filter: @ (@ (i_;' Align s4

Matching Features Pharmacophore-Fit .. Active/Decoy

Nota. Notese los valores adecuados del Pharmacophore-Fit Score para las moléculas activas
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Para obtener los parametros teodricos estos fueron validados utilizando diferentes descriptores

como: Sensibilidad, Especificidad, Factor de desempefio (EF) Gunner-Henry score (GH), ROC

(Curva ROC) y AUC ( Area bajo la curva ). Estos parametros estadisticos sobre el desempefio del

modelo fueron calculados (para més detalles revisar marco teérico, pagina 15) (Tabla 20 y Figura

28), destacando la sensibilidad y especificidad de 1 y 0.994 respectivamente. Ademas de un EF

de 43.21, un GH de 0.8218 y un AUC de 1.

Tabla 20

Analisis de desempefio del farmacdéforo optimizado para la Serie A-C

Parametros

Aproximacion
basado en el receptor

N° total de moléculas en la base de datos (D) 1122
N° total de moléculas de activos en la base de datos (A) 20
N° total de moléculas de inactivos en la base de datos (1) 1102
Hits totales (Ht) 26
Verdaderos positivos (Tp) 20
Verdaderos negativos (Tn) 1102
Falsos positivos (Fp) 6
Falsos negativos (Fn) 0
Sensibilidad (Se) 1
Especificidad (Sp) 0.994
% Rendimiento de activos (YA x 100) 76.9%
% Ratio de activos (RA x 100) 100%
Factor de enriquecimiento (EF) 43.21
Gunner - Henry score (GH) 0.8218
AUC 1

Nota. Se pueden observar los descriptores como Factor de Enriquecimiento (EF), Gunner - Henry

Score (GH), Sensibilidad, Especificidad, entre otros.

Figura 28

Curva ROC del farmacoforo optimizado de la Serie A-C
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Nota. Se aprecia que al realizar el tamizaje, este modelo obtuvo una curva ROC ideal.

9.4.2 Aminopirimidinas

9.4.2.1 Refinamiento

El refinamiento de los modelos se realizé mediante la adicién de volimenes de exclusion. Para la

validacion tedrica de los modelos se utilizaron moléculas sefiuelo.

9.4.2.1.1 Uso de volimenes de exclusion

Los volimenes de exclusion se adicionaron tratando de imitar la cavidad correspondiente al sitio
activo y cataliticos de la PknG de Mtb para evitar de manera estérica el emparejamiento de
moléculas inactivas con el farmacoforo sin refinar. Estos voliumenes de exclusién son
complementarios a las demas caracteristicas farmacoféricas (Figura 29), ademas de ser Unicos
para cada modelo en su espacio tridimensional (Tabla 21).

Figura 29

Volumenes de exclusion

Nota. Adicionados al farmacéforo creado inicialmente para los derivados de aminopirimidinas

(esferas en gris) usando la aproximacion basada en el receptor
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Tabla 21
Coordenadas tridimensionales de los voliumenes de exclusion adicionados al farmacéforo creado

inicialmente para los derivados de aminopirimidinas

EXVOLs | Coordenadas (X,Y,Z)
EXVOL1 | 30.12,-6.61,1.46
EXVOL2 | 28.57,-5.25, -0.08
EXVOL3 | 20.45,-6.63, 6.51
EXVOL4 | 23.90,-9.95, 1.55
EXVOL5 | 26.23,-20.10, 1.38
EXVOL6 | 10.78,-10.88, 5.80
EXVOL7 | 33.33,-3.08, -5.97
EXVOL8 | 18.79,0.30, -10.30
EXVOL9 |28.32,1.24,-7.18
EXVOL10 | 24.96, -15.09, -16.98
Nota. Coordenadas en la aproximacion basado en el receptor.

9.4.2.2 Validacion Tebrica

Al acabar el refinamiento del modelo se examind su desempefio bajo condiciones controladas.

9.4.2.2.1 Uso de moléculas sefiuelo

A cada molécula considerada como activa le corresponde generar 50 sefiuelos. Para los derivados
de aminopirimidinas (17 moléculas activas) se crearon 850 sefiuelos virtuales (17 moléculas x 50
sefiuelos virtuales) provenientes de la pagina de DUD-E. Se muestran como ejemplo los
originados a partir de la molécula 6_3 (Tabla 22). La informacién completa de los sefiuelos
utilizados puede ser encontrados en la seccién de anexos como archivo SMILE. Notese la

diferencia estructural con los activos de PknG.
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Tabla 23

Moléculas clasificadas como sefiuelos virtuales originadas a partir de la molécula 6_3
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Nota. Cincuenta en total, para el ejemplo solo se muestran 10. Se puede notar que estas no

comparten similitud estructural.

9.4.2.2.2 Andlisis del desempefio

El farmaco6foro optimizado con volumenes de exclusion fue puesto a prueba utilizando las
librerias de moléculas activas de los derivados de aminopirimidinas y la libreria de moléculas
sefiuelo (Tabla 24).

Tabla 24

Librerias utilizadas para tamizaje de validacion teorica del farmacéforo optimizado de los
derivados de aminopirimidinas

Librerias Numero de moléculas
Aminopirimidinas - moléculas activas 17
Sefiuelos virtuales - Aminopirimidinas 850

El farmacéforo optimizado de los derivados de aminopirimidinas detectd las 17 moléculas activas
y 2 falsos positivos. A pesar de haber detectado 2 falsos positivos entre los sefiuelos virtuales,
estos fueron posicionados en los ultimos lugares de la lista por el Pharmacophore-Fit Score
(Figura 30).
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Figura 30

Tamizaje de validacion tedrica para el farmacoforo optimizado de la Serie A-C

Hits for Query »Merged [6.13, 6.9]« Hitrate: 2.19% (190f 867) | Filter (+) (®) (¥)

Matching Features

Nota. Notese los valores adecuados del Pharmacophore-Fit Score para las moléculas activas

Los parametros estadisticos sobre el desempefio del modelo fueron calculados (Tabla 25y Figura
31), destacando la sensibilidad y especificidad de 1y 0.997 respectivamente. Ademas de un EF
de 45.64, un GH de 0.9188 y un AUC de 1.

Tabla 25

Analisis de desempefio del farmacdforo optimizado para los derivados de aminopirimidinas

Parametros Aproximacion
basado en el receptor
N° total de moléculas en la base de datos (D) 867
N° total de moléculas de activos en la base de datos (A) 17
N° total de moléculas de inactivos en la base de datos (1) 850
Hits totales (Ht) 19
Verdaderos positivos (Tp) 17
Verdaderos negativos (Tn) 850
Falsos positivos (Fp) 2
Falsos negativos (Fn) 0
Sensibilidad (Se) 1
Especificidad (Sp) 0.997
% Rendimiento de activos (YA x 100) 89.4%
% Ratio de activos (RA x 100) 100%
Factor de enriquecimiento (EF) 45.64
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Gunner - Henry score (GH) 0.9188
AUC 1

Nota. Se pueden observar los descriptores como Factor de Enriquecimiento (EF), Gunner - Henry
Score (GH), Sensibilidad, Especificidad, entre otros.

Figura 31

Curva ROC del farmacoforo optimizado de los derivados de aminopirimidinas
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19 hits

[ JEPRT.Y,
Sy '||T.|'-'|T:r' ]

Nota. Se aprecia que al realizar el tamizaje, este modelo obtuvo una curva ROC ideal.
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9.5 Modelos en la aproximacién basados en el ligando

9.5.1 Serie A-C

9.5.1.1 Refinamiento

Al igual que la aproximacion basada en el receptor, el refinamiento de los modelos se realizo
mediante la adicion de volumenes de exclusion. Para la validacion tedrica de los modelos se

utilizaron moléculas sefiuelo y moléculas experimentalmente inactivas frente a PknG de Mtb.

9.5.1.1.1 Uso de volimenes de exclusion

Los volimenes de exclusion fueron adicionados utilizando la informacion tridimensional de las
moléculas inactivas de la Serie C y de las moléculas negativas experimentales. Estos volimenes
tuvieron la funcion de impedir estéricamente el emparejamiento no deseado de alguna molécula
inactiva con el farmacdéforo creado inicialmente (farmacéforo sin refinar). Estos volimenes de
exclusién son complementarios a las demas caracteristicas farmacoféricas (Figura 32), ademas

de ser Unicos para cada modelo en su espacio tridimensional (Tabla 26).

Figura 32

VolUmenes de exclusion

Nota. Adicionados al farmacoforo creado inicialmente para la Serie A-C (esferas en gris) usando

la aproximacion basada en el ligando.
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Tabla 26
Coordenadas tridimensionales de los voliumenes de exclusion adicionados al farmacéforo creado

inicialmente para la Serie A-C

EXVOLs | Coordenadas (X,Y,Z)
EXVOL1 |-10.11,4.33,-1.50
EXVOL2 |-11.61,-1.67,4.50
EXVOL3 |-11.61,1.33,7.50
EXVOL4 | 3.39,-0.17,-7.50
EXVOL5 | -5.61,5.83, -1.50
EXVOL6 | -4.11,-4.67,9.00
EXVOL7 |4.89,-7.67,1.50
EXVOL8 | -2.61,7.33,1.50
EXVOL9 |0.39,-1.67,9.00
EXVOL10 | 6.39, 1.33,4.50

Nota. Coordenadas en la aproximacion basado en el receptor.

9.5.1.2 Validacion Tebrica

Finalizado el refinamiento del modelo se procedioé a examinar su desempefio bajo condiciones

controladas.

9.5.1.2.1 Uso de moléculas sefiuelo

Las moléculas sefiuelo empleadas fueron las mismas que se utilizaron en la aproximacion basada

en el receptor. Para mas detalle revisar el apartado 9.4.1.2.1.

9.5.1.2.2 Andlisis de desempefio

Las librerias utilizadas para este tamizaje fueron las mismas que se usaron con anterioridad en el
tamizaje para el farmacoforo de la Serie A-C con aproximacion basado en el receptor.

Se detectaron las 20 moléculas activas y 28 falsos positivos compuestos por 6 moléculas inactivas
de laserie C (R_C267,S_C267,C250,R_C284,S C284,R_C270)y 22 sefiuelos virtuales siendo
colocados por debajo del puesto 15 en la lista de hits por su Pharmacophore-Fit Score (Figura
33).
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Figura 33

Tamizaje de validacion tedrica para el farmacoforo optimizado de la Serie A-C

Hits for Query sModel-4« Hitrate: 4.28% (480f 1122) | Fiter () () (¥

Mark Name Matching Features Pharmacophore-Fit Score

Nota. Notese los valores adecuados del Pharmacophore-Fit Score para las moléculas activas.
Los parametros estadisticos sobre el desempefio del modelo fueron calculados (Tabla 27 y Figura

34), destacando la sensibilidad y especificidad de 1 y 0.975 respectivamente. Ademas de un EF
de 23.40, un GH de 0.5484 y un AUC de 1.
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Tabla 27

Analisis de desempefio del farmacdéforo optimizado para la Serie A-C en la aproximacion basada

en el ligando

Aproximacion

Parametros ;
basada en el ligando
N° total de moléculas en la base de datos (D) 1122
N° total de moléculas de activos en la base de datos (A) 20
N° total de moléculas de inactivos en la base de datos (1) 1102
Hits totales (Ht) 48
Verdaderos positivos (Tp) 20
Verdaderos negativos (Tn) 1102
Falsos positivos (Fp) 28
Falsos negativos (Fn) 0
Sensibilidad (Se) 1
Especificidad (Sp) 0.975
% Rendimiento de activos (YA x 100) 41.6%
% Ratio de activos (RA x 100) 100%
Factor de enriquecimiento (EF) 23.40
Gunner - Henry score (GH) 0.5484
AUC 1

Nota. Se pueden observar los descriptores como Factor de Enriquecimiento (EF), Gunner - Henry

Score (GH), Sensibilidad, Especificidad, entre otros.

Figura 34
Curva ROC del farmacoforo optimizado de la Serie A-C
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Nota. Se aprecia que al realizar el tamizaje, este modelo obtuvo una curva ROC ideal.
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9.5.2 Aminopirimidinas

9.5.2.1 Refinamiento

Del mismo modo que la aproximacion basada en el receptor, el refinamiento de los modelos se
realiz6 mediante la adicion de volimenes de exclusion y el cambio de tamafio de tolerancias y
pesos de las caracteristicas farmacoféricas. Para la validacidn tedrica de los modelos se utilizaron

moléculas sefiuelo.

9.5.2.1.1 Uso de volimenes de exclusion

El manto de volumenes de exclusién fue adicionado por LigandScout al momento de la creacién
del modelo. Estos volimenes tuvieron la funcién de impedir estéricamente el emparejamiento no
deseado de alguna molécula inactiva con el farmacoforo creado inicialmente (farmacéforo sin
refinar). Los volimenes de exclusion son complementarios a las dem&s caracteristicas
farmacoféricas (Figura 35), ademas de ser Unicos para cada modelo en su espacio tridimensional
(Tabla 28).

Figura 35

Volumenes de exclusion.

Nota. Adicionados al farmacdforo creado inicialmente para los derivados de aminopirimidinas

(esferas en gris) usando la aproximacion basada en el ligando.
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Tabla 28
Coordenadas tridimensionales de los voliumenes de exclusion adicionados al farmacoforo creado

inicialmente para los derivados de aminopirimidinas

EXVOLs | Coordenadas (X, Y, Z)
EXVOL1 | 6.49,0.35,-8.28
EXVOL2 | 10.99, 0.35, -6.78
EXVOL3 | 12.49, -2.65, -2.28
EXVOL4 | 7.99, -4.15, 2.22
EXVOL5 | 0.49, -4.15,6.72
EXVOL6 | -10.01, -2.65, 11.22
EXVOL7 | -16.01,0.35, 3.72
EXVOL8 | -19.01, 0.35, -2.28
EXVOL9 | -11.51, 3.35, -8.28
EXVOL10 | -5.51, -2.65, -6.78
EXVOL11 | 3.49, 3.35, -6.78
EXVOL12 | -7.01, 6.35, 0.72
EXVOL13 | -5.51, -4.15, 0.72
EXVOL14 | -2.51, -1.15, 8.22
EXVOL15 | 9.49, 0.35,0.72

Nota. Coordenadas en la aproximacion basado en el receptor.

9.5.2.2 Validacion Tebrica

Concluido el refinamiento del modelo se procedié a examinar su desempefio bajo condiciones

controladas.

9.5.2.2.1 Uso de moléculas sefiuelo

Las moléculas sefiuelo empleadas fueron las mismas que se utilizaron en la aproximacion basada

en el receptor. Para mas detalle revisar el apartado 9.4.2.2.1.

9.5.2.2.2 Andlisis de desempefio

Las librerias utilizadas para este tamizaje fueron las mismas que se usaron con anterioridad en el
tamizaje para el farmacdforo de los derivados de aminopirimidinas con aproximacion basado en
el receptor. El farmacoforo fue capaz de detectar solo a las moléculas activas dentro de la base de
datos posicionando a las moléculas més activas en los primeros lugares en la lista de la lista de

hits segin su Pharmacophore-Fit Score (Figura 36).

96



Figura 36
Tamizaje de validacion tedrica para el farmacéforo optimizado de los derivados de

aminopirimidinas

Nota. Ndtese los valores adecuados del Pharmacophore-Fit Score para las moléculas activas.

Los parametros estadisticos sobre el desempefio del modelo fueron calculados (Tabla 29 y Figura
37), destacando la sensibilidad y especificidad de 1 en ambos. Ademaés de un EF de 51.02, un GH
de 1y un AUC de 1.

Tabla 29
Analisis de desempefio del farmacdéforo optimizado para la Serie A-C en la aproximacion basada
en el ligando
Parametros Aproximac_ic’m
basada en el ligando
N° total de moléculas en la base de datos (D) 867
N° total de moléculas de activos en la base de datos (A) 17
N° total de moléculas de inactivos en la base de datos (1) 850
Hits totales (Ht) 17
Verdaderos positivos (Tp) 17
Verdaderos negativos (Tn) 850
Falsos positivos (Fp) 0
Falsos negativos (Fn) 0
Sensibilidad (Se) 1
Especificidad (Sp) 1
% Rendimiento de activos (YA x 100) 100%

97



% Ratio de activos (RA x 100) 100%
Factor de enriquecimiento (EF) 51.02
Gunner - Henry score (GH) 1

AUC 1

Nota. Se pueden observar los descriptores como Factor de Enriquecimiento (EF), Gunner - Henry

Score (GH), Sensibilidad, Especificidad, entre otros.

Figura 37

Curva ROC del farmacoforo optimizado de los derivados de Aminopirimidinas
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Nota. Se aprecia que al realizar el tamizaje, este modelo obtuvo una curva ROC ideal.

17 hits
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C. Seleccionar y evaluar in silico los potenciales nuevos inhibidores producto del uso de los
modelos farmacofdricos refinados y el tamizaje masivo de bibliotecas virtuales.

9.6 Tamizaje masivo usando modelos basados en el receptor

Los farmacdforos de la aproximacion basada en el receptor de la Serie A-C, asi como de los
derivados de Aminopirimidinas fueron utilizados en el tamizaje virtual masivo en las bases de
datos de ChEMBL21 vy de Productos naturales de la compafiia InteLigand haciendo uso del

claster virtual implementado en Amazon Web Service (AWS).

9.6.1 Serie A-C

9.6.1.1 Tamizaje de la base de datos ChEMBL21

Se empled el farmaco6foro de la aproximacion basada en el receptor de la Serie A-C en la base de
datos de ChEMBL21 conformada por 1,578,014 de moléculas. El tamizaje tuvo una duracion de
5 horas con 15 minutos dando como resultado la deteccién de 689 moléculas que se adecuaban a
las caracteristicas farmacoforicas de este modelo (Figura 38) este nimero de hits indica un

porcentaje de aciertos de 0.043%.

Figura 38
Monitoreo del tamizaje virtual masivo de la base de datos ChEMBL21 usando el farmacoforo

de la aproximacion basada en el receptor de la Serie A-C

O Load Remote Screening Job

] | Select Remote Screening Job tooad and which data toinchode [}

Avaidable Slots: 8/8 Filter coterizc  User: ubunty | Pharmacophore| ¥ 4] 2] o
Job Name 0! Compounds Screened | Hit Count I"cu!ﬁcm;mea Progress Created Finsshed Duration
1 Meraed-AX20017-6-_chembl 21 22 157301‘ 689 ' 1578014 100% Wed 160ec 0201740 Wed. 160ec 0202255  5h15m

{ )

Nota. Producto de este tamizaje se obtuvieron 689 hits o aciertos.

9.6.1.1.1 Tamizaje masivo y moléculas seleccionadas

Las 689 moléculas, producto del tamizaje virtual con el farmacoforo en la base de datos
ChEMBL21, fueron filtradas a través del acoplamiento molecular con PknG de Mtb en
LigandScout (Figura 39a) y analizadas en todas sus conformaciones para asegurar aquellas

moléculas que cumplieran tanto con la orientacién espacial (Figuras 39b y 39c) asi como con las
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interacciones intermoleculares de importancia en el sitio activo que presenta el inhibidor control
AX20017. Producto de este acoplamiento molecular y posterior analisis, el nimero de hits de 689

moleculas se redujo a 62 moléculas que cumplen con los requisitos correspondientes (Figura 39d).

Figura 39
Primer filtro de los 689 hits obtenidos con el farmaco6foro de aproximacion basada en el receptor
de la Serie A-C

689 moléculas PknG de Mtb

Acoplamiento
molecular

d)

62 moléculas

Nota. a) Acoplamiento molecular; by c) Orientacion espacial dentro del sitio activo de PknG; d)
Moléculas resultantes que tienen una buena orientacion espacial dentro del sitio activo de PknG

y realizan las interacciones moleculares importantes.
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9.6.1.1.2 Analisis de candidatos finales

A pesar de haber reducido el nimero de hits estos eran un nimero considerablemente alto para
realizar la evaluacion in vitro, por lo tanto, las 62 moléculas resultantes del acoplamiento
molecular en el sitio activo de PknG de Mtb fueron verificadas en la base de datos de ChEMBL
para obtener informacién acerca de su actividad biolégica sobre todo en quinasas, usos en
proyectos, presencia en publicaciones y disponibilidad comercial, siendo este ltimo criterio el
de mayor importancia debido a su disponibilidad de adquisicion. Este nuevo filtro permitié
reducir de 62 moléculas a 27 moléculas candidatas.

Las 27 moléculas candidatas a su vez fueron sometidas a anélisis que incluyeron el
Pharmacophore Fit, energia de afinidad de Autodock VINA, nimero de caracteristicas
farmacoféricas (Matching features), tipos de Matching features, aporte de novedad quimica,
correcta orientacion espacial, buen acoplamiento molecular cumpliendo las interacciones de
importancia dentro del sitio activo/sitio catalitico de PknG manteniendo a su vez scores
apropiados Yy su disponibilidad comercial (Tabla 30). Dentro de estas 27 moléculas cabe destacar

que 7 de ellas han sido reportadas como inhibidores de familias de quinasas.
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Tabla 30

Analisis de candidatos finales

Matching features e interacciones con aminoacidos del

Energia .. . i -
| Pk
Moléculas VINA Pharrnacophore sitio activo/sitio catalitico de PknG : Casa comercial
(kcal/mol) Fit-Score Hidréfobo H-donador N* Total de
Matching Features
CHEMBL1571758* | -8.7 46.33 7 1 (VAL235) 2 (ASN281,ILE292) 10 Medchem
CHEMBL1584623 | -8.3 435 1 (TYR234) 1(GLU233) 9 Mcule
CHEMBL1530562* | -7.8 62.88 9 2 (VAL235) 1(GLU233) 12 santa Cruz
Biotecnology
CHEMBL1552058 | -7.8 54.92 7 1 (VAL235) 2 (GLU233, VAL235) 10 ENAMINE
CHEMBL3196042% |  -7.8 43.97 10 1 (VAL235) 1(GLU233) 12 ChemBridge
Corporation
CHEMBL1466996 | -7.8 42.84 8 - 1(GLU233) 9 Mcule
CHEMBL3462040 | -7.7 43.78 10 1 (VAL235) 1(GLU233) 12 Mcule
CHEMBL3237561* | -7.7 43.75 9 1 (VAL235) 2 (GLU233, VAL235) 12 Medchem
CHEMBL1967564* | -7.7 51.48 10 1 (VAL235) 1(GLU233) 12 Otava
CHEMBL2152572 | -7.6 43.93 8 1 (VAL235) 2 (GLU233, VAL235) 11 Mcule
CHEMBL1309377 | -7.5 43.48 8 1 (VAL235) 1(GLU233) 10 Otava / Mcule
Key Organics /
CHEMBL2402488 | -7.4 44.97 8 1 (VAL235) 1(GLU233) 10 cRon
CHEMBL452800 | -7.4 44.03 7 ; 1(GLU233) 8 Santa Cruz
Biotecnology
Mcule /
CHEMBL1402834 | -7.3 43.98 8 ; 1(GLU233) 9 ChemBridge
Corporation
CHEMBL1325582 | -7.3 43.66 10 1 (VAL235) 2 (GLU233,VAL235) 13 Otava / Mcule
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CHEMBL1915540 7 51.26 8 1 (VAL235) 1(GLU233) 10 Medchem
CHEMBL3194991* |  -6.9 44.23 8 2 (TYR234, VAL235) 1(GLU233) 11 Mcule
CHEMBL3483331*| -6.9 42.27 8 1 (VAL235) 1(GLU233) 10 Mcule
CHEMBL158113 6.8 51.53 9 ] 1(GLU233) 10 ENAMINE
CHEMBL158466 | -6.8 51.37 5 - 1(GLU233) 6 ENAMINE
CHEMBL1610626 | -6.6 44.28 7 - 2 (GLU233,283) 9 Otava
CHEMBL1582313 | -6.5 52.27 9 - 1(GLU233) 10 Otava
CHEMBL1995205 | -6.4 51.92 9 2 (TYR234, VAL235) 1(GLU233) 12 ENAMINE
CHEMBL1973465 | -6.3 52.43 9 - 3 (GLU233, VAL235,ASN281) 12 Acuggrfi:::
CHEMBL1723252 | -5.9 45.14 8 1 (VAL235) 1(GLU233) 10 ChemDiv, Inc.
CHEMBL1493170 | -5.6 43.53 9 1 (VAL235) 2 (GLU233, VAL235) 12 Otava
CHEMBL1884808 | -5.5 42.95 9 - 1(GLU233) 10 ENAMINE

Nota. Se muestran las 27 moléculas candidatas con sus energias de afinidad proporcionadas por Autodock Vina producto del acoplamiento molecular con PknG
de Mtb, el Pharmacophore Fit-Score de LigandScout, Matching Features en donde el color amarillo representa interacciones hidrofébicas, color rojo aceptores
de enlaces de hidrégeno y color verde donadores de enlaces de hidrégeno, conteo de Matching Features por cada tipo, conteo total de Matching Features y

disponibilidad en una casa comercial. (*) moléculas que han sido utilizadas en ensayos con quinasas. (-) carencia de interaccion.
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9.6.1.2 Tamizaje de la base de ProdNat (Inte:Ligand)

El farmacoforo de la aproximacion basada en el receptor de la Serie A-C fue utilizado en la base
de datos de Productos Naturales de la compafiia Inte:Ligand conformada por 111,000 moléculas.
Este tamizaje dio como resultado la deteccion de 222 moléculas que se adecuaban a las
caracteristicas farmacoforicas de este modelo (Figura 40) este nimero de hits indica un porcentaje

de aciertos de 0.2%.

Figura 40
Tamizaje virtual masivo de la base de datos ProdNat usando el farmacdéforo de la aproximacion

basada en el receptor de la Serie A-C

Base de datos ProdNat
(Inte:Ligand)

111,000 moléculas

Farmacoforo

222 moléculas

Nota. Producto de este tamizaje se obtuvieron 222 hits o aciertos.

9.6.1.2.1 Tamizaje masivo y moléculas seleccionadas
Las 222 moléculas obtenidas del tamizaje virtual con el farmacoéforo en la base de datos Productos

Naturales fueron estudiadas a través de un primer filtro de estructura el cual permiti6 eliminar a

aquellas que no cumplian con el aporte de variedad quimica minima para ser consideradas aptas
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dando como resultado sélo 28 moléculas para analizar. Estas 28 moléculas fueron nuevamente

filtradas (Figura 41) y resultado del acoplamiento molecular junto con el analisis de las

conformaciones en el sitio activo de PknG, se logré reducir el nimero de 28 moléculas a 5

moléculas candidatas que cumplen con los requisitos correspondientes.

Figura 41

Segundo filtro de las 28 moléculas candidatas obtenidas luego de pasar el primer filtro de

estructura de variedad quimica

28 moléculas PknG de Mtb
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Nota. a) Acoplamiento molecular; b y ¢) Orientacion espacial de las 28 moléculas candidatas

dentro del sitio activo de PknG; d) Moléculas resultantes que tienen una buena orientacion

espacial dentro del sitio activo de PknG vy realizan las interacciones moleculares importantes.
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9.6.1.2.2 Analisis de candidatos finales

Las 5 moléculas resultantes del acoplamiento molecular en el sitio activo de PknG de Mtb fueron
verificadas en la base de datos de ChEMBL para obtener informacién acerca de su actividad
bioldgica, usos en proyectos, presencia en publicaciones y disponibilidad comercial siendo esta
Gltima informacion de mayor importancia. De igual manera fueron sometidas a los analisis
complementarios de Pharmacophore Fit, energia de afinidad de Autodock VINA, nlmero y tipos
de Matching features, correcta orientacion espacial y buen acoplamiento molecular cumpliendo
las interacciones de importancia dentro del sitio activo/sitio catalitico de PknG manteniendo a su

vez scores apropiados (Tabla 31).
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Tabla 31

Analisis de candidatos finales

Energia

Matching features e interacciones con aminodcidos del sitio

activo/sitio catalitico de PknG

ASP293)

Molécula viNa | P N Totalde | SF

(kcal/mol) Hidrofobo H-donador Matching

Features
Phthalimide -6.80 43.92 1 (VAL235) 1(GLU233) 8 NE
1-(1-Hydroxyethyl)-carboline -7.90 42.98 1 (VAL235) 1(GLU233) 11 NE
3-[2-Formyl-5-(hydroxymethyl)-1<i>H</i>-| - ¢ 43.29 6 1 (VAL235) 1(GLU233) 8 NE

pyrrol-1-yl]-2,5-pyrrolidinedione

1-(Carbolin-1-yl)-3-hydroxy-1-propanone -7.30 44.62 7 1 (VAL235) 1 (GLU233) 9 NE
Hymenialdisine -7.80 55.06 3 1 (VAL235) 3 (GLU233, ILE292, 7 NE

Nota. Se presentan las 5 moléculas candidatas con sus energias de afinidad correspondientes proporcionadas por Autodock Vina producto del acoplamiento

molecular con PknG de Mtb, el Pharmacophore Fit-Score de LigandScout, conteo de Matching Features por cada tipo (color amarillo representa interacciones

hidrofébicas, color rojo aceptores de enlaces de hidrégeno, color verde donadores de enlaces de hidrégeno) y conteo total de Matching Features. NE = No

Especificada.
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9.6.2 Aminopirimidinas

9.6.2.1 Tamizaje de la base de datos ChEMBL21

Se utiliz6 el farmacdforo de la aproximacion basada en el receptor de los derivados de
aminopirimidinas en la base de datos de ChEMBL21. El tamizaje tuvo una duracion de 13 horas
con 21 minutos dando como resultado la deteccion de 610 moléculas que se adecuaban a las
caracteristicas farmacoforicas del modelo farmacoférico (Figura 42), este nimero de hits indica

un porcentaje de aciertos de 0.038%.

Figura 42
Monitoreo del tamizaje virtual masivo de la base de datos ChEMBL21 usando el farmacoforo

de la aproximacion basada en el receptor de los derivados de aminopirimidinas
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Nota. Producto de este tamizaje se obtuvieron 610 hits o aciertos.

9.6.2.1.1 Tamizaje masivo y moléculas seleccionadas

Las 610 moléculas, producto del tamizaje virtual con el farmacoforo en la base de datos
ChEMBL21, fueron filtradas a través del acoplamiento molecular con PknG de Mtb en
LigandScout (Figura 43a) y analizadas en todas sus conformaciones para asegurar aquellas
moléculas que cumplieran tanto con la orientacién espacial (Figuras 43b y 43c) asi como con las
interacciones intermoleculares de importancia en el sitio activo. Resultado del acoplamiento
molecular y posterior al analisis de las conformaciones obtenidas se logro reducir el nimero de
610 moléculas a 16 moléculas candidatas que cumplen con los requisitos correspondientes (Figura
43d).
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Figura 42
Filtro de los 610 hits obtenidos con el farmacoforo de aproximacion basada en el receptor de

los derivados de aminopirimidinas

610 moléculas PknG de Mtb

ﬁi‘w ,*u”qr :

Acoplamiento
molecular

d)

16 moléculas

Nota. a) Acoplamiento molecular; b y ¢) Orientacion espacial de las 16 moléculas candidatas
dentro del sitio activo de PknG; d) Moléculas resultantes que tienen una buena orientacion

espacial dentro del sitio activo de PknG vy realizan las interacciones moleculares importantes.
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9.6.2.1.2 Analisis de candidatos finales

Estas 16 moléculas resultantes del acoplamiento molecular en el sitio activo de PknG de Mtb
fueron verificadas en la base de datos de ChEMBL para obtener informacién acerca de su
actividad biol6gica sobre todo en quinasas, usos en proyectos, presencia en publicaciones y
disponibilidad comercial. De igual manera fueron sometidas a los analisis complementarios de
Pharmacophore Fit, energia de afinidad de Autodock VINA, nimero de caracteristicas Matching
features, tipos de Matching features, aporte de novedad quimica, correcta orientacion espacial y
buen acoplamiento molecular cumpliendo las interacciones de importancia dentro del sitio
activo/sitio catalitico de PknG manteniendo a su vez scores apropiados (Tabla 32). Dentro de
estas 16 moléculas destacan 3 de ellas que han sido reportadas como inhibidores de familias de

quinasas.

110



Tabla 32

Analisis de candidatos finales

Matching features e interacciones con aminodcidos del
Molécula Energia VINA Pharfnacophore sitio activo/sitio catalitico de PknG Casa.
(kcal/mol) Fit-Score W- H-donador N°_Total de Comercial
Matching Features
CHEMBL1972867 -8.8 65.5 9 1 (VAL235) 1 (GLU233) 11 Aurora Chemicals
CHEMBL362636 -8.2 61.45 5 1 (VAL235) |2 (232, GLU233) 8 Aurora Chemicals
CHEMBL361827 -8 60.85 3 1 (VAL235) |2 (232, GLU233) 6 Aurora Chemicals
CHEMBL1885349 -7.3 56.23 4 1(VAL235)| 1(GLU233) 6 NE
CHEMBL1941092 -8.3 55.69 9 1(VAL235)| 1 (GLU233) 11 NE
CHEMBL2376939 -7.9 55.69 9 1(VAL235)| 1(GLU233) 11 Aurora Chemicals
CHEMBL75791 -8.6 55.55 8 1(VAL235)| 1(GLU233) 10 Aurora Chemicals
CHEMBL307716 -9 54.21 9 1 (VAL235) 1 (GLU233) 11 Aurora Chemicals
CHEMBL424605 -8.1 54.17 8 1 (VAL235) 1 (GLU233) 10 Aurora Chemicals
CHEMBL359492 -6.6 54.17 9 1 (VAL235) 1 (GLU233) 11 Aurora Chemicals
CHEMBL2234071 -10 54.02 9 1(VAL235)| 1(GLU233) 11 Aurora Chemicals
CHEMBL74548 -9.2 53.94 9 1(VAL235)| 1(GLU233) 11 Aurora Chemicals
CHEMBL3361193 -9.2 53.36 4 1 (VAL235)| 1 (MET283) 6 Aurora Chemicals
CHEMBL1667920* -9 53.23 10 1 (VAL235)| 1 (GLU233) 12 NE
CHEMBL35785* -8.1 53.13 9 1(VAL235)| 1(GLU233) 11 Aurora Chemicals
CHEMBL1967564* -7.5 52.81 9 1(VAL235)| 1(GLU233) 11 Otava

Nota. Se muestran las 16 moléculas candidatas finales con sus energias de afinidad proporcionadas por Autodock Vina producto del acoplamiento molecular

con PknG de Mtb, el Pharmacophore Fit-Score de LigandScout, conteo de Matching Features por cada tipo (color amarillo representa interacciones hidrofobicas,
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color rojo aceptores de enlaces de hidrégeno, color verde donadores de enlaces de hidrogeno) y conteo total de Matching Features. (*) moléculas que han sido

utilizadas en ensayos con quinasas. NE = No Especificada.
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9.7 Tamizaje masivo usando modelos basados en el ligando

Los farmacéforos de la aproximacion basada en el ligando de la Serie A-C, asi como de los
derivados de Aminopirimidinas fueron también utilizados en el tamizaje virtual masivo en las
bases de datos de ChEMBL21 haciendo uso del cluster virtual implementado en Amazon Web
Service (AWS). La base de datos de Productos Naturales (Inteligand) no fue utilizada en esta
aproximacion debido a que no fue parte de la colaboracion con la compafiia Inteligand, dicha

colaboracion mencionada solo fue vinculada para la aproximacion basada en el receptor.
9.7.1 Serie A-C

9.7.1.1 Tamizaje de la base de datos ChEMBL21

El farmacdéforo de la aproximacion basada en el ligando de la Serie A-C se utiliz6 en la base de
datos de ChEMBL21. El tamizaje tuvo una duracion de 1 dia 7 horas y 54 minutos dando como
resultado la deteccion de 182 moléculas que se adecuaban a las caracteristicas farmacoforicas de
este modelo (Figura 43), este niUmero de hits indica un porcentaje de aciertos de 0.011%.

Figura 43
Monitoreo del tamizaje virtual masivo de la base de datos ChEMBL21 usando el farmacéforo
de la aproximacion basada en el ligando la Serie A-C
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Nota. Producto de este tamizaje se obtuvieron 182 hits o aciertos.

9.7.1.1.1 Tamizaje masivo y moléculas seleccionadas

Las 182 moléculas, producto del tamizaje virtual con el farmacoforo en la base de datos
ChEMBL21, fueron filtradas mediante el acoplamiento molecular de PknG en Mtb en
LigandScout (Figura 44a) y analizadas en todas sus conformaciones asegurando las moléculas

que cumplieran tanto la orientacion espacial (Figuras 44b y 44c) ) asi como con las interacciones
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intermoleculares de importancia en el sitio activo. Resultado del acoplamiento molecular y del
analisis de las conformaciones obtenidas se redujo el nimero de 182 moléculas a 21 moléculas

candidatas que cumplen con los requisitos correspondientes (Figura 44d).
Figura 44
Filtro de los 182 hits obtenidos con el farmacoforo de aproximacion basada en el ligando de la

Serie A-C

182 moléculas PknG de Mtb
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Nota. a) Acoplamiento molecular; b y c) Orientacion espacial de las 182 moléculas candidatas
dentro del sitio activo de PknG; d) Moléculas resultantes que tienen una buena orientacion

espacial dentro del sitio activo de PknG vy realizan las interacciones moleculares importantes.
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9.7.1.1.2 Analisis de candidatos finales

Las 21 moléculas resultantes del acoplamiento molecular en el sitio activo de PknG de Mtb fueron
verificadas en la base de datos de ChEMBL para obtener informacién acerca de su actividad
bioldgica, usos en proyectos, presencia en publicaciones y disponibilidad comercial. Este nuevo

filtro permitié reducir de 21 moléculas a 7 moléculas candidatas.

Las 7 moléculas candidatas a su vez fueron sometidas a andlisis que incluyeron el Pharmacophore
Fit, energia de afinidad de Autodock VINA, numero de Matching features, tipos de Matching
features, aporte de novedad quimica, correcta orientacion espacial y buen acoplamiento
molecular cumpliendo las interacciones de importancia dentro del sitio activo/sitio catalitico de
PknG manteniendo a su vez scores apropiados (Tabla 33). Dentro de estas 7 moléculas cabe

destacar que 1 de ellas ha sido reportada como inhibidor de familias de quinasas.
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Tabla 33

Analisis de candidatos finales

Matching features e interacciones con aminoacidos del

Molécula Energia VINA| Pharmacophore sitio activo/sitio catalitico de PknG Casa
(kcal/mol) Fit-Score W- H-donador N°_Tota| de comercial
Matching Features
CHEMBL1422302 -7.50 86.11 6 1 (VAL235) 1 (GLU233) 8 Vitas-M
CHEMBL1333331 -7.00 66.49 3 1 (VAL235) 1(GLU233) 5 Chemspace
CHEMBL1540685* -5.90 76.82 8 1 (VAL235) 2 (VAL235, GLU233) 11 Chemspace
CHEMBL1362767 -7.20 76.73 9 2 (VAL235, TYR234) 1(GLU233) 12 Molport
CHEMBL3443281 -8.60 66.87 5 1 (VAL235) 2 (VAL235, GLU233) Chemspace
CHEMBL3443280 -8.80 66.87 5 2 (VAL235, TYR234) 1(GLU233) Chemspace
CHEMBL3732665 -6.20 65.34 8 1 (VAL235) 2 (VAL235, GLU233) 11 Molport

Nota. Se presentan las 7 moléculas candidatas resultantes con sus energias de afinidad proporcionadas por Autodock Vina producto del acoplamiento molecular

con PknG de Mth, el Pharmacophore Fit-Score de LigandScout, conteo de Matching Features por cada tipo (color amarillo representa interacciones hidrofébicas,

color rojo aceptores de enlaces de hidrdgeno, color verde donadores de enlaces de hidrégeno) y conteo total de Matching Features. (*) molécula que ha sido

utilizada en ensayos con quinasas.
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9.7.2 Aminopirimidinas

9.7.2.1 Tamizaje de la base de datos ChEMBL21

Se utiliz6 el farmacéforo de la aproximacion basada en el ligando de los derivados de
aminopirimidinas en la base de datos de ChEMBL21. El tamizaje tuvo una duracion de 8 dias 12
horas y 57 minutos dando como resultado la deteccion de 10 moléculas que se adecuaban a las
caracteristicas farmacofdricas del modelo farmacoférico (Figura 45), este nimero de hits representa

un porcentaje de aciertos de 0.000631%.

Estos 10 hits fueron las mismas moléculas activas que se utilizaron en la creacion del modelo en la
aproximacién basada en el ligando razén por la cual no se procedié a realizar los estudios de
acoplamiento molecular en PknG de Mtb debido a que ninguna molécula fue considerada como

candidata o novedosa.

Figura 45
Monitoreo del tamizaje virtual masivo de la base de datos ChEMBL21 usando el farmacdéforo de
la aproximacion basada en el ligando de los derivados de aminopirimidinas
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Nota. Producto de este tamizaje se obtuvieron 10 hits o aciertos.
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X. DISCUSIONES

El presente trabajo disefio, optimizo, validé y evalud in silico cuatro modelos farmacoforicos para
los compuestos de la Serie A 'y C y aminopirimidinas. Los modelos fueron usados posteriormente
en conjunto con el clUster virtual en AWS para realizar tamizajes virtuales usando las bases de datos
ChEMBL21 de 1,578,014 moléculas y ProdNat de 111,000 moléculas. Los tamizajes arrojaron 689
hits en ChEMBL21 y 222 hits en ProdNat. Estos luego de ser analizados mediante célculos de
acoplamiento molecular, analisis de energia de union, puntaje de Pharmacophore Fit-score,
interacciones de importancia dentro del sitio activo y disponibilidad comercial fueron reducidos a
32 candidatos, 27 candidatos pertenecientes a ChEMBL21 y 5 candidatos a ProdNat.

El genoma de Mtb codifica 11 serina/treonina proteinas quinasa: PknA, PknB, PknD, PknE, PknF,
PknG, PknH, Pknl, PknJ, PknK, y PknL (Székely, et al. 2008). De estas 11 quinasas, PknG cumple
el rol de actuar en la supervivencia de la micobacteria (Khan, et al 2017) asi como también en la
prevencion de la fusion del fagosoma con el lisosoma evitando de esta manera la degradacion,
permitiéndole vivir dentro de los macréfagos hasta que se den las condiciones adecuadas en el
organismo del hospedero para volver a proliferar causando nuevamente la enfermedad (Hegymegi-
Barakonyi, et al. 2008, Kanehiro, et al. 2018). Inclusive al momento que PknG fosforila a su
substrato GarA, inhibe la o-cetoglutarato descarboxilasa (KGD) y la glutamato deshidrogenasa
(GDH) mientras que a su vez activa la glutamato sintasa ajustando el ciclo del acido tricarboxilico
y el metabolismo del glutamato manteniendo la homeostasis redox celular, favoreciendo de esta
forma considerablemente a la supervivencia de Mtb en condiciones de latencia (Khan, et al 2017).
El rol crucial que PknG tiene en el Mtb queda demostrado en los hallazgos de Walburger, et al. 2004
y Khan, et al. 2018. En el ensayo in vitro de Walburguer, et al. 2004, los resultados les permitieron
a los autores llegar a la conclusion que la inhibicion de esta proteina quinasa conduce a la
degradacion de la micobacteria a través de la via de degradacién lisosomal dentro de los macréfagos.
Khan, et al. 2021, utilizaron una cepa mutante de Mtb con delecidn de PknG que fue testeada a la
par con AX20017 en ensayos in vitro con macréfagos, demostrando que tanto la inhibicion o la
delecion de PknG en Mtb influye en la supervivencia de la micobacteria en situaciones de estrés y
acidificacion emulando un estado de latencia. También en su ensayo in vivo utilizando al inhibidor
AX20017 de PknG en conjunto con la adicién de farmacos antituberculosos contra la latencia
(Isoniazida, Rifapentina y Rifampicina) para las cepas MDR-TB, demuestran la disminucion de la
supervivencia de Mtb, asi como la escasa reactivacion de una TB latente. Es debido a esta relevancia
de PknG que en los ultimos afos diferentes grupos de investigacion en el mundo estan enfocados en
la basqueda de potenciales inhibidores (Koul, et al. 2001, Scherr, 2008, Lisa, et al. 2015, Caballero,
et al. 2018, Kan, et al. 2018) que permita eliminar al Mycobacterium tuberculosis en estado de
latencia.

Para la validacion de los protocolos de acoplamiento molecular empleados en el trabajo fue

necesario utiliza tanto Autodock Vina implementado en LigandScout como Autodock Vina
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ejecutado desde su archivo binario en el CMD de Windows. Las validaciones generaron RMSDs
por debajo de 1A coincidiendo con lo reportado anteriormente en otros estudios de acoplamiento
molecular utilizando Autodock Vina (Maldonado-Rojas, et al. 2021, Olivero-Acosta, et al. 2017).
Sin embargo, al momento de reconstruir el cristal 2PZI para el compuesto AX20017, el RMSD
obtenido de la ejecucion de Autodock Vina local fue de 0.71A frente al 0.92 A del implementado
en LigandScout. Indicando que la version de uso local logré reconstruir el cristal en mejor forma.
Esto podria deberse a la libertad que el usuario tiene para establecer parametros de bisqueda.
Libertad que en la version implementada en LigandScout es parcial.

En la serie Ay C, los desempefios de los farmacdforos optimizados basado en el receptor y basado
en el ligando fueron medidos haciendo uso de los pardmetros de validacion tedrica, mismos
parametros utilizados previamente en estudios de validacion de modelos farmacoféricos (Lu, et al.
2011, Kratz, et al. 2014). EI modelo basado en el receptor demostr6 ser superior al modelo basado
en el ligando por su EF (43.21 versus 23.37), GH (1 0.8218 versus 0.5484) y Especificidad ( 0.994
versus 0.975). A pesar de esta diferencia en cuanto a sus desempefios iniciales, los modelos en ambas
aproximaciones al ser utilizados en el tamizaje virtual masivo con la base de datos ChEMBL21
obtuvieron una tasa de aciertos de 0.043% y 0.011% respectivamente manteniéndose muy por
debajo del 1% méaximo permitido para ser considerado como un modelo farmacoférico de buena
calidad segun Vuorinen y Schuster, 2015.

Una vez terminado el tamizaje virtual masivo usando las bases de datos ChEMBL21 y ProdNat, los
hits obtenidos fueron nuevamente filtrados mediante acoplamiento molecular con el fin de verificar
su modo de union con PknG. Con esto se analizé las moléculas propuestas cumplen las interacciones
intermoleculares necesarias para inhibir a PknG; es decir, si imitaban las interacciones realizadas
por el compuesto de referencia AX20017 dentro del sitio activo mencionadas por Scherr, et al. 2007
y Caballero, et al. 2018. Como era de esperarse, tanto en la aproximacion basado en el receptor
como en el ligando hubo moléculas que a pesar de ser hits del tamizaje no lograron recrear en forma
especifica las interacciones necesarias para una buena inhibicion. Algunos de esto ultimo son las
moléculas CHEMBL1604166, CHEMBL220528, CHEMBL1681976, CHEMBL1681965 entre
otros. Esto dltimo se debe a que ambas técnicas tienen distinta aproximacién, por una parte, el
tamizaje por farmac6foro es muy rapido debido a que no toma en cuenta toda la informacion
estructural del receptor, mientras que en un tamizaje por acoplamiento es mucho mas lento debido
a toda la informacion del receptor es usada. Se entiende que el uso combinado de ambas técnicas es
lo adecuado.

En cuanto a la busqueda de inhibidores para PknG mediante el uso de herramientas computacionales,
hasta la fecha han sido reportados tres estudios. EI primer trabajo realizado por Santhi & Aishwarya,
2011 utilizando un acoplamiento molecular sencillo de 40 withanolidos en el sitio activo de PknG
del cristal 2PZI propone 3 moléculas candidatas para la inhibicién de PknG basando sus resultados

finales en el score de acoplamiento, sin embargo, los autores no validaron de manera teérica su
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protocolo de acoplamiento molecular como se hizo en este estudio para poder reconstruir el cristal
y asegurar la correcta orientacion espacial de los ligandos e interacciones intermoleculares dentro
del sitio activo. El segundo trabajo en donde también se hizo uso del acoplamiento molecular para
acoplar 477 flavononas obtenidas de la base de datos de PubChem al sitio activo de PknG fue
complementado con andlisis de prediccion farmacocinética, andlisis de re-acoplamiento molecular
y dinamicas moleculares. Utilizando esta aproximacion computacional los autores propusieron 6
moléculas candidatas como posibles inhibidores de PknG de Mtb. (Swain, et al. 2021). Pese a que
el protocolo de validacion de acoplamiento molecular y andlisis consecuentes fueron rigurosos, el
uso de flavononas para la busqueda de inhibidores se debe de tratar con mucho cuidado debido a la
posibilidad de que varias de ellas sean compuestos de interferencia de pan-ensayos (PAINS), para
evitar este tipo de riesgos, en este estudio se trabajo con una base de datos curada a mano
conteniendo mucha variedad quimica y ningn PAIN presente. Y por dltimo, en el trabajo de Singh,
et al. 2015 se utilizé un modelo farmacoférico para encontrar inhibidores de PknG utilizando solo
la aproximacion basada en el ligando, su modelo luego fue utilizado en una base de datos de 54,275
moléculas para el tamizaje virtual masivo obteniendo 826 hits equivalente al 1.52% en su tasa de
aciertos proponiendo finalmente 1 candidato que no pudo igualar en eficacia al compuesto de
referencia AX20017. A pesar de tener una aproximacion parecida al utilizar un farmacdéforo, en este
estudio se emplearon cuatro modelos farmacoféricos, 2 para la aproximacién basada en el receptor
y 2 para la aproximacion basada en el ligando los cuales luego de estar debidamente optimizados se
utilizaron en 2 bases de datos de mayor amplitud de moléculas para el tamizaje virtual masivo
conformadas por 1,578,014 moléculas (ChEMBL21) 111,000 moléculas (ProdNat) obteniendo una
tasa de aciertos de 0.043% y 0.011% respectivamente.

En cuanto a la metodologia computacional se puede afirmar con total certeza que las aproximaciones
basado en el receptor y basado en el ligando usadas en el desarrollo de esta tesis, ambas
implementadas en el programa LigandScout 4.4.3, fueron aplicadas de forma satisfactoria para la
busqueda de potenciales inhibidores de PknG de Mth. Mencién especial es la implementacién del
claster virtual “Drug Hunter” tnico en su tipo en el Per( (de momento). Este clUster virtual permitio
el tamizaje de millones de moléculas en horas o en el peor de los casos dias. Sin esta valiosa
implementacion no se hubieran podido llevar a cabo los tamizajes.

Dentro de las limitaciones de este trabajo, destaca la cantidad de informacion sobre I1Cs de la serie
A-C frente a PknG. La poca informacion publicada respecto a ICso de los diferentes compuestos
ensayados frente a PknG fue una constante durante el desarrollo de los modelos. Muchos de estos
no estan disponibles al pablico a pesar de ser mencionados en las respectivas patentes de la familia
A-C (Fancelli, et al. 2002, Bascher, et al. 2003, Patd, et al, 2004, Missio, et al. 2009, Pato, et al.
2009). Los modelos farmacoforicos necesitan de este tipo de datos para poder optimizar su
desempefio. Impactando por lo tanto en forma directa a su refinamiento y obtencion de modelo

final. No obstante, este punto fue reforzado con la excelente bldsqueda bibliogréafica realizada y el

120



contacto a algunas compariias proveedoras de moléculas que desinteresadamente brindaron datos
de 1C50 y estructuras de compuestos. Otra limitacion fue contar con un solo cristal de PknG de
Mtb (Scherr, et al. 2007) para realizar la aproximacién basado en la estructura. Es siempre
recomendable contar con dos o tres cristales con distintos inhibidores. Sin embargo, esto Gltimo no

impactd negativamente en el proyecto gracias a la buena resolucion del mismo.

Dentro de las fortalezas del trabajo, destaca la cantidad de moléculas usadas en los tamizajes
virtuales. Fueron usadas las bases de datos ChREMBL21 con 1,578,014 moléculas y ProdNat con
111,000 moléculas, estas sumadas dan la cifra nada despreciable de 1689014 moléculas, lo cual no
es comun de encontrar en trabajos académicos donde muchas veces solo se llega a menos de un
millén. Igualmente destaca el haber abordado tanto aproximaciones basadas en el ligando como en
el receptor, de esta forma se pretendia cubrir la mayor cantidad de espacio quimico posible. Igual
de importante es mencionar toda la implementacion realizada para el desarrollo de este trabajo,
implementacion que queda totalmente disponible al estudio de diversas enfermedades. Aunque no
es parte de esta tesis, se debe mencionar que una de las mayores fortalezas es la validacién
experimental a la que estaran sujetas las distintas moléculas propuestas como potenciales
inhibidores de PknG. Estas seran evaluadas como parte de un proyecto que busca inhibidores de
PknG con apoyo del Gobierno del Perd.

Finalmente, la Tuberculosis actualmente es una de las causas principales de mortalidad a nivel
mundial la cual va en constante aumento debido a la aparicién de cepas MDR-TB y XDR-TB
representando asi una amenaza para la seguridad sanitaria global, por ello existe la creciente
necesidad de buscar nuevos farmacos gque tengan como targets proteinas esenciales de Mtb. El
resultado de este trabajo de tesis propone moléculas candidatas como potenciales inhibidores de
PknG, las cuales han sido obtenidas luego de utilizar los modelos farmacoféricos en grandes bases
de datos y haber sido analizadas rigurosamente mediante filtros y parametros computacionales. Por
lo tanto, este trabajo ha validado la hipdtesis inicial de investigacion que propuso: “Los modelos
farmacoféricos 3D y el tamizaje virtual masivo de moléculas permiten en forma rapida y eficiente

la busqueda de potenciales nuevos inhibidores de PknG de Mycobacterium tuberculosis.
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XI. CONCLUSIONES

Producto del desarrollo de este trabajo de tesis y basado en los resultados experimentales obtenidos,

las siguientes conclusiones pueden ser establecidas:

1)

2)

3)

4)

5)

Se disefid, optimizo, valido y evalud in silico cuatro modelos farmacoféricos para los
compuestos de la Serie Ay C y derivados de aminopirimidinas. Dos modelos pertenecen a
la aproximacion basada en el receptor y dos a la aproximacion basada en el ligando.

Segln la bibliografia especializada, todos los modelos farmacoféricos obtenidos
presentaron “muy buenos” o “excelentes” valores de Sensibilidad, Especificidad, AUC

ROC, Factor de enriquecimiento y Glinner-Henry score.

Se propusieron 32 potenciales inhibidores de PknG provenientes de las bases de datos
ChEMBL21 y ProdNat. Estos cumplen criterios de interacciones indispensables en el sitio
activo, correcta disposicion espacial, alto puntaje de Pharmacophore-fit y una alta energia

de unién.

El uso de ordenadores de alto rendimiento (HPC) son indispensables para llevar a cabo
tamizajes de millones de compuestos. En la presente tesis, el uso de un “cluster” virtual en

AWS fue vital para la obtencion de resultados.
Los modelos farmacoféricos 3D y el tamizaje virtual masivo de moléculas permitieron en

forma rapida y eficiente la bdsqueda de potenciales nuevos inhibidores de PknG de

Mycobacterium tuberculosis.
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XII.

Figura S1

ANEXOS

Pared celular de Mycobacterium tuberculosis
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Figura S2

Informacioén general de PknG
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Nota. (A) Representacion de PknG en cintas con sus tres dominios definidos: RB en rojo, dominio
de rubredoxina; KD en amarillo, dominio de quinasa; TPRD en verde, dominio que contiene una
repeticion de tetratrocopeptido. (B) Topologia del domino quinasa PknG en complejo con AX20017,
los elementos caracteristicos se muestran en diferentes colores; AX20017 representado en color
azul. (C) Esquema del sitio de union de ATP para PknG. Los circulos verdes y marrones
corresponden a las paredes hidrofébicas del I6bulo N y el 16bulo C respectivamente. Trapecio azul
corresponde a la Lisina catalitica mientras que el de color rojo al aspartato DFG. Tomado de Scherr,
et al. 2007 y Caballero, et al. 2018.
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Figura S3

Representacion de las caracteristicas de un farmacéforo en cuatro paquetes de software
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ionizable positivo; NI: Grupo ionizable negativo; H: Hidro6fobos; XVVOL: Volimenes de exclusion.

Tomado de Vourinen y Schuster, 2015.
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Figura S4

Diagrama de flujo general del tamizaje virtual basado en modelos de farmacdforos 3D

A set of active ligands

75% 5
[Modeling Set] &

split

[ Database Search ]

Assessing the performance

pAUC RIE Specificity (Sp)
Sensitivity (Se) ' GgH HitRate (HR)

Auc Enrichment Factor (EF)
ROC Curve BEDROC

{

L{ Model had a good performance?

Nota. Tomado de Braga, et al. 2013.

Pharmacophore model

Database Generation

3D-Structure of a target

Conformational 3<% 3¢ %"

sampling

Model had a good
performance?

1

?ch

Database Search

External
evaluation

Yes
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Figura S5

Representacion de la Curva ROC

A

Verdaderos Positivos (Sensibilidad)

Falsos Positivos (1 -Especificidad)

Nota. (A) Modelo perfecto/ideal, (B) Modelo bueno/aceptable, (C) Modelo con resultados al azar
sin valor

Figura S6

Farmacoforos y tamizaje virtual en LigandScout
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Nota. (A) Generacion de modelo farmacoférico. (B) Resultados del tamizaje virtual: (1) Lista de los
pardmetros Matching Features. (2) Puntuacion de Pharmacophore Fit. Adaptado de LigandScout
(Inteligand)
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9.2.2.1 Calculos de acoplamiento y analisis de las interacciones moleculares para
la Serie A-C

Serie A

i Al (AX20017)
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9.2.4.1 Calculos de acoplamiento y analisis de interacciones moleculares para
Aminopirimidinas
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