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1. RESUMEN

El disefio de farmacos asistido por computadora (DIFAC) ha tenido un gran avance y
desarrollo durante los ultimos afios, lo que ha llevado a que los estudios en farmacologia no
sean vistos s6lo de forma experimental en una mesa de trabajo en el laboratorio, sino que, ahora
también se contemplan y se incluyen de forma tedrica empleando tecnologias como los
sistemas de cdmputo. En la parte introductoria de esta tesis se habla acerca de los fundamentos
y detalles metodolégicos que se emplearon en el desarrollo de esta investigacion, asi como sus
ventajas y desventajas ademas de los retos que enfrentan actualmente, en seguida se presenta
un bosquejo general de la diabetes mellitus. En seguida se muestra el desarrollo que fue
teniendo la investigacion comenzando con derivados de la chalcona por poseer las
caracteristicas similares a los compuestos encontrados como activadores de la enzima PDK1 a
la que se le ha adjudicado un papel importante en las vias de sefializacién de la insulina y que
en los ultimos anos se ha tomado en cuenta como una probable diana farmacoldgica contra la
diabetes mellitus. Después, se describe el trabajo que se desarrollé en el Departamento de
Quimica de la Universidad de Cambridge en el Reino Unido acerca del cribado virtual a partir
de la base de datos con mas de 20 millones de compuestos. Después de esto los compuestos que
fueron seleccionados por el modelado farmacoférico, fueron sometidos a un andlisis de
acoplamiento molecular obteniendo asi un reducido nimero de compuestos que tienen una
probabilidad de ser sobresalientes para cumplir el objetivo de su bisqueda y disefio. Puede
parecer complicado el elegir sélo aquellos compuestos que pueden tener una mayor
probabilidad de interactuar en la regién PIF de la PDK1, para resolver este problema, se
utilizaron herramientas de clasificacién y agrupamiento de todos los compuestos
sobresalientes tomando en cuenta su “huella digital” para poder clasificarlos y tomar en cuenta
so6lo aquellos que tuvieran alta similitud molecular. De ahi que s6lo se seleccionaron nueve
compuestos a los que se les predijo una actividad pACso frente a la PDK1 utilizando 23

compuestos descritos por Engel et al. (2009),
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ABSTRACT

Drug design computer (DIFAC) assisted has had a breakthrough and development in
recent years, which has led to studies in pharmacology are not only seen experimentally in a
worktable in the laboratory, but, now also contemplated and included theoretically using
technologies such as computer systems. In the introductory part of this thesis we present the
fundamentals and methodological details that were used in the development of this research as
well as its advantages and disadvantages and the challenges they currently face, then a general
outline of diabetes mellitus. After justification, objectives and methodology of this work, then
the development that was taking the investigation starting with derivatives of chalcone for
possessing similar to the compounds found as activators of the enzyme characteristics shown
arises PDK1 that it has awarded an important role in the signalling pathways of insulin and in
recent years has taken into account as a possible drug target for diabetes mellitus. Then the
work developed in the Department of Chemistry at the University of Cambridge in the UK about
the virtual screening of zinc-based data (Zinc Data Base) with more than 20 million compounds
available to perform it describes a search using the method of filtering Pains is a good tool to
rule out the chemical structures that can be considered "promiscuous” or ligands that may
interfere in in vitro studies. Noting that the classical rule 5 of Lipinski was not used because the
latter focuses largely to predict bioavailability of a compound, however, we know that not all
compounds which are already approved drugs meet this requirement. After filtering subjected
to a search by pharmacophore modelling based on the structure to select those that meet the
minimum requirements necessary to interact in the PIF region of the kinase PDK1. Thereafter
which they were selected for pharmacophore modelling, were subjected to molecular analysis
anchor thus obtaining a reduced number of outstanding compounds. It may seem complicated
to choose only those compounds that may be more likely to interact in the PIF region PDK1, to
solve this problem, tools classification and grouping of all outstanding compounds were used
taking into account their "fingerprint"” for to classify and take into account only those who have
high molecular similarity. Thus only nine compounds that are predicted activity against PDK1

using the 23 compounds described by Engel et al,

Key words: CADD, diabetes, Molecular Docking, QSAR.
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4.PROLOGO

La presente tesis, se compone primero de un bosquejo general sobre los métodos que
utiliza el DIFAC el cual poya al campo de la quimica computacional, del cual el enfoque de este
trabajo es contra la Diabetes Mellitus que es una enfermedad clasificada como no transmisible,
pero no por eso, deja de ser preocupante para la poblacién mundial pues se estima que las cifras
incrementen casi al doble de lo que se tiene reportado hasta el tiempo en que se escribe esta
tesis. Asi pues, deben buscarse medidas para combatir la enfermedad antes mencionada, y uno
de los puntos principales ademas de la prevencion, es el mejorar las herramientas de
tratamiento para evitar y retardar las complicaciones de la misma. El presente trabajo desde el
punto de vista de la quimica medicinal, pretende contribuir a proponer nuevas formas de
estudiar y de buscar nuevos compuestos que puedan ser desarrollados en un futuro a través

del desarrollo de farmacos.

Se divide por secciones puesto que no fue un estudio con un solo tipo de compuestos ni tampoco
con un cuadro de herramientas y metodologias como es comun encontrar en las tesis en el area
de las ciencias quimicas, pues el DIFAC, mas alla de ser un trabajo que muchos clasifican como
“apretar botones”, muestra que la quimica ha dejado desde hace aproximadamente 20 afios una

ciencia que sélo puede desarrollarse sobre una mesa de un laboratorio.

La parte introductoria pretende abarcar y de esclarecer los fundamentos de cada metodologia
utilizada, después se presenta la metodologia de investigacion empleada, desde la justificacion,
la hipétesis y los objetivos enlistando los métodos que se emplearon, después las siguientes tres
secciones muestran una misma estructura que contiene la descripcion de la metodologia
empleada, los resultados obtenidos y al final del trabajo, las conclusiones con su respectiva

discusion y al final las conclusiones.

[VIII]



5 INTRODUCCION

5.1 Introduccién al disefio de farmacos asistido por computadora (DIFAC)

El campo de estudio de la farmacologia se ha diversificado en afios recientes, involucra el
conocimiento de la quimica organica, la quimica inorgdnica, la fisiologia, la bioquimica, la
fisiopatologia ademas del empleo de las herramientas de métodos computacionales en el disefio

racional de fAirmacos llamado DIFAC, o bien llamados estudios in silicol.

A principios del siglo XX Paul Erlich propuso el término “receptor” refiriéndose a una estructura
macromolecular e donde hoy sabemos que los farmacos llevan a cabo su farmacodinamia al
interactuar con el mismo provocando un cambio en algin proceso o funcion fisiolégica. Uno de
los métodos en la buisqueda de nuevos farmacos con mayor eficacia y menores efectos adversos
ha sido la quimica computacional a lo que se le llama “Disefio de farmacos in silico o asistido
por computadora”. Apoyados de otra herramienta fundamental e imprescindible como es el uso
de las estructuras cristalograficas de proteinas almacenadas en una base de datos publica
llamada Protein Data Bank (Banco de Datos de Proteinas)?, en donde se puede visualizar la
estructura tridimensional con la ayuda de programas computacionales, permite conocer el sitio
o blanco en donde se quiere que el nuevo fairmaco interactde. Para el desarrollo de un nuevo
farmaco asistido por computadora, es necesario recopilar toda la informacién en cuanto a los
procesos fisiolégicos normales y patologicos alrededor de la enfermedad, luego se proponen
nuevas estructuras quimicas en las que se puede hacer una prediccion teérica en cuanto a sus
interacciones y actividad frente al blanco deseado, a través de calculos computacionales con lo
que se han logrado grandes avances en el campo de la farmacologia reduciendo el tiempo y los

costos invertidos en el desarrollo de nuevos y mejores farmacos3.

Hasta hace apenas la década de los ochentas, el estudio de la quimica dejé de ser visto como
una ciencia puramente experimental?, es decir, no sélo se puede estudiar el comportamiento de
la materia en una mesa de laboratorio con experimentos que involucran reactivos y condiciones
especificas de reaccion, ademas del empleo de las herramientas espectroscopicas, ahora, se le
puede considerar a la quimica como el estudio experimental y teérico aplicando simulaciones
in silico, que van desde los calculos de las propiedades basicas de las moléculas que ahora son
llamados “sistemas” a través del uso de las matematicas de la mecdanica clasica de Newton en

cuanto al movimiento, atracciéon y repulsidon de las moléculas. También ahora se cuenta con el
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calculo de las propiedades fisicoquimicas y de interaccion entre diferentes sistemas pequefios
por ejemplo una molécula de etanol, hasta un sistema muy grande y complejo como una
proteina completa utilizando calculos matematicos de la ecuacidn de Schrédinger aplicando los
modelos semi-empiricos, los de Hatree Fock y de la teoria de funcionales de la densidad
electronica (DFT) con un nivel de calculo mayor4 En cuanto al uso de estos modelos
matematicos de la quimica computacional aplicados a la farmacologia, podemos decir que han
sido de gran utilidad los dos niveles de calculo pues los problemas que se pretenden resolver

con estos métodos son diversos y cada estudio necesita utilizar uno o varios modelos.

El primer articulo publicado en donde se utilizaron los estudios in silico para el desarrollo de
farmacos fue en octubre de 1981 por la revista Fortune con el titulo: Uso por primera vez de

sistemas computacionales en el desarrollo de fdrmacos en la farmacéutica Merck 5

Durante al menos las Gltimas cuatro décadas, el desarrollo de los estudios in silico ha tenido
grandes avances, dentro de sus objetivos se incluyen la generacién de nuevos y mejores
compuestos con propiedades aceptables en estudios in vitro e in vivo reduciendo asi el nimero

de entidades quimicas a ser probadas como candidatos a nuevos farmacos.

Es importante mencionar que los grandes avances en la obtencién de la informaciéon biologica
almacenada en grandes bases de datos, ha contribuido de forma sustancial al DIFAC, sin
embargo, han aparecido nuevos retos en esta disciplina debido a las exigencias cada vez
mayores en obtener resultados cada vez mas confiables, con un menor gasto computacional y

con mejores aplicaciones.

El DIFAC lo podemos dividir en tres grandes areas de investigacion: la primera encargada del
diseno, la implementacién y el mantenimiento de las herramientas necesarias para mejorar los
métodos in silico, organizando, analizando y almacenando grandes cantidades de datos de una
forma muy rapida, en segundo lugar, tenemos aquellos métodos para identificar, caracterizar y
priorizar dianas bioldgicas estableciendo su relacion con la enfermedad que hoy conocemos
como bioinformadtica, y en tercer lugar estdn los métodos que ayudan a encontrar nuevos y
mejores candidatos basados en la estructura o en el ligando y que a su vez ocupan de
herramientas y métodos muy conocidos que son los que mayor impacto han tenido a la

investigacion farmacolégica en estudios in silico®.

Dentro de los fAirmacos en donde se han visto involucrados los estudios in silico, tenemos una

lista de al menos 12 compuestos de bajo peso molecular entre ellos: Captopril, Dorzolamida,

[2]
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Saquinavir, Zanamivir, Oseltamivir, Aliskireno, Boceprevir, Nalotrexona, TMI-005, LY-517717,
Rupintrivir y NVP-AUY922 que se encuentran en ensayos clinicos o bien que han sido
aprobados para su uso terapéutico’. El empleo de métodos computacionales mencionados
arriba en la tercera categoria, han contribuido en el descubrimiento, optimizacién y
reposicionamiento de compuestos incluso mejores que los ya desarrollados y usados en la

terapéutica.

Debe entenderse que el DIFAC no es s6lo “apretar botones”. Ciertamente los farmacos no se
disenan en “cajas negras” donde no se sabe que ocurre con los cdlculos, en efecto, estos no son
estudios aislados pues deben ser complementados con estudios experimentales tras varios
ciclos de optimizacién empleando diferentes métodos llevando esto al andlisis extenso y

detallado de los resultados que se pueden obtener del DIFACL.

5.2 Clasificacién de los métodos del DIFAC

Como se comento arriba, podemos dividir al DIFAC en tres grandes categorias, siendo la tercera
de estas, actualmente la mas empleada y por lo tanto la mas desarrollada, por lo que nos
enfocaremos en lo que sigue a la descripcién de los métodos sobresalientes dentro del DIFAC.
En primer lugar, por lo general, el DIFAC esta encaminado al desarrollo de nuevos y mejores
compuestos como probables candidatos a ser farmacos, su optimizacién o bien su
reposicionamiento, por lo tanto es necesario conocer con detalle hasta donde sea posible, la
informacién de la diana terapéutica por ejemplo, la funcién que juega en la fisiopatologia de
alguna enfermedad, asi como la existencia de compuestos aprobados para uso terapéutico y
que tengan interaccion con la misma, o bien compuestos que hayan sido probados en estudios
experimentales, esto, dependiendo del tipo de diana terapéutica que se trate. Ademas de todo
esto, el conocimiento quimico en cuanto a comportamiento, reactividad, solubilidad y
propiedades de formar interacciones quimicas, son elementos clave a considerar para los
estudios in silico. Varias herramientas y métodos empleados en la biologia celular, la
farmacologia y la quimica organica han contribuido al mejor desarrollo y disefio de nuevos

compuestos o la optimizacién de algunos de ellos.
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5.2.1 Métodos basados en la estructura

Este campo de investigacion del DIFAC se refiere al aprovechamiento de la informacién con la
que se cuenta en base a la estructura del receptor que puede ser por lo general una proteina, o
en algunos otros casos especificos acidos nucleicos. Estas estructuras han sido obtenidas por
medio de difraccion de rayos x, también empleando resonancia magnética nuclear, y
recientemente, por medio de microscopia electrénica en tres dimensiones. Dentro de la
informacién con la que se cuenta en base a la estructura de los receptores farmacol6gicos
existen algunas bases de datos que se encargan de recibir, analizar y refinar los datos de las
coordenadas atomicas obtenidas por los métodos que mencionamos arriba, entre las mas
conocidas esta el Banco de Datos de Proteinas o mejor conocido como PDB (Protein Data Bank
por sus siglas en inglés) y que desde 1971 que fue inaugurado cuenta a la fecha con alrededor
de 118,587 estructuras accesibles y disponibles para la investigacion en todos los niveles2.
Este enfoque del DIFAC sostiene la hipotesis de que un ligando o compuesto de bajo peso
molecular, puede exhibir una interaccién especifica con alguna parte del receptor y esto a su
vez puede dar paso a la prediccion de los efectos bioldgicos que puede presentar dicha
interaccion. Desde la década de los afios ochenta, en la investigacion farmacolégica se comenzoé
con el uso y estudio ampliado de este enfoque, y que con los avances de la genémica y
protedmica, se ha podido obtener una gran cantidad de receptores que son candidatos a ser
estudiados como dianas farmacolégicas’ v 8. En la actualidad se puede hacer uso de esta
herramienta a través del uso del cribado virtual en donde en poco tiempo se puede conocer si

es que existe aluna interaccion entre una lista de ligandos con miultiples receptores.

Dentro del DIFAC basado en la estructura se cuenta con varios métodos muy accesibles y faciles
de utilizar como: el andlisis de acoplamiento molecular mejor conocido como “docking”, el

modelado analogo de receptores, el modelado farmacoférico y la dindmica molecular.
5.2.1.1 Estudios de acoplamiento molecular

Los estudios de acoplamiento molecular o mejor conocidos por su palabra inglesa docking, son
una técnica computacional automatizada que consta de algoritmos que determinan la
prediccidon de como interactia un ligando en un sitio especifico de un receptor®. Por lo general,
este método es casi siempre ligando-receptor, pero en algunas ocasiones puede ser receptor-
receptor, o la evaluacién puede ser en orden inverso, es decir receptor-ligando a lo que se le

conoce como analisis de acoplamiento molecular inversoé. El método general comtn, puede

[4]
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predecir la orientacion del ligando, su conformacion geométrica y el puntaje que alcanza en los
calculos segun el algoritmo empleado, es decir, el puntaje viene dado por los resultados
obtenidos y que son diferentes en cada programa computacional que puede hacer calculos de
acoplamiento molecular. Este tipo de calculos ayuda a predecir la conformacién y pose entre el
ligando y su receptor, que, para estudios bioldgicos, el reconocimiento molecular es esencial
para conocer la forma en como se lleva a cabo la interacciéon entre ambos a nivel atomico, es
decir, las interacciones débiles como los puentes de hidrogeno, las atracciones y repulsiones
electrostaticas, asi como las hidrofébicas!o. Por lo general, en el andlisis de acoplamiento
molecular, se utilizan ecuaciones matematicas aplicando la mecanica clasica de Newton,
tomando en cuenta parametros electrénicos, el impedimento estérico, las fuerzas de atracciéon
y de repulsion con el empleo de campos de fuerza para sistemas atdmicos de bajo peso y alto
peso molecular, es decir, ligandos o bien macromoléculas respectivamente!l. Para poder hacer
esas aproximaciones, el acoplamiento molecular dispone de varias etapas de calculo, cada una
enfocada a obtener los mejores resultados a través de un algoritmo, en donde el mejor resultado
es la minima energia libre total del sistema (ligando-receptor) aplicando algoritmos de

busqueda, potenciales de campos de fuerza y funciones de puntajel0.
Algoritmos de bisqueda

Existen dos componentes basicos en un programa para realizar estudios de acoplamiento
molecular, el algoritmo de busqueda y la funcién de puntaje!2. El algoritmo de busqueda,
posiciona al ligando en diferentes conformaciones, localizaciones y orientaciones basado en los
giros libres de torsion que vienen dados por el estado de hibridacion en los enlaces covalentes.
Los campos de fuerza apoyan al calculo tomando en cuenta los parametros arriba mencionados
y situia cada vez al ligando en algun sitio especifico sobre el receptor. La eleccion de un algoritmo
de busqueda determina cémo se puede alcanzar una prediccién aproximada de la pose mas
favorable segun los valores de energia libre y en algunos casos, el calculo de la constante de
afinidad Ki. Cada estudio y proyecto, debe en lo particular tomar los métodos y procesos
generales como primera instancia para luego refinarlo y elegir uno de forma especifica segin
los objetivos que se pretenden alcanzar. Cada software contiene sus propias formas de
busqueda con distintas variables, por ejemplo, el software Gold para el acoplamiento molecular,
es de mucha ayuda sus algoritmos de bisqueda si se esta trabajando con cinasas pues cuenta
con la parametrizaciéon necesaria para los cambios conformacionales que sufren ciertos

aminodacidos en su sitio activo. Los algoritmos genéticos los mas utilizados debido primero a la
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calidad de los resultados que se pueden obtener realizando de forma adecuada la preparacion
de las estructuras quimicas de partida para el calculo. Dentro de los algoritmos de busqueda,
los mas utilizados son el método Monte Carlo que realiza un calculo global aleatorio® que en
algunas ocasiones se encarga de llevar a cabo la rotacién de enlaces simples ademas de elegir
las posiciones de densidad electronica de forma aleatoria llevando a cambios estructurales y en

otros casos modificando la estereoquimica lo cual lo convierte en una desventaja.

Funciones de puntaje

Las funciones de puntaje son las responsables de hacer el calculo de la mejor energia de
interaccion entre el ligando y el receptor que es la mas favorable en la cual posiblemente tenga

interaccion el ligando con su receptor

Los términos comunmente utilizados en el analisis docking en cuanto a la prediccion de la
interaccion de un ligando con el receptor se pueden estudiar con respecto de : su conformacion,
que se define como la forma tridimensional en la cual se establecen las interacciones mas
estables entre los dos sistemas. En los calculos de acoplamiento molecular la conformacién
predicha no necesariamente es la conformaciéon mas estable del ligando pues la funcién de
puntaje se encarga de encontrar la mejor posicion independientemente de las fuerzas
intramoleculares, mas bien, influyen de una forma mayoritaria las fuerzas intermoleculares. En
algunas ocasiones algunos investigadores discuten sobre la necesidad de que antes de realizar
el calculo del acoplamiento molecular se debe obtener un andlisis conformacional del ligando
para partir de su minima conformacién energética, siendo esto innecesario por lo que se ha
comentado arriba. La translacién que viene representada por la posicién espacial con
coordenadas especificas en el sitio de unién con el receptor siendo esta caracteristica el
resultado de predicciéon que conduce a una posicion, resultados de energia libre y aquellos que
algiin programa de anclaje molecular pueda ofrecer utilizando su funcién de puntaje, por eso
es tan necesario evaluar este parametro de un calculo de anclaje molecular antes de explorar

grandes bases de datos por ejemplo en un cribado virtual.
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Potenciales y campos de fuerza

Al igual que en la dindmica molecular, se pueden utilizar campos de fuerza para realizar los
calculos de atraccién y repulsion entre los atomos involucrados en el acoplamiento molecular
tomando en cuenta algunas variables fisicas y quimicas que prevalecen en las interacciones
ligando-proteina. Existen algunos campos de fuerza comunes y bien conocidos con diferentes
aplicaciones al disefio de farmacos asistido por computadora donde las principales diferencias
son los términos que se incluyen son en base a la energia libre entre el ligando y el receptor, de
forma intra e intermolecular. Dentro de los campos de fuerza mas sobresalientes esta el

AMBER13 y el campo de fuerza CHARMM14

5.2.1.2 Modelado farmacoforico

Dentro de las primeras etapas de un proyecto de investigacién sobre la busqueda de nuevos
compuestos con probable actividad bioldgica, los investigadores eligen algunas opciones sobre
cémo conseguir encontrar estructuras quimicas que cumplan los requisitos necesarios para
tener interaccién con el sitio de interés de una diana farmacolégica, para estos propoésitos, se
tiene la disponibilidad de la informacién estructural. El farmacéforo de define como el conjunto
de interacciones electronicas y estéricas que tiene un ligando en el sitio de interés en el
receptor?s. Las caracteristicas comunes que definen a un farmacéforo son, por ejemplo, las
interacciones puentes de hidrégeno a través de grupos aceptores o donadores de los mismos,
ademas de grupos hidrofébicos, grupos acidos, grupos basicos, cargas parciales, y regiones
hidrofébicas aromaticas. Estas caracteristicas han sido bien utilizadas en el cribado virtual,
disefio de novo, y optimizacion de compuestos lideres a través de su modificaciéon del auxéforo
también llamada region haptopoféricalé. En la actualidad el uso del modelado farmacoférico ha
tenido un gran impacto casi a la par del empleo de estudios de acoplamiento molecular, pues
ofrece entre otras ventajas, el disefio de nuevos compuestos basado en la estructura o bien

basados en el ligando?7.
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6. DIABETES MELLITUS

Es importante hablar de la diabetes mellitus (DM) una enfermedad de tipo no transmisible
(ENT) que es un problema mundial por el que pasa nuestro planeta, y que la Organizacién
Mundial de la Salud junto con otros organismos encargados de combatirla, han llevado a cabo
campafias de prevencion, estudios clinicos y farmacolégicos bien definidos para evitar que esta
progrese y que en un futuro no nos encontremos en el lugar que segin nos dicen los

investigadores para el 203018,

6.1 Epidemiologia actual y el futuro de la diabetes mellitus

Las enfermedades no transmisibles (ENT) son los padecimientos que estan preocupando en
todo el mundo, la Dra. Margaret Chan, directora general de la Organizaciéon Mundial de la Salud
(OMS) ha enviado un mensaje dentro del Reporte de Status Global de las ENT al respecto de
este problema de salud a nivel mundial: el mundo ha alcanzado un decisivo punto de la historia
en las enfermedades no transmisibles, y tiene una sin precedente oportunidad para alterar su
curso. La mayoria de los paises se han puesto de acuerdo para establecer un tiempo limite para
poder frenar nueve objetivos que son un problema de salud para el 2025, entre los principales
tenemos reducir el alcohol, la insuficiente actividad fisica, consumo de sodio y tabaquismo, los
cuales se han visto involucrados como factores de riesgo que incrementan la posibilidad de
padecer enfermedades metabodlicas como la diabetes mellitus y obesidad. El ultimo mensaje
fue: el mds importante mensaje del Reporte de Status Global de las ENT es que actualmente la
comunidad global tiene la oportunidad de cambiar el curso de la epidemia de las ENT, asi, todos
los paises que participan activamente dentro de la OMS, tienen una agenda global para la
prevencidon y el control de las ENT, en donde la responsabilidad es compartida entre todos los
paises basadas en objetivos concretos!9. Segin las predicciones realizadas por los expertos en
las ENT que durante los afios 2011 al 2025, las perdidas acumulativas debido a las ENT, han
sido estimadas en aproximadamente $7 trillones de délares, lo que representa una suma mucho
mayor a los $11.2 millones de ddlares para implementar intervenciones de alto impacto para
reducir las ENT. La obesidad, incrementa el riesgo de padecer diabetes mellitus, hipertension,
enfermedad coronaria, la prevalencia mundial de obesidad ha incrementado casi al doble desde
1980, para el 2014 (Figura 1) se encontr6 un 11% en el sexo masculino y un 15% para el sexo

femenino mayores de 18 afios ambos. Para el 2013, Se reporté mas de 42 millones de nifios
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menores de 5 afios con obesidad. La prevalencia global de diabetes en el 2014 fue estimada de

un 9%320,

La Diabetes Mellitus es un sindrome clinico que resulta de la secrecion deficiente de insulina, o
resistencia a la misma. Esta deficiencia puede ser absoluta o relativa; es absoluta cuando su
secrecion es menor de lo normal y relativa cuando la accién de la hormona estd disminuida?1.
Se estima que existen aproximadamente 6.4 millones de personas en México que la padecen lo

cual genera grandes gastos en salud que pueden ser prevenibles?2,

{ .'}%V World Health

TV el
Prevalence of diabetes/raised blood glucose (%)* Y2 Organization

Figura 1 Prevalencia mundial de diabetes en varones mayores de 18 afios durante el afio 2014. Tomado
de: Global Status Report on noncommunicable diseases 2014

Los reportes mas recientes de la OMS en un resumen sobre el problema que se enfrenta refieren
lo siguiente: en los paises de ingresos bajos y medianos con frecuencia no se dispone de los
medicamentos esenciales que son fundamentales para controlar la diabetes. Los gobiernos, los
profesionales de la salud, las personas con diabetes, la sociedad civil, los productores de
alimentos y fabricantes de productos alimenticios y los proveedores de medicamentos: todos
son partes interesadas. En conjunto pueden hacer una contribucién importante para detener el

aumento de la diabetes y mejorar la calidad de vida de las personas que tienen la enfermedad.
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El reporte de las estadisticas de la DM en México (Figura 2.) indica que ha habido un

incremento de la tasa de mortalidad siendo el sexo masculino en edad juvenil quien la padece

mas23.
Mortalidad
Numero de muertes por diabetes Numero de muertes atribuibles a la hiperglucemia
hombres  mujeres hombres mujeres
30-69 afios 23100 22 000 30-69 afios 28100 25 400
70 afios o mas 17 600 24 300 70 afios o mas 24 400 32 800

Mortalidad proporcional (% del total de muertes, todas las Tendencias en la diabetes estandarizadas por edades

edades)

Enfermedades 35%
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12% 30%
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14% 6% B hombres mujeres

Figura 2 Estadistica descriptiva que muestra la mortalidad y la distribucion de la diabetes mellitus en

Meéxico clasificada por edades.

El problema del incremento de las ENT como la DM va en aumento en América de un 54%, es
decir mas de 54.9 millones de personas que padeceran DM, pronostico obtenido por el modelo
de Rowley et al. para el afio 203018. Que consiste en incluir los censos poblacionales disponibles
en América desde al afio 1990, dividiendo a la poblacidn total por segmentos de edad y
estimando a través de un modelo predictivo (lineal) la prevalencia y los casos diagnosticados
con DM en diferentes tiempos con circunstancias ambientales o externas similares teniendo en
cuenta las publicaciones sobresalientes sobre la cantidad de personas afectadas con la
enfermedad, informacion proporcionada por el Centro Nacional de Estadistica en Salud de los
Estados Unidos y el Centro de Control de Enfermedades (CDC).

Sobre las razones importantes para el desarrollo de este trabajo, se decidié desde un inicio
abordar el problema de la enfermedad ya que es un area de estudio bastante amplia en donde
podemos incursionar con estudios de DIFAC enfocados a nuevas propuestas terapéuticas sin
dejar de lado el lugar que tiene la prevencion de la misma enfermedad y que este ultimo tema

es algo en lo que deberian apostar mdas la sociedad en general, no sélo los dirigentes
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gubernamentales y aquellos en los que en ocasiones se considera que tienen el poder de

cambiar la situacion.

6.2 Tratamiento farmacolégico de la diabetes mellitus tipo 2, fArmacos actuales,
y nuevas perspectivas en el tratamiento de esta enfermedad

El tratamiento de la diabetes mellitus es tan antiguo como la misma enfermedad. Las biguanidas
se identificaron en la planta Galega officinalis, cuyos extractos se utilizaban en la edad media

para tratar esta enfermedad?1.

Con los adelantos cientificos y tecnolégicos se logr6 identificar la fisiopatologia de la
enfermedad y con ella los componentes bioquimicos que intervienen en la resistencia a la
insulina o bien cuando no se encuentra en un organismo vivo. Asi se han disefiado varios
compuestos utiles en el retardo de la absorcion de carbohidratos como la acarbosa,
secretagogos de insulina como las sulfonilureas o las gliptinas analogos de GLP-124 Sin
embargo, no se habia tenido reporte de la enzima PDK1 y su papel en la via de sefializacién de
la insulina.

Asi, existen dos vias de administracidn de tratamiento contra la diabetes mellitus, tratamiento

oral y los parenterales.
Metformina.

Junto con la tolbutamida fueron los primeros sensibilizadores de insulina en el tratamiento de
la diabetes mellitus. Es una biguanida (Figura 3) cuyo mecanismo de accién es activar a la
AMPK disminuyendo asf la concentracion de ATP intraceular provocando la sensibilizacion a la

insulina en las células de musculo esquelético?s.
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Figura 3 Estructura quimica de la metformina, una biguanida utilizada como primera opcién en el
tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2 y que acompafia a la mayoria de los esquemas terapéuticos
recomendados por la Asociacién Americana de la Diabetes.
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Es el farmaco oral de primera eleccion en el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2,
reconocido en todas las guias y recomendaciones clinicas actuales. El estudio: UKPDS (United
Kingdom Prospective Diabetes Study) y DCCT (Diabetes Control and Complications Trial)
manifestaron los beneficios de utilizar metformina incluso como profilactico en diabetes

mellitus tipo 226
Nuevos sensibilizadores de insulina.

Las tiazolidinedionas como la pioglitazona (Figura 4) son compuestos que activan al receptor
activador de la proliferacién del peroxisoma de tipo gamma (PPAR gamma) provocando asf la
sobre expresion de receptores de insulina en musculo esquelético y tejido adiposo aumentando

la sensibilidad a 1a misma 25.

Figura 4 Estructura quimica de la pioglitazona, un hipoglicemiante oral que incrementa la sensibilidad a
la insulina especialmente en el tejido adiposo.

Activadores de secrecion de insulina.

Las gliptinas como la sitagliptina (Figura 5) ocupan el primer lugar del tratamiento con
antidiabéticos orales porque no afectan al peso corporal, estin desprovistas de efecto
hipoglicemiante y se pueden combinar con cualquier otro farmaco usado actualmente. La
gliptina se define como un fAirmaco que produce el efecto metabdlico de una hormona natural

de origen intestinal secretada en respuesta a la ingestion de alimentos, el péptido glucanoide

[12]



Diseifio Y Sintesis De Compuestos Potencialmente Translocadores De GLUT4 A Través Del Reconocimiento De La Region

PIF De La PDK1

de tipo 1 (GLP-1) que induce la secrecidon de insulina y simultaneamente inhibe la del

glucagén?s,

Figura 5 Sitagliptina, un hipoglicemiante oral inhibidor de la dipeptidil peptidasa tipo 4 (DPP4).

Inhibidores del cotransportador de sodio/glucosa SGLTZ

Este grupo de farmacos representan la farmacoterapia oral mas reciente contra DM, poseen
algunas ventajas sobre la terapia convencional ya conocida y utilizada desde hace décadas, pues
se pueden utilizar en el tratamiento de la DM tipo 2 y por primera ocasién un antidiabético oral
se puede emplear contra la DM tipo 1. Actian inhibiendo la reabsorcién de glucosa en el tibulo
contorneado proximal impidiendo el regreso de iones sodio acompafiados con el soluto glucosa
provocando glucosuria y por consiguiente se conocen bien los efectos adversos esperados como
lo es el caso de las infecciones de las vias urinarias?’. En recientes fechas, 1a FDA de los Estados
Unidos de América ha emitido un comunicado sobre la preocupacion que existe en la fase IV de
estos fArmacos pues ya hay otros tres congéneres de la dapagliflozina (Figura 6) en el mercado
de los cuales se han reportado varios casos de cetoacidosis llevando a los pacientes a los
servicios de urgencias de forma inmediata para recibir el tratamiento adecuado, siendo asi

nuevos farmacos de los que se tiene una reocupacion temprana sobre los efectos adversos antes
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de lo previsto.

Figura 6 Estructura quimica de la dapagliflozina, un hipoglicemiante oral de reciente uso contra la diabetes
mellitus tipo 2, y que es un inhibidor del cotransportador de sodio/glucosa tipo 2 (SGLTZ2) a nivel tubular

renal
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En la Tabla 1 se resume el tratamiento farmacoldgico de la DM tipo 2 resaltando el firmaco, la

diana farmacolégica y la ruta metabdlica asociada

Tabla 1 Resumen de los principales hipoglucemiantes orales que se utilizan actualmente contra la diabetes mellitus,
sélo se presentan uno de cada grupo.

Farmaco Diana farmacolégica Ruta metabdlica asociada

Promotores del metabolismo de glucosa (biguanidas)

NADH deshidrogenasa-
Metformina Fosforilacién oxidativa
ubiquinona
Sensibilizadores de insulina
Transcripcion de DNA en la
sintesis de receptores
Pioglitazona, rosiglitazona PPAR-gamma

insulinotréficos en tejido

adiposo

Anélogos de incretinas

Estimulacién de la secrecion
Sitagliptina, vidagliptina Receptor GLP-1
de insulina

Retardadores de la absorcion de glucosa

Hidrolisis de disacaridos en

Acarbosa Glicosidasa alfa
intestino delgado
Inhibidores DPP4
Exenatida, liraglutida Dipeptidil peptidasa tipo 4 Proteolisis de incretinas

Inhibidores de los canales de potasio en la célula beta pancreatica (sulfonilureas)

Receptor de sulfonil ureas | Secrecién de insulina por las

Glibenclamida
(SUR) células beta pancreaticas

Inhibidores del cotransportador sodio/glucosa SGLT2

Reabsorcion renal de

Dapagliflozina Transportador SGLT2
glucosa

Recientemente los reportes sobre la monoterapia o politerapia farmacolégica oral contrala DM
tipo 2y 1 es muy diferente, lo que comparten ambas es que se ha optado por el uso de la insulina
basal dentro de los primeros estadios después de que se ha realizado el diagndstico de la

enfermedad?4, ademas de que los pacientes que padecen DM tipo 2 tardan mas tiempo en
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conseguir las metas terapéuticas deseadas. Los dos grandes estudios unicos en su género y en
su duracién de casi 20 afios, el UKPDS y el DCCT?8 han traido grandes avances sobre la
deteccidn, el diagndstico, tratamiento y seguimiento de las complicaciones de la enfermedad.
Estos estudios fueron llevados a cabo el primero en el Reino Unido y el segundo en los Estados
Unidos de América en donde se probaron la mayoria de las combinaciones terapéuticas
conocidas contra DM2 y el manejo de los diferentes tipos de insulina en la DM1, en donde se
observd el comportamiento fisiolégico y fisiopatoldgico de diferentes pacientes con diferentes
complicaciones y cémo el tratamiento combinado ayudaba a alcanzar los niveles deseados de
glucosa haciéndose evidente a través de la medicién de la hemoglobina glucosilada HbA1c la
cual se le considera ahora como un marcador diagnoéstico de DM en los paises desarrollados
que pueden determinarla por medio de HPLC?9. Sin embargo, desde la década pasada han
aparecido algunos inconvenientes en cuanto al manejo terapéutico de los farmacos orales y
existen algunos articulos de revision especialmente enfocados a los nuevos tratamientos en
contra de la enfermedad como los inhibidores GSLT2. En un estudio, se evalu6 a la
dapagliflozina, inhibidores DPP4 y analogos GLP-1 en combinacién cada uno con sulfonilureas
y se encontrd que la combinacién estos ultimos con inhibidores SGLT2 llevaban a un control
temprano de los niveles glicémicos comparados con la monoterapia con sulfonilureas, pero no
con los otros firmacos mencionados. En otro estudio se evalué la eficacia y seguridad del uso
de la Metformina, sulfonilureas, tiazolidinedionas, inhibidores DPP4, analogos a GLP-1,
inhibidores de alfa glicosilasa y algunos hipolipemiantes en donde las conclusiones importantes
fueron que: la Metformina presenta una excelente eficacia favorable evitando el incremento de
peso, y el control de lipidos siendo la primera recomendacién como monoterapia, los
inhibidores DPP4 mostraron poca eficacia comparados con la Metformina pero demostraron
un bajo riesgo de causar hipoglicemia y los demas farmacos mostraron tener un desempefio
bajo combinados con los demas fairmacos incluso sélo con Metformina incrementando el riesgo
de sufrir hipoglicemia3°.

6.3 Proteina cinasa dependiente de fosfatidil inositol 1 (PDK1) y su papel en la
diabetes mellitus.

La PDK1 (Figura 8) juega un papel muy importante en la respuesta posterior a la estimulacién
del recetor de insulina y que a su vez provoca la activacién de la PKB terminando con la
translocaciéon de GLUT 4 en la membrana celular. Se conoce bien el papel que tienen los

segundos mensajeros derivados de fosfatidilinositol, trifosfato (PIP3) y difosfato (PIP2) en las
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vias de sefializacion de factores de crecimiento e insulina. Cuando se producen por estimulacion
de insulina, activan a una serie de serina/treonina proteinas cinasas como la PDK1 que a su vez
fosforila a la PKB (Protein kinase B) 31, concluyendo en la translocacién del transportador de

glucosa GLUT4 en tejido adiposo y musculo esquelético (Figura 7).

Insulina
PDK1
PKN PKB PKC PFK2
V N 4 |
Regulacion de actina Transporte de glucosa y Glicdlisis
en el citoesqueleto sintesis de glucdgeno

Figura 7 Papel de la PDK1 en la regulacion de varias respuestas bioldgicas provocadas por la insulina. La
PDK1 activa a otras cinasas que llevan a término la sefializacién de la insulina. PKN: Proteina cinasa
serina/treonina; PKB: Proteina cinasa tipo B; PKC: Proteina cinasa de tipo C; PFK2: Fosfofructocinasa 2.
Modificado de: K.L.R. Wick. A New Molecular Target of Insulin Action: Regulating the Pivotal PDK1 Current
Drug Targets - Immune, Endocrine & Metabolic Disorders, 2001, 1, 209-221

En 1997 se identificé a un nuevo miembro de las cinasas dependientes de fosfatidilinositol que
mostré activar a la PKB en respuesta a la estimulacién de la insulina. Esta cinasa de
serina/treonina fue llamada proteina cinasa dependiente de fosfatidilinositol trifosfato, su gen
esta localizado en el cromosoma 13.3 16p. Es una proteina de 63 KDa que tiene un dominio
catalitico N-terminal y un dominio C-terminal no catalitico llamado dominio PH (pleckstrin
homology) al cual se une el fosfatidilinositol trifosfato y difosfato. La regulaciéon de la
fosforilacién de la PDK1 con otras cinasas se da en el fragmento de interaccién con la PDK1 o

también llamado PIF (PDK1 Interacting fragment) 32, el cual ha sido objeto de estudio como
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diana terapéutica para varios desordenes que tienen relaciéon con la sefializacién de la insulina,

entre ellos la diabetes mellitus.

6.3.1 Relacion de la PDK1 con el transportador de glucosa GLUT4

La sefializacién de la insulina se da a través de una serie de cinasas en particular la PDK1 (de la
cual se habla mas adelante), en donde el efecto final sobre los carbohidratos es el transporte
de glucosa por la translocacién de GLUT4 (Transportador de glucosa)perteneciente a una
familia de transportadores de la que se han descrito 13 genes que expresan moléculas
diferentes, de todas ellas GLUT4 es la mejor conocida, y segin los datos actuales la mas
importante, pues representa el 90% de los transportadores de glucosa en el adipocito y el 75%
de los transportadores que se encuentran en la membrana plasmatica tras el estimulo de la
misma253,

Los estudios previos de Phillip Cohen y cols. (1997) sobre el papel que juegan las cinasas en las
enfermedades como el cancer y la diabetes mellitus entre otras, abrieron la puerta al estudio
de posibles planteamientos farmacoldgicos a través del disefio de compuestos basados en las

interacciones con la region PIF que probablemente activen a la PDK133.

Figura 8 Proteina cinasa dependiente de inositol trifosfato (PDK1) Cédigo PDB: 4AW0
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6.3.2 Activando enzimas

Dentro de la investigacion del desarrollo y busqueda de compuestos que puedan interactuar
con enzimas, especificamente con las cinasas se enfoca a buscar inhibidores, no obstante los
compuestos que se comportan como activadores, proveen de una mejor comprension de los
mecanismos de interaccion alostérica, siendo las cinasas las enzimas que poseen un mayor
numero de sitios alostéricos para poder tener una regulaciéon adecuada, ya sea en la forma
activa o en la forma inactiva en respuesta a una via de seflalizacién celular. Julie A Zorn et al.
reportaron una revision acerca de los compuestos que se comportan como activadores de
cinasas (Figura 9), y subrayaron que existe so6lo una docena de compuestos caracterizados
cabalmente en cuanto a la forma de interactuar con las cinasas, y ellos clasificaron los
mecanismos por los cuales compuestos de bajo peso molecular activan a las cinasas siendo la

PDK1 una de las cinasas en las que se conocen algunos activadores de bajo peso molecular3+.
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Figura 9 Mecanismo de accién que explica la activacidn de las algunas cinasas por parte de los
compuestos de bajo peso molecular
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Una de las ventajas de los compuestos activadores de cinasas de bajo peso molecular
comparados con inhibidores para las mismas enzimas, es que interactian de forma alostérica
con dichas enzimas, lo cual nos conduce a tener una menor probabilidad de que estos sitios bien
conocidos se modifiquen en su secuencia de aminodacidos, ofreciendo asi mejores

oportunidades para generar compuestos con alta especificidad.

6.3.3 PDK1 como una posible diana farmacoldgica contra diabetes mellitus.

Lawlor et al. (2002) hicieron los primeros intentos de estudiar las funciones fisioldgicas de
PDK1 en respuesta a las sefiales de insulina en el organismo3s. La mayoria de los tejidos de
mamiferos llevan a cabo el control del gasto energético de acuerdo a la capacidad de produccién
de ATP con cualquiera de los sustratos disponibles o en las condiciones hormonales en estado
fisiolégico y en un tiempo especifico. Las hormonas como la insulina juegan un papel
importante en hidratos de carbono y acidos grasos, especialmente a nivel de la glicolisis y la
lipélisis. La glucolisis es mediada hasta un punto especifico parala accién de la insulina a través
de la translocacion de glucosa por el GLUT4 y la activacidn de la PFK2. El primer informe de la
evidencia genética que PDK1 media la activacién de insulina de 6-fosfofructoquinasa-2 fue
reportado por Alfonso Mora et al. (2003), donde se evaluaron el papel PDK1 en ratones con y
sin PDK1, la inyeccion de la insulina y los diferentes tiempos y, al mismo tiempo que se extrae
el corazén y mediciéon de los niveles y la actividad PFK2 y fructosa 2,6-bisfosfatasa. En ratones
con PDK1, PFK-2 actividad fue estimulada casi 2 veces dentro de 5 min de la inyeccién de
insulina y la acumulacién de fructosa-2,6-bisfosfato se detecté después de 10 min, alcanzando
5 veces los niveles mas altos que en mPDK1 no estimulada +/+ corazones después de 20 min.
En los corazones de ratones sin PDK1, ningiin aumento significativo en la actividad PFK-2 o
fructosa niveles de 2,6-bifosfato se detectd después de una inyeccion de insulina3®.

Bayascas Jose R et al. estudiaron la influencia de PDK1 en resistencia a la insulina sefialando
que la via de sefializaciéon PDK1 juega un papel crucial en el control de la homeostasis de la
glucosa. Generaron un modelo de ratones mutados en la PDK1 (K465E). Esto conduce a un dafio
de sefializacion especifica, reduciendo la actividad de las isoformas de PKB, lo que resulta en la
aparicion de resistencia a la insulina en ratones modificados para producir la enzima
presentando deterioro en la respuesta a la insulina conduciendo a la intolerancia a la glucosa

que normalmente preceden a la aparicion de la diabetes tipo 2. Sin embargo, la activacion de la
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misma via de sefializacion por factores de crecimiento extracelulares conduce a la

desregulacion del crecimiento, la supervivencia, la proliferacion, la apoptosis37.

Primeros compuestos activadores de la PDK1

Tres compuestos de bajo peso molecular se han desarrollado dirigidos a la regiéon PIF de la
PDK1 (Figura 10). Estos compuestos tienen la capacidad de activar especificamente PDK1
mediante la imitacién de la transiciéon conformacional que se produce normalmente tras la

interacciéon de PDK1, sin afectar directamente a la actividad catalitica intrinseca de otras

quinasas AGC relacionadas38.

Cl

P47 Af6

Figura 10 Estructura quimica de los compuestos reportados como activadores de la PDK. El nombre es
como aparece en las estructuras cristalogrdficas depositadas en la base de datos de proteinas (PDB).

Matthias Engel y cols. (2006) concluyen en su trabajo que la esencia de los mecanismos que
involucran la unién de un ligando en el sitio regulatorio PIF la posibilidad de disefiar nuevos
compuestos que activen a la PDK1 y que en un futuro pudieran desarrollarse fairmacos en base
a los resultados obtenidos. Tomaron como base de datos a 60, 000 modelos de compuestos de
bajo peso molecular desarrollados en May bridge (Tintagel) y fueron optimizados por el
método computacional Unity 4.3 (Tripos), entre 250 y 2,500 compuestos mostraron
prediccién de poseer caracteristicas de union a la regién PIF. La seleccién de los compuestos

fue evaluada y s6lo 220 fueron probados in vitro. Los resultados revelaron que sé6lo dos
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compuestos incrementaban significativamente la actividad de la PDK1 frente a un sustrato
polipeptidico similar a los residuos que se fosforilan en la PKB. Asi pues, seleccionaron al
compuesto denominado “Compuesto 1” (Figura 11), mostrando una activacién maxima de la
PDK13%,

Stroba et al. 2009 informaron los resultados de describen la sintesis, potencia la activacion y el
andlisis de unién calorimétrico de los compuestos clasificados como moduladores alostéricos
del PDK1, con base en los estudios de estructura-actividad. Los resultados termodindmicos
demuestran una confirmacién de que la regiéon PIF de la PDK1 es un sitio accesible para el
desarrollo de farmacos y gracias a esto se han podido definir las caracteristicas quimicas

estructurales minimas para los candidatos a activadores para la PDK138,

Primer disefio de compuestos potencialmente activadores de la PDK1

AT T T

Figura 11 Acido 2 - ((3 - (4-clorofenil)-3-oxo-1-fenil-propil) tio) acético.

La conclusién de este estudio fue que un desarrollo racional de compuestos de bajo peso
molecular como el compuesto 1 proporcionan los requerimientos minimos necesarios para que

haya una interaccion con la region PIF y se logre una activacion de la enzima PDK1.

Segundo disefio de compuestos probablemente activadores de la PDK1
Adriana Stroba y cols. (2009) propusieron una serie de compuestos similares a los de Matthias
Engel y cols. Que mostraron actividad en la region PIF de la PDK1, de ellos sobresale el

compuesto 2E-Z presentado en la Figura 12.
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HO |

I I Cl

Figura 12 Estructura del compuesto 2E-Z propuesto por Adriana Stroba y cols.

En base a lo que se investigd sobre compuestos que pudieran comportarse como activadores
de la PDK1, se decidié tomar en cuenta los propuestos en la publicacién de Matias, Engel y cols.
De los que se les conoce la actividad ACso frente a la PDK1, ademads algunas otras propiedades
termodinamicas como constante de inhibicidn y energia de unién con la region PIF de la PDK1.
Es muy importante destacar que para poder emplear las herramientas del DIFAC se puede
abordar la investigacién empleando métodos basados en el ligando, es decir emplear los
compuestos anteriormente sefialados para realizar estudios de estructura actividad (QSAR)
ademas de emplear métodos basados en la estructura pues se cuenta con la informacién de
estructuras cristalograficas de la PDK1 en complejo con algunos de los ligandos antes
mencionados. Esto nos dio la pauta para poder plantear la metodologia empleada durante toda
la investigacion.

Se realiz6 una busqueda de algunos compuestos que ya hubieran sido probados como
activadores o inhibidores de la PDK1 enfocandose mayoritariamente por aquellos que se
comportan como activadores encontrando asi el sitio alostérico PIF y la estructura basica de

compuestos que pudieran tener interacciones en esa region.
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7. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La diabetes mellitus es una enfermedad no transmisible que estd avanzando de forma rapida a
pesar de las estrategias en su prevencion, diagndstico y manejo farmacoldgico. Se estima que
para el afio 2030 haya un incremento significativo en el nimero de personas que seran
afectadas con esta enfermedad. La prevencién deberia de ser la mejor forma de evitar que
aparezcan nuevos casos de la enfermedad, sin embargo, no ha sido suficiente debido en gran
parte a las condiciones metabdlicas que han evolucionado adaptandose a las condiciones
hormonales y energéticas que enfrenta el cuerpo de un individuo con predisposicion a la
enfermedad. Es en parte por ese motivo que es necesario acelerar los procesos cientificos que
nos lleven a tener mejores estrategias en el campo de la farmacologia con nuevos enfoques de
dianas terapéuticas que no han sido exploradas esperando tener mejores resultados evitando
los efectos adversos de los hipoglicemiantes ya conocidos e intentando atacar a la enfermedad

en sus dos tipos.

8. JUSTIFICACION

El papel de la PDK1 en la sefializacion de los efectos de la insulina tales como la translocacion
del transportador de glucosa GLUT4 abre un campo de investigacion en el disefio y busqueda
de compuestos que puedan interactuar con la PDK1 en su regién PIF, siendo asf una probable
nueva diana farmacolégica de la cual necesitamos mas estudios sobre el disefio de farmacos
asistido por computadora (DIFAC), como se propone en el presente trabajo.

Por lo tanto, nos enfocaremos en el disefio y sintesis de nuevos compuestos que puedan
interactuar con la PDK1 esperando que tengan un efecto activador provocando la translocacion

de GLUT4.

9. HIPOTESIS

A partir del uso y combinacion de estudios in silico aplicados al disefio de farmacos puede
contribuir a la obtencién de nuevos compuestos que puedan ser potencialmente activadores de
la PDK1 para continuar con estudios que puedan demostrar la actividad biolégica y su probable

aplicacion destinada a combatir la diabetes mellitus
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10. OBJETIVOS
General:

Disefiar y encontrar compuestos que puedan interactuar la PDK1 a través de métodos in silico

comunes del DIFAC
Especificos:

1. Predecir in silico la interaccién que tendrian algunos compuestos propuestos derivados de la
chalcona que pudieran presentar interacciones con la PDK1 a través de estudios de

acoplamiento molecular.

2. Encontrar compuestos con estructura quimica diferente a la chalcona y a los ya descritos

como activadores de la PDK1 a través de estudios de cribado virtual.

3. Predecir la actividad pACso que pueden tenerde los mejores compuestos encontrados en el

cribado virtual a través de estudios de relacion estructura-actividad.
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11. METODOLOGIA

Para poder lograr los objetivos propuestos se emplearon como métodos del DIFAC:
Acoplamiento molecular (docking)

Modelado farmacoférico

Cribado virtual

Filtrado virtual de compuestos utilizando PAINs

Estudios de relaciones estructura actividad (QSAR)

[25]
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12. PRIMEROS ESTUDIOS EN BUSCA DE COMPUESTOS
PROBABLEMENTE ACTIVADORES DE LA PDK1 CON
DERIVADOS DE CHALCONA

El inicio sobre el estudio de compuestos que puedan ser probablemente activadores de la PDK1
comenzd en base a las estructuras quimicas reportadas previamente por Mathias Engel y cols.

que a simple vista tienen la base estructural similar a la chalcona (Figura 13).

0. _OH

J I
O S

0 HO

AT U oo U,

A B C

Figura 13 Comparacion de las estructuras quimicas entre los compuestos conocidos como activadores de
la PDK1 (A y C) y la chalcona. (B)

Cabe sefialar que para este tiempo en que estabamos desarrollando el trabajo, no se pensé en
realizar alguna bisqueda de compuestos ya sintetizados que nos permitiera tener una gamma
un poco mas amplia de lo que probablemente estariamos encontrando para la PDK1, asi que se
comenzd a desarrollar la bisqueda de algin compuesto derivado de chalcona por métodos
computacionales accesibles y con un alto grado de eficiencia empleando analisis de

acoplamiento molecular

Este analisis condujo a la posibilidad de utilizar a la chalcona como probable estructura quimica
de base para poder realizar modificaciones quimicas aprovechando la cetona alfa-beta
insaturada, ademas de que ya se habia trabajado en el grupo de trabajo con chalconas, se

conocia la reactividad de la misma.
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Propiedades farmacoldgicas de las chalconas.

Las chalconas son consideradas precursores de los flavonoides#9, las cuales estan formadas por
dos anillos bencénicos conectados por tres atomos de carbono formando una cetona aromatica
a, B-insaturada. La presencia del grupo carbonilo y la unidad olefinica conjugados confieren a
las chalconas gran reactividad, situdndolas como una interesante clase de moléculas a estudiar
tanto en las proyecciones en ciencia basica, como por las aplicaciones en areas como la
medicina, la agricultura y la industria. Investigaciones previas han reportado una importante
actividad bioldgica para estos compuestos, donde cabe resaltar sus propiedades

antimicrobianas anticancerigenas, antiinflamatorias y antineoplasicas, entre otras 41y 42,

Material y métodos

Se propuso una serie de nuevos compuestos derivados de la chalcona (Figura 14), a partir de

las posibilidades de incluir nucleéfilos a la cetona alfa beta insaturada.

(o) OH o) OH
0 O HN o HNj/
SR 0
1 2 2a
(o) OH (0] OH (0] NH2

Figura 14 Compuestos propuestos de novo, derivados de la chalcona
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HO (o) HO (0]
N O HN O HN
4a

5 S -
o0 O

O SH (o) OH

58
f% m

Figura 15 Compuestos propuestos de novo, derivados de la chalcona
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Figura 14. Compuestos propuestos de novo, derivados de la chalcona (Continuacion).
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Figura 14. Compuestos propuestos de novo, derivados de la chalcona (Continuacion).

(30]



Diseifio Y Sintesis De Compuestos Potencialmente Translocadores De GLUT4 A Través Del Reconocimiento De La Region

PIF De La PDK1

o o
Hoj)LOH HO on
O HN O HN
‘/”\/'\“27‘ ‘ 27a ‘

Figura 14. Compuestos propuestos de novo, derivados de la chalcona (Continuacion).
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Una vez propuestos los compuestos se modelaron utilizando métodos computacionales. Es bien
conocido que en el DIFAC no es s6lo apretar botones como en algunas ocasiones se afirma, cada
proyecto de investigacion que involucra estudios de este tipo, es muy diferente por tanto las
condiciones en como modelar o como preparar un archivo que contiene informacién de una
estructura quimica casi siempre esta en funcién del objetivo que se pretende, atendiendo y
cuidando desde luego los aspectos quimicos importantes para la buena obtencién de la mejor

aproximacion de los resultados.
Modelado de los compuestos propuestos

Los compuestos propuestos en la figura 14 fueron dibujados en dos dimensiones empleando
el programa ChemBioDraw Ultra 12.0, después en el programa Chemsketch se obtuvo un
archivo con las coordenadas tridimensionales X, y, z en formato .mdl de donde se les determiné
su estado de protonaciéon a pH de 7.4 empleando el servidor chemicalize obteniendo asi las
estructuras de partida para poder realizar la optimizacion de su geometria con el programa
Gaussian 03W empleando como base de célculo el método semi empirico de tipo Dewar AM1.
Es importante resaltar que en algunas ocasiones se cuestiona la forma de partida de las
estructuras quimicas en cuanto a sus coordenadas tridimensionales, puede ser légico que deba
partirse de una serie de conférmeros con la minima energia intramolecular, sin embargo,
dichos célculos aplican para poder estudiar otras propiedades fisicoquimicas, de reactividad y
de distribuciéon electrénica, lo que no nos compete en los estudios y experimentos
computacionales en el disefio de farmacos, pues no siempre, de hecho, es bien sabido que la
conformacion activa de un compuesto de bajo peso molecular cuando interactia con su
receptor, no siempre es la de la menor energia, pudiera estarse pensando en realizar calculos
ab initio tomando en cuenta el ambiente quimico del sitio de interaccion asi como los solventes
y/oiones que pudieran estar involucrados en dicha interaccion siendo este tipo de estudios, los

experimentos de dindmica molecular en el DIFAC.

Estudios de acoplamiento molecular

Como los calculos computacionales con estructuras quimicas son aproximaciones que se
realizan basados en las propiedades quimicas que son estudiadas ya sea métodos de mecanica

molecular o clasica o bien por métodos ab initio. Por lo tanto, las condiciones de partida en
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cualquier calculo computacional que involucre el uso de estos métodos, es decir, las
coordenadas tridimensionales, la carga eléctrica, etc. son importantes para poder llevar a cabo
una prediccion lo mdas préoxima a la resolucion de las matematicas que emplea cada método del
DIFAC, por ejemplo, nuestro trabajo de acoplamiento molecular involucra solamente el uso de
ecuaciones de la mecanica clasica tomando en cuenta las fuerzas de atraccion y de repulsién

entre otras como se presentan en la siguiente ecuacidn:

An‘ Br"
AC = AG gw 2 (}T - r—b")

if 17

Cr" D;‘r
+ AChh(deE(f)(ﬁ - T)

i it

+ AC"o]r'r: Z
+ Aclnr lI\‘I'tm'

+ G, L (SV, + S Vet i2en

i

‘?.“?;‘
g{ j’l‘..

Ecuacion 1 Cdlculo de energia libre total de un sistema derivado de un estudio de acoplamiento molecular
(este representa a la funcion de puntaje utilizada en Autodock4

Donde los cinco términos de AG a la derecha después del signo de igualdad, son coeficientes
empiricamente determinados utilizando andlisis de regresiones lineales a partir de una serie
de complejos proteina-ligando con las constantes de unidén determinadas experimentalmente y
que fueron tomadas para el desarrollo y desempefio de Autodock4 que fue utilizado durante
los experimentos de acoplamiento molecular en esta parte de la investigacién. La sumatoria de
los diferentes términos de AG se determinan para cada par de atomos del ligando (i) ademas de
los atomos del receptor (j) ademas de todos los atomos que estan separados por tres enlaces

dentro del ligando.

También para la adecuada preparacién de los ligandos y receptores es necesario tomar en
cuenta las interacciones de atraccion y repulsion entre el ligando y el receptor, por lo que como
en la mayoria de los programas de acoplamiento molecular, se emplea el uso de los potenciales
de Lernard-Jones 12-6 de dispersién/repulsiéon incluyendo la medida de los dngulos de enlace,

ademas de los calculos del potencial electrostatico coulémbico53.
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Preparacién de los ligandos

Para los estudios de acoplamiento molecular, la preparacién de los ligandos fue empleando la
herramienta MGLTools de Autodock en donde se tomé en cuenta para cada ligando las
coordenadas de salida de la optimizacién de su geometria, se adicionaron cargas Gasteiger asi
mismo se verificé la seleccién de los enlaces rotables (de libre giro) para los calculos
conformacionales iniciales al final se obtuvieron archivos .pdbqt necesarios para los estudios

de acoplamiento molecular.
Eleccién de las estructuras cristalogrdficas como receptores

Otra parte importante de los estudios de acoplamiento molecular es en relacién a las
caracteristicas de partida del receptor en el que se pretende investigar las interacciones de los
ligandos, asi que se explor6 la Base de Datos de Proteinas ampliamente conocida y de gran
utilidad desde 1971 que contiene estructuras tridimensionales de proteinas y ahora de acidos
nucleicos en base a cristalografia de rayos X o bien resultados de Resonancia Magnética
Nuclear, siendo la primera nuestra principal eleccidn para tomar en cuenta un archivo con esta
informacion para la PDK1, y para seleccionar de una forma adecuada la estructura
cristalografica se tomo en cuenta lo siguiente: que contenga un ligando en el sitio de interés que
en este caso es la regiéon PIF; que tenga una resolucién no mayor a 24 ; que esté completa la
secuencia de aminodacidos en el sitio de interés; que las estructuras cristalograficas tengan una

identidad mayor al 95%
En base a lo anterior la tabla 2 muestra las caracteristicas de cada estructura cristalografica.

Tabla 2. Coordenadas de muestreo y dimensiones de la malla generada en Autodock Tools y utilizada
en los estudios de acoplamiento molecular.

Centro Dimensiones (A) Distancia de

Receptor busqueda (A)
X Y Z X Y Z
3HRF 24.157 -22.870 -25.608 126 126 126 0.37
4A06 24.013 -23.030 -25.849 126 126 126 '
4AW0 -19.997 20977 2.856 126 126 126
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Preparacién de las estructuras cristalogrdficas de los receptores

Se decidid incluir a los tres mejores receptores encontrados parala PDK siendo los c6digos PDB:
3HRF, 4A06 y 4AWO0 los mas aptos para nuestro estudio de acoplamiento molecular. De igual
forma que los ligandos, se hizo la preparacidn de estas estructuras cristalograficas adicionando
primero los &tomos de hidrégeno que son de caracter polar y que pueden estar ausentes en las
estructuras cristalograficas como es bien conocido, ademas se seleccioné realizar un estudio de
acoplamiento molecular de tipo ciego para todos los ligandos con cada uno de los receptores
teniendo como medida de una malla de célculo con espacio de 126 X 126 X 126A y con un
espaciado de célculo cada 0.37A, los archivos de los receptores se obtuvieron en .dpbqt para

los calculos posteriores.

Para poder realizar los calculos de acoplamiento molecular, es necesario conocer la naturaleza
de los ligandos que seran explorados y estudiados en cuanto a las interacciones con el receptor,
por lo que se conocen bien los enlaces rotables como se dijo anteriormente, y en sin dudas para
los calculos de la energia y para las interacciones electrostaticas columbicas, los parametros
atémicos dados para cada &tomo componente tanto de los ligandos como del receptor, por lo
que se incluyd en los calculos, el archivo de parametrizacion AD4 que incluye toda la
informacidn necesaria para los ligandos y receptores, y una vez con esto, se procedié a preparar
los archivos .gpf'y .dpf que son los archivos que contienen la informacién de cada uno de los
ligandos con cada receptor y que son necesarios para que se lleven los calculos de forma
separada para cada ligando con diferente receptor. Los calculos de acoplamiento molecular
fueron realizados en un equipo Mac con un sistema operativo OS X con un procesador de 2.6
GHz Core i7 y una memoria de 8GB. Por tltimo, para la preparacion de los archivos de entrada
del estudio de acoplamiento molecular, se empleé como método de bisqueda un algoritmo
genético Lamarckiano que incluyd los siguientes parametros de busqueda: nimero de
algoritmos genéticos: 100; total de la poblacién inicial de busqueda; 100; nimero de eventos
permitidos: 1 x106; tasa de mutacion: 0.08; tasa de entrecruzamiento: 0.2; nGmero maximo de
mejores poses o resultados posibles; 100. Como funciéon de puntaje el programa Autodock4
emplea el calculo de la energia libre en base a las energias empiricas calculadas durante el
desarrollo y la validacion del programa, ademas de que realiza el calculo de una constante de

inhibicion Ki a partir de la ecuacion 2:
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AG=RTIn Ki

Ecuacidn 2. Expresion termodindmica general que nos permite el calculo de cantidades

Donde R es la constante de los gases 1.987 cal K- mol-1 y T es la temperatura absoluta
Validacién de los estudios de acoplamiento molecular

Para el tiempo en que fueron realizados estos primeros calculos con los ligandos propuestos y
los receptores mencionados arriba, se conocia dentro del grupo de investigacion acerca de las
validaciones de los estudios de acoplamiento molecular por lo que la validacion de estos
estudios fue realizando el calculo del RMSD (Root Mean Square Desviation) por sus siglas en
inglés, que es la raiz de la desviacion cuadratica media entre los &tomos pesados tanto del
ligando en complejo con el receptor del cual se conocen las coordenadas por medio de
cristalografia de rayos X y el mismo ligando pero sometido a el protocolo de acoplamiento
molecularllevado a cabo en nuestro laboratorio para todos los ligandos propuestos por lo tanto,
se someti6 a los ligandos P47, A06 y MJF al estudio de acoplamiento molecular con las
caracteristicas y condiciones antes descritas, y una vez obtenidos los resultados se calculé el
RMSD que se presentan en la tabla 3 y la comparacidon tridimensional se presenta en la figura

10.

Resultados
Validacion de los estudios de acoplamiento molecular, resultados de RMSD

Una vez que se hicieron los calculos de acoplamiento molecular, se obtuvieron las posiciones
junto con las interacciones de cada ligando con su respectivo receptor, de los que se les calculé
el valor de RMSD empleando el programa Pymol tomando como ligando base o de referencia
aquel que se obtuvo de las coordenadas de la estructura de rayos %, y como analizado, aquellos
ligandos que fueron preparados y sometidos al analisis de acoplamiento molecular con las
condiciones descritas en el material y métodos de esta parte del trabajo. Los resultados
obtenidos para la validacién del protocolo a utilizar del acoplamiento molecular se resumen en

la tabla 3 y la conformacién obtenida para cada ligando se presenta en la figura 15
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Tabla 3. Resultados del calculo de RMSD teniendo como referencia el ligando de su correspondiente
estructura cristalografica.

Ligandos analizados

- - Numero de atomos alineados RMSD ([’\)a
Referencia | Analizado
P47 3HRC_P47 20 1.673
A06 4A06_A06 17* 1.499
MJF 4AWO0_MJF 23 1.852

a Los resultados fueron obtenidos en el software PyMOL. *Ver nota en el pie de la figura 1

Figura 15 Representacién 3D de los ligandos utilizados en el cdlculo del RMSD para la validacién del estudio docking.
A: P47; rojo = referencia; azul = analizado, B: A06; ciano = referencia; magenta = analizado, C: MJF; amarillo =
referencia; verde = analizado.

El calculo del RMSD que se realizé con cada ligando y su respectivo receptor, fueron
satisfactorios siendo de 1.673,1.499 y 1.852 paralos ligandos P47, A06 y MF] respectivamente,
lo que nos dio paso a realizar los estudios de acoplamiento molecular con las mismas

condiciones de calculo para los demas ligandos derivados de chalcona propuestos.

Después de realizar la validacién de los estudios de acoplamiento molecular, para cada ligando
se hizo el clculo de los potenciales electrostaticos empleando la funcién autogrid4, y posterior
a esto se utilizé la funcién autodock4 para realizar el calculo de la energia intramolecular e
intermolecular de los complejos ligando-receptor. Después de terminados los calculos, se
obtuvieron los correspondientes archivos .dlg que contienen la informacion sobre la predicciéon
de las poses, la energia libre y el Ki calculados. Los resultados fueron analizados de forma
manual utilizando AutodockTools como herramienta de visualizacion grafica para apreciar las

mejores 100 poses de cada ligando, asi como la energia libre de cada uno y su respectiva Ki
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calculada siendo guardado el mejor resultado, es decir aquel que mostré menor energia libre y

un valor menor de Ki.

En las tablas 4, 5 y 6 se presentan los resultados obtenidos de los estudios de acoplamiento
molecular con los compuestos propuestos derivados de la chalcona.

Tabla 4. Resultados del acoplamiento molecular de los 53 ligandos analizados con el receptor 3HRF se
incluye en el inicio los resultados del ligando de referencia.

(Hubo unién ala Energia libre

Ligando region PIF? Rank_subrank (kcal /mol) Ki (uM)
P47 SI 1.1 -8.04 1.29
1 Si 8.1 -5.76 59.99
2 SI 12_1 -5.24 145.06
2a SI 38_1 -4.35 642.26
3 SI 15_1 -4.13 934.35
3a SI 21 -6.4 20.23
4 NO - - -
4a NO - - -
5 NO - - -
5a SI 221 -5.97 42.39
6 NO - - -
6a NO - - -
7 NO - - -
7a SI 56_1 -4.5 493.5
8 SI 41 -5.85 51.75
8a SI 21 -6.42 19.67
9 SI 191 -5.54 86.27
9a SI 91 -5.86 50.31
10 SI 1.1 -7.43 3.59
10a SI 13_1 -6.31 23.7
11 SI 3.1 -6.1 33.95
11a SI 91 -5.71 65.15
12 NO - - -
12a NO - - -
13 SI 1.1 -7.23 5.01
13a SI 2.1 -7.17 5.53
14 SI 1.1 -7.4 3.75
14a SI 1.1 -7.4 3.74
15 NO - - -
15a SI 8.1 -5.81 55.24
16 SI 8.1 -5.6 78.86
16a SI 71 -5.62 75.64
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17 SI 2.1 -6.39 20.59
Ligando ‘.‘H::;z:l;;;? la Rank_subrank Eaf:agll/anlllobl;e Ki (uM)

17a SI 5.1 -6.19 29.25
18 SI 71 -6.31 23.55
18a SI 11.1 -6.07 35.28
19 NO - - -
19a NO = = =
20 NO - - -
20a SI 11 -7.13 5.96
21 NO - - -
21a NO = = =
22 SI 1.1 -7.6 2.69
22a SI 1.1 -7.8 1.92
23 SI 11 -7.6 2.68
23a SI 1.1 -8.15 1.06
24 SI 9.1 -6.87 9.2
24a SI 41 -6.53 16.42
25 NO - - -
25a NO = = =
26 SI 3.1 -6.35 22.21
26a SI 6_1 -6.24 26.71
27 SI 5.1 -5.98 41.13
27a NO = = =

Tabla 5. Resultados del estudio de acoplamiento molecular de los 53 ligandos analizados con el receptor

4A06 se incluye en el inicio los resultados del ligando de referencia.

Ligando Unién a PIF Rank_subrank E;llf:'agll/anlllobll)‘e KI (uM)
A06 SI 1.1 -6.74 11.52
1 Si 10_1 -5.20 120.84
2 SI 221 -5.01 176.05
2a SI 37_1 -4.23 656.26
3 SI 16_1 -4.00 956.87
3a SI 41 -6.01 36.54
4 NO - - -
4a NO - - -
5 NO - - -
5a SI 231 -5.20 52.59
6 NO - - -
6a NO - - -
7 NO - - -
7a SI 57_1 -4.30 502.5
8 SI 6_1 -5.20 60.85
8a SI 3.1 -6.20 23.34
9 SI 21_1 -5.03 92.62
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9a SI 10_1 -5.46 60.41
Ligando Union a PIF Rank_subrank Eafcragll/anilob];e Ki (uM)

10 SI 1.1 -7.35 4.27
10a SI 15_1 -6.01 45.8
11 SI 6_1 -5.63 69.82
11a SI 10_1 -5.23 76.35
12 NO - - -
12a NO = = =
13 SI 21 -6.96 7.06
13a SI 31 -7.00 6.86
14 SI 31 -7.30 3.95
14a SI 2.1 -7.45 3.86
15 NO - - -
15a SI 9.1 -5.62 65.24
16 SI 10_1 -4.90 98.59
16a SI 8.1 -5.23 86.64
17 SI 31 -6.01 28.36
17a SI 6_1 -5.63 41.32
18 SI 8_1 -6.01 29.65
18a SI 12_1 -5.63 52.58
19 NO - - -
19a NO - - -
20 NO - - -
20a SI 31 -7.01 6.23
21 NO - - -
21a NO - - -
22 SI 31 -7.34 2.95
22a SI 21 -7.60 2.03
23 SI 1.1 -7.89 1.65
23a SI 21 -7.88 1.66
24 SI 10_1 -5.86 12.2
24a SI 5.1 -6.01 19.23
25 NO - - -
25a NO - - -
26 SI 3.1 -6.21 23.45
26a SI 6_1 -6.03 27.23
27 SI 6_1 -5.53 44.63
27a NO - - -
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Tabla 6. Resultados de los estudios de acoplamiento molecular de los 53 ligandos analizados con el
receptor 4AWO se incluye en el inicio los resultados del ligando de referencia.

Ligando Unioén a PIF Rank_subrank Eafcragll;lnilobll).e KI (uM)
MJF SI 1.1 -8.04 1.29
1 Si 8.1 -5.76 59.99
2 SI 12_1 -5.24 145.06
2a SI 38_1 -4.35 642.26
3 SI 15_1 -4.13 934.35
3a SI 2.1 -6.4 20.23
4 NO - - -
4a NO - - -
5 NO - - -
5a SI 22_1 -5.97 42.39
6 NO - - -
6a NO - - -
7 NO - - -
7a SI 56_1 -4.5 493.5
8 SI 41 -5.85 51.75
8a SI 2.1 -6.42 19.67
9 SI 19_1 -5.54 86.27
9a SI 91 -5.86 50.31
10 SI 1.1 -8.35 0.762
10a SI 13_1 -6.31 23.7
11 SI 3.1 -6.1 33.95
11a SI 91 -5.71 65.15
12 NO - - -
12a NO - - -
13 SI 1.1 -7.27 4.7
13a SI 2.1 -7.17 5.53
14 SI 1.1 -8.03 1.3
14a SI 1.1 -7.98 1.42
15 NO - - -
15a SI 8.1 -5.81 55.24
16 SI 8.1 -5.6 78.86
16a SI 71 -5.62 75.64
17 SI 2.1 -6.39 20.59
17a SI 51 -6.19 29.25
18 SI 71 -6.31 23.55
18a SI 11_1 -6.07 35.28
19 NO - - -
19a NO - - -
20 NO - - -
20a SI 1.1 -7.23 4.98
21 NO - - -
21a NO - - -
22 SI 1.1 -7.71 2.22
22a SI 1.1 -8.07 1.22
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23 SI 11 -8.22 0.950
23a SI 1.1 -8.46 0.628
24 SI 9.1 -6.87 9.2
24a SI 41 -6.53 16.42
25 NO = = =
25a NO - - -
26 SI 31 -6.35 22.21
262 SI 6_1 -6.24 26.71
27 SI 51 -5.98 41.13
272 NO - - -

En la tabla 7 se presenta la energia libre y el KI de los ligandos que obtuvieron mejores
resultados siendo ellos los siguientes: 10, 13, 14, 14a, 20a, 22, 22a, 23, 23a

Figura 16. Representacion de la forma de union de los ligandos con menor energia libre y menor Kl. A:
Ligando 23a = amarillo; B: Ligando 23 = magenta; ligando de referencia P47 = azul
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Tabla 7. Resumen de los mejores resultados de energia libre y KI de los ligandos 10, 13, 14, 14a, 20a, 22,
22a, 23, 23a

Energia libre

Receptor Ligando (kcal /mol) KI (uM)

P47 (Ref.) -8.04 1.29

10 -7.43 3.59

13 -7.23 5.01
14 -7.4 3.75

14a -7.4 3.74

SHRE 20a -7.13 5.96
22 -7.6 2.69
22a -7.8 1.92

23 -7.6 2.68

23a -8.15 1.06

A06 (Ref) * -6.74 11.52

4A06 10 -8.25 0.903
23 -7.89 1.65

MJF (Ref.) -9.36 0.136

10 -8.35 0.762
13 -7.27 4.7
14 -8.03 1.3

14a -7.98 1.42

1AWO 20a -7.23 4.98
22 -7.71 2.22

22a -8.07 1.22

23 -8.22 0.9574

23a -8.46 0.6287

*La energia del ligando de referencia A06 es muy alta en comparacién de los ligandos de novo, lo
cual pudiera explicarse por la conformacién que se encontré en la estructura cristalogrdfica con
codigo PDB 4A06.

De acuerdo a los estudios de alineacién de los receptores se puede observar que tienen una
identidad del 99% teniendo como base la estructura cristalografica 4AWO0, sin embargo, se
puede notar que la energia libre tanto de los ligandos de referencia como de los ligandos
propuestos, 10, 13, 14, 14a, 20a, 22, 22a, 23, 23a el receptor 4A06 muestra menos
interacciones favorables en la regiéon PIF de la PDK1 lo que nos indica que los ligandos

propuestos y que tienen interaccion con dicho receptor pudieran también interactuar con otros

receptores que sean de la familia de las AGC cinas como la PDK1, asi en futuros estudios docking
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se puede tener en cuenta analizar diferentes ligandos con distintas cinasas que compartan la
region PIF.

En lo que respecta a los receptores 3HRF y 4AWO0, se puede observar claramente co6mo
disminuye la energia libre de la interaccién de los ligandos con el segundo y que es proporcional
ala energia que presentan los ligandos de referencia lo que nos puede sugerir que haya algunas
diferencias minimas en la regiéon PIF y tal vez en otras regiones de la estructura cristalografica,
pensando en realizar un subsecuente modelado homoélogo de la secuencia de aminoacidos de
la PDK1.

Podemos observar que el ligando 23a fue el que tuvo mejores resultados de energia libre y de
KI en los 3 receptores por lo que se analizaron las interacciones y se compararon con los tres
ligandos de referencia para poder establecer las diferencias en el modo de unién lo cual nos
podria explicar mejor la energia libre que presenta. En el presente trabajo se muestran sélo las
interacciones del mejor ligando pudiendo observar que para el caso de la unién con 4AW0
(Figura 17 A), 23a tiene sdlo tres interacciones tipo puente de hidrégeno, una con la Thr 148,
otra con Lys 76 y una tipo puente de hidrégeno con Arg 131 en contraste con el ligando de
referencia MJF (Fig. 16 B) que present6 4 interacciones tipo puente de hidrégeno una con Lys
76, dos con Thr 148 y una con Arg 131, lo cual nos indica una mayor estabilidad de MJF
presentando asf una energia libre menor que 23a.

Para el caso de las interacciones de 23a con el receptor 3HRF (Figura 17 C) present6 cuatro
interacciones tipo puente de hidrégeno dos con Arg 131, una con Thr 148 y una con Lys 76 a
diferencia del ligando P47 (Figura 17 D) que s6lo presenté 3 interacciones puentes de
hidrégeno una con Arg 131, otra con Thr 148 y otra con Lys 76 lo cual le da mayor estabilidad
a 23a teniendo una energia libre menor de unién que P47.

Las interacciones de los ligandos 10, 13, 14, 14a, 20a, 22, 22a, 23, no se representan el este
trabajo, sin embargo, pueden ser buenos candidatos a seguir su estudio ya que mostraron
buenos resultados de energia libre comparados con sus ligandos de referencia, aunque no son

menores que los que presentaron estos ultimos.
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Figura 17. Interacciones entre el ligando 23a y los ligandos de referencia. A: 23a en la regién PIF del
receptor 4AWO0. B: Ligando de referencia MJF en la region PIF del receptor 4AW0; C: 23a en la region PIF
del receptor 3HRF; D: Ligando de referencia P47 en la region PIF del receptor 3HRF.

Primera propuesta se sintesis

La obtencién del compuesto a 3-amino-1,3-difenilpropan-1-ona se puede realizar a partir de la
chalcona utilizando bencil carbamato (NH.Cbz) y utilizando acido para toluensulfénico segin
reportes de Tobias C. Wabnitz43. La 3-amino-1,3-difenilpropan-1-ona sera utilizada para la

posterior adicién de sustituyentes electroatractores en el grupo amino.
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Esquema 1 Primera propuesta de sintesis orgdnica para generar un precursor que nos lleve a la obtencién
de los compuestos derivados de la chalcona que mostraron los mejores resultados de energia libre y de Ki
en los estudios de acoplamiento molecular.

o 0 HNCbz
= + p-TSOH
0 e 2 (OO0
CH3;CN
H2, Pd/C

0 NH,

Segunda propuesta de sintesis orgdnica de los mejores compuestos derivados del primer estudio

de acoplamiento molecular

En base a un estudio previo docking ciego empleando el cristal de la PDK1 con el c6digo 4AWO0

se obtuvo un A G=-7.3 Kcal/mol con el compuesto mostrado en la figura 22.

O HNj/

Figura 16. Estructura quimica del dcido 2-((3-o0xo-1,3-difenilpropil)amino)acético.

O.__OH

Se penso en llevar a cabo la sintesis de este derivado de chalcona empleando el aminoacido
glicina, sin embargo, se pueden presentar problemas de solubilidad al momento de querer

llevar a cabo la reaccion, por lo que se plantea una ruta sintética representada en el esquema
2.
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Esquema 2. Propuesta sintética del compuesto 22 y 22a que obtuvieron buenos resultados de energia
libre y de Ki en los estudios de acoplamiento molecular.

o. O
0 | o HNj/
O T
_
HoN CH2Cl2 O O
CH2Cl2 | Bi (NO3)3
Y
ojl-lo Oj/H
O HN O HN
PCC
® () = (D ®
H5106
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13. CRIBADO VIRTUAL EN BUSCA DE COMPUESTOS COMO
PROBABLES ACTIVADORES DE LA PDK1

Uno de los objetivos importantes dentro del DIFAC a través del cribado virtual es encontrar
compuestos que hayan sido ya sintetizados, de los que se pueda conocer propiedades
fisicoquimicas y en muchas ocasiones la actividad biolégica frente a uno o varios receptores
sean éstos ultimos proteinas o bien acidos nucleicos. Esto pudiera ahorrar el tiempo de
desarrollo en la busqueda de compuestos potencialmente activos e incluso pudiera contribuir
al reposicionamiento de algunos compuestos que ya fueron aprobados para su uso en humanos
pero que han quedado huérfanos. Esto se puede lograr con una biisqueda exhaustiva en grandes
bases de datos que contienen almacenada la informacién fisicoquimica y de actividad biol6gica
antes sefialada. El cribado virtual no sustituye al cribado de alta eficiencia “in vitro” pues éste
ultimo, toma en cuenta la mayor cantidad de variables posibles que pueden interferir en cuanto
a la forma de interactuar de un ligado con un receptor, sin embargo, el cribado virtual puede
analizar grandes cantidades de compuestos en un tiempo considerable de gasto computacional
siempre y cuando los métodos que se apliquen sean adecuados y que cumplan con las variables
quimicas minimas requeridas. Asi, el cribado virtual o in silico utiliza enfoques y métodos bien
conocidos y que han sido aplicados desde hace mas de 20 afios, ente ellos encontramos aquellos
que son basados en la estructura como los estudios de acoplamiento molecular y el modelado
del farmacé6foro que puede hacerse basado en la estructura o bien en el ligando. Y
recientemente la mineria de datos que aplica herramientas de calculo estadistico, asi como de
propiedades de agrupamiento de compuestos en base a diferentes caracteristicas

fisicoquimicas y de actividad biolégica.

En esta etapa de la investigacidn se contaba con la informacién sobre 23 estructuras quimicas
de compuestos de bajo peso molecular que mostraron actividad frente a la PDK14¢y que fueron
utilizados para realizar un cribado virtual empleando estudios de acoplamiento molecular y
modelado del farmacéforo a través de un previo filtrado por PAINs que nos previene de buscar
en aquellos compuestos que pudieran presentar interferencias en pruebas in vitro, o bien
presentar efectos adversos conocidos#®. La evaluacion de los protocolos de acoplamiento
molecular y del modelado del farmacéforo fue utilizando compuestos conocidos como seriuelos

que su nombre mejor conocido en inglés es decoys cuyas principales caracteristicas son que
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poseen una alta identidad quimica estructural y propiedades fisicoquimicas pero que no
tuvieron interaccién o no presentaron mejor actividad bioldgica in vitro a diferencia de
compuestos que son conocidos como activos para cierto receptor+t. Asi estas evaluaciones nos
permiten saber si un método computacional empleado puede distinguir bien entre aquellos
compuestos que son activos de los que no lo son, a la vez que se emplean herramientas
estadisticas como el teorema de Bayes donde se calcula la sensibilidad y especificidad que son
ampliamente conocidos en el drea de la quimica analitica aplicada al diagnéstico y apoyo en
identificacion de enfermedades, sélo que ahora en el DIFAC nos permite evaluar los protocolos
antes mencionados y de donde se puede obtener informacién valiosa para construir curvas ROC
que muestran el desempefio del trabajo que se pretende hacer durante el cribado virtual,
evitando asi el tiempo de gasto computacional ademas de la optimizacién del tiempo y la
sensibilidad y especificidad que tenga nuestro método para que pueda hacer una buena
aproximaciéon o predicciéon de los resultados in silico que desde luego debe haber un

seguimiento para llevar a cabo las pruebas in vitro.

Asi, en esta parte de la investigacion se presenta el cribado virtual realizado en el Departamento
de Quimica de la Universidad de Cambridge en el Reino Unido bajo la asesoria del Dr. Andreas

Bender con el apoyo de su grupo de investigacién en el Unilever Centre.

El trabajo consistié que a partir de las 23 estructuras quimicas con actividad conocida como
activadoras de la PDK1 se sometieron a estudios de acoplamiento molecular, modelado de
farmacoforo, y a partir de los mejores resultados obtenidos se desarroll6 el cribado virtual
obteniendo sé6lo nueve compuestos con alta probabilidad de tener interaccién en la regiéon PIF

de la PDK1.
Material y métodos
Fuentes de bases de datos

Fueron considerados 23 compuestos con valores de actividad ACso obtenidos de forma
experimental los cuales son presentados en la figura 3. Para poder comenzar con los estudios
de acoplamiento molecular y modelado de farmacéforo, se emplearon los complejos
cristalograficos con los codigos PDB 3HRF, 4AWO0 y 4A06, y que se encuentran en complejo
con compuestos de bajo peso molecular con un comportamiento como activadores de la PDK1,
aunque la estructura cristalografica 4A06 fue descartada de los estudios iniciales por carecer

de las coordenadas cristalograficas en algunos atomos del ligando. Para realizar el cribado
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virtual se emple6 la base de datos Zinc4” analizando un total de 22,724,825 compuestos ademas
de que de esta misma base de datos se obtuvieron los compuestos sefiuelo (decoys) empleando
el programa DecoyFinder#8. Ademas, dentro del modelado del farmaco6foro también se emple6

el servidor en linea ZINCPharmer4® como método alterno de modelado del farmacoéforo.

Para comenzar con los estudios de acoplamiento molecular se realizé un alineamiento
estructural de los c6digos PDB: 4AWO0 y 3HRF, empleando el programa MOE con la finalidad de
comparar la similitud espacial tridimensional con la finalidad de ubicar a los aminoacidos en la
region PIF y asi poder realizar un estudio basado en la estructura con una mayor aproximacién,
el resultado de RMSD fue obtenido y calculado para ambas estructuras. La estructura 3HRF fue
utilizada como base en cuanto a coordenadas cristalograficas para comenzar a realizar los
estudios de acoplamiento molecular a los 23 compuestos conocidos puesto que no se cuenta

con estructuras cristalograficas en complejo con cada uno de ellos.
Estudios de acoplamiento molecular

Como se ha comentado en la introduccion al DIFAC, son varias las herramientas para poder
llevar a cabo estudios de acoplamiento molecular, en esta parte de la investigacion estos
estudios se realizaron empleando el programa GOLD>? distribuido por The Cambridge
Crystallographic Data Centre (CCDC) que es una plataforma con interfaz grafica de muy facil
manejo y para la preparaciéon de los ligandos y el receptor, se emple6 el programa MOE

distribuido por Chemical Computing Group>!.
Preparacién de los ligandos

Los 23 ligandos con su actividad ACso conocida fueron modelados en dos dimensiones (2D)
utilizando el programa ChemBioDraw Ultra version 12.0, después fueron transformados en
estructuras tridimensionales (3D) empleando el programa ChemSketch obteniendo asi
archivos para cada compuesto en formato .mol, después en el programa MOE se hizo la adiciéon
de los 4&tomos de hidrogeno faltantes y se calculé su estado protonado a pH de 7.4 seguido de la
minimizacién de su energia y optimizacién geométrica utilizando el campo de fuerza MFF94

con un gradiente de RMSD de 0.1 kcal/mol.
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Preparacién del receptor

La estructura cristalografica de rayos X con el c6digo PDB 3HRF fue obtenida del PDB y fue
preparada con la ayuda de la interfaz grafica Hermes en el programa GOLD adicionando los
atomos de hidrégeno faltantes junto con las cargas Kollman, las moléculas de agua estructural
fueron removidas de todo el receptor, el ligando P47 fue removido y guardado como ligando
de referencia para posteriores validaciones de los estudios de acoplamiento molecular. El sitio
de unién fue seleccionado a 10A alrededor de las coordenadas del ligando P47 como referencia

para llevar a cabo los calculos de acoplamiento molecularsz.

Seleccién y preparacion de los decoys para la evaluacion de los estudios de acoplamiento

molecular y de modelado de farmacéforo:

Dentro de la validacién y evaluacién del desempefio de los protocolos y métodos
computacionales en el DIFAC existen varias formas de hacerlo, dentro de los estudios de
acoplamiento molecular las mas utilizadas son la comparacién de la posicion espacial obtenida
por los calculos computacionales con la reportada por cristalografia de rayos X entre otras, sin
embargo cada vez mas existe la tendencia de evaluar el desempeiio de estos métodos a través
del célculo de su sensibilidad y especificidad con la ayuda del teorema bayesiano que es
ampliamente aplicado al &rea médica en el diagnéstico de enfermedades y en el seguimiento de
las mismas, pero que puede ser utilizado en otras areas como el DIFAC5%. La sensibilidad se
define como la capacidad de un método de distinguir o elegir a los resultados positivos o
reactivos como reactivos o positivos y la especificidad se define como la capacidad de un
método de detectar ahora a aquellos resultados negativos o no reactivos como negativos o no
reactivos, por tanto en la evaluacién de los métodos computacionales debemos tener en cuenta
este aspecto tan importante para poder llevar a cabo protocolos de estudios de acoplamiento
molecular por ejemplo de una forma adecuada con las caracteristicas de busqueda o célculo de
puntaje con el objetivo de obtener resultados cada vez mas proximos a la exactitud, o bien
puede ser empleado en el modelado farmacoférico para poder encontrar compuestos activos.
Por lo tanto, para poder decidir sobre las condiciones de un buen estudio de acoplamiento
molecular y las caracteristicas de un buen modelo de farmacéforo, se necesita tener
informacién experimental sobre una serie de compuestos conocidos como activos o “positivos”
frente a la PDK y con una serie de compuestos conocidos como inactivos o negativos, en este

sentido, emplear compuestos inactivos para la PDK fue en reto pues sélo se cuenta con
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informacién de los 23 compuestos activos frente a la PDK1, y que fueron tomados como
positivos para el calculo de la sensibilidad y especificidad, para os compuestos inactivos o
negativos, se utiliz6 la herramienta DecoyFinder*8 donde es posible obtener compuestos decoys
puesto que en la base de datos Directory of Useful Decoys (DUD) (www.dud.docking.org)s5. No
se cuenta con informacidén para la PDK1, el método que emplea esta herramienta es la similitud
molecular calculando el coeficiente de Tanimoto que nos habla de la similitud que guardan dos
compuestos entre si, siendo 1 la maxima identidad por lo que se utiliz6 un valor de 0.9 como
criterio mas importante para poder hacer la bisqueda de compuestos que tuvieran casi las
mismas caracteristicas quimicas ademas de que tuvieran un valor de diferencia entre las
caracteristicas quimicas responsables de la interaccidn entre el ligando y el receptor como lo
son: grupos donadores de atomos de hidrégeno=0; grupos aceptores de puentes de
hidrégeno=0; peso molecular mayor o menor a los compuestos activos= 40 g/mol; y un LogP
mayor o menor a una unidad segtin los compuestos activos, seleccionando como ntimero total
36 compuestos decoys por cada compuesto activo, no fue posible obtener el niimero total de
decoys por lo que sdlo se emplearon 595 compuestos como inactivos o negativos frente a la
PDK1 que fueron guardados en el formato .sdf que nos permite analizar la informacién de los
compuestos a la vez. Después en el programa MOE los 595 compuestos decoys fueron
sometidos bajo un andlisis de probables errores, se les retiraron los 4tomos que pudieran tener
de sobra y se les calcul6 el estado protonado a pH de 7.4 seguido de la minimizacién de su
energia y optimizacién geométrica utilizando el campo de fuerza MFF94 con un gradiente de

RMSD de 0.1 kcal/mol.
Estudios de acoplamiento molecular

Una vez que el receptor, los 23 compuestos activos y los 595 compuestos decoys estuvieron
listos fueron incluidos dentro del programa GOLD para los estudios de acoplamiento molecular
empleando los criterios de anélisis mostrados en la tabla 8 usando un 33% como capacidad de
rendimiento de gasto computacional que es sugerido por de faul en el programa GOLD y
guardando solo las tres poses més favorables por cada ligando, es decir, s6lo se obtuvieron un

total de 1854 resultados para ser analizados posteriormente.
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Tabla 8. Condiciones y caracteristicas de los nueve protocolos empleadas en los estudios de acoplamiento
molecular en el programa GOLD

Protocolo Funci(')n- de Base de referencia util Refirjlz,lmiento de ?a
puntaje para el receptor funcién de puntaje
1 CHEMPLP_1 Kinase -
2 CHEMPLP_2 - -
3 CHEMPLP_3 -- Chemscore.kinase
4 ChemScore_1 Kinase -
5 ChemScore_2 -- -
6 ChemScore_3 -- Chemscore.kinase
7 GoldScore_1 Kinase --
8 GoldScore_2 -- -
9 GoldScore_3 -- Chemscore.kinase

A continuacioén, se hace una descripcién breve de cada una de las funciones de puntaje utilizadas

en cada protocolo de acoplamiento moleculars2.
Potencial lineal por fragmentos (Piecewise Linear Potential o CHEMPLP)

Es una funcién empirica optimizada para realizar la prediccion de la mejor pose del ligando
dentro del sitio activo del receptor, se utiliza para modelar el espacio de interaccion estérica

entre el ligando y el receptor. Estas interacciones estan dadas en la ecuacion 3.

ﬁ tnesspp = '(WPLP . f ap t Wh'g-cfash . fl’ig-dash + Wiig-tors - fn’f’g-tors +f chem-cov T Worat - f chem-prot + Wegns - f cons)

.ﬁ thess CHEMPLP = f ftn €55pp _(f chem-hp T f chem-cho f chem-met)

Ecuacion 3. Cdlculo y prediccion de la mejor pose e interacciones del ligando con el receptor que utiliza la
funcién de puntaje CHEMPLP
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GoldScore
La funcién de puntaje Gold esta compuesta por los siguientes cuatro componentes:

a) La energia de enlace de los puentes de hidrégeno entre el receptor y el ligando (puente de

hidrégeno externo)

b) Energia externa del potencial de accién tipo Van der Waals (vdw) entre el receptor y el

ligando (vdw externo)

c) Energia interna del potencial de accion tipo Van der Waals del ligando (vdw interna)
d) Energia de tension torsional del ligando (torsion interna)

ChemScore

Esta funcién de puntaje fue derivada de forma empirica a partir de un conjunto de 82 complejos
proteina-ligando en las que se midieron las afinidades de unién experimentalmente. Esta
funcion ChemScore fue valorada por métodos de regresion lineal con los datos medidos de

afinidad calculada como se define en la ecuacion 4.

AG = AGO + AGhband + AGmetal + AGh'pa + AGml

binding

Ecuacion 4. Cdlculo de la energia total del sistema ligando-receptor empleada en la funcion de puntaje
ChemScore

Funciones de puntaje refinadas

El uso del refinamiento estadistico de los potenciales de accién en una funcién de puntaje
permite la creacion de funciones con aptitud dirigidos a ciertos receptores tipo cinasas como la
PDK1 que se presenta en este trabajo. La funcién de puntaje refinada para las cinasas permite
el reconocimiento de los grupos CH que pueden formar ciertas interacciones falsas evitando
que sean tomadas en cuenta para los calculos. grupos CH activos son aquellos en los anillos

aromaticos préximos a nitrégeno.
Algoritmo genético utilizado en GOLD

GOLD utiliza un algoritmo genético con el fin de obtener la mejor pose y la energia libre total
mas baja durante los calculos de acoplamiento molecular. Al inicio una poblacién de posibles

soluciones de conformacién del ligando es configurada de forma aleatoria. Cada miembro de la
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poblacién se codifica como un cromosoma, que contiene la informacién sobre la asignacion de
los 4tomos en el ligando y en el receptor que son capaces de formar enlaces puentes de
hidrégeno, también hace un mapeo de las regiones hidrofébicas tanto en el ligando como en el
receptor, y la exploracidn de los posibles conférmeros alrededor de los enlaces de giro libre y
de los grupos hidroxilo en los aminoacidos del sitio activo o de interés en el receptor El proceso

de algoritmo genético utilizado en el programa GOLD se muestra en el esquema 3.

Después de los calculos de acoplamiento molecular, los resultados de cada protocolo se guardan
en un solo archivo de tipo .sqlite para ser analizado con la herramienta GoldMine dentro del

paquete de GOLD para el procesamiento, andlisis y representacion grafica de los resultados.

Evaluacién del desempefio de los protocolos empleados en los estudios de acoplamiento

molecular

Utilizando la herramienta GoldMine, los resultados obtenidos se dividieron en dos grupos, a
uno lo lamamos activos y al segundo decoys o compuestos de fondo, los compuestos activos
correspondieron a los 23 compuestos activos frente a la PDK1, habiendo por lo tanto 69
resultados de las mejores poses con la menor energia libre, y de la misma forma para un total
de 1785 resultados para los compuestos decoys, para evaluar la sensibilidad y especificidad de
los protocolos, fue utilizado el método de curvas ROC y el factor de enriquecimiento que es un

parametro estadistico que nos muestra la capacidad predictiva de un método en una base de
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Esquema 3. Algoritmo empleado dentro del programa GOLD para Illevar a cabo la eleccion de
la mejor pose de cada ligando en el sitio de union tomando en cuenta los mejores resultados
de energia libre

An initial population of random individuals as created and their
fitness determined

—> A genetic operator is chosen: mutation, crossover or migration

v
The parents required by the operator are chosen using roulette
wheel selection based on scaled fitness (selection pressure)

The operator is applied and the child chromosomes produced. Their
fitness is evaluated

If not already present in the population the children replace the
least fit members of the population

A 4

— I[f N operators have been applied stop otherwise go to step 2

Optional-local search on the best individual

datos con multiples variables, para dicho efecto, se considerd un valor de 10% de cohorte para
realizar los calculos de sensibilidad y especificidad, es decir, se tom6 en cuenta un total de 185
resultados para dichos calculos. También con la finalidad de revisar de forma grafica el
desempefio de los protocolos, se obtuvieron los graficos correspondientes a los histogramas
utilizando el resultado de energia libre como descriptor con la funcién de puntaje ChemScore
para revisar los valores de energia libre mostrados por los 23 compuestos activos y por los
decoys, por otro lado, para las funciones de puntaje CHEMPLP y GoldScore, se obtuvieron los
graficos correspondientes utilizando como descriptor el mejor resultado de pose que involucra
alas interacciones sobresalientes en los resultados de acoplamiento molecular. Para conocer la

sensibilidad y especificidad de los protocolos utilizados, se empled el teorema bayesiano
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aplicando el conjunto de ecuaciones 5, y el modelo de calculo estadistico mostrado en la

figura 18.
Database (N)

e ™

v

Selection (n) m$| FP. TP

\ Inactives / '

Figura 18 Representacion general del procedimiento para los cdlculos utilizando el teorema bayesiano,
ejemplifica la clasificacién de una base de datos y las porciones sobre las que se hacen los cdlculos,

S N discarded inactives TN So— N selected actives TP

) = = = - =

! N total inactives TN + FP N total actives TP+ FN
A B

_ TP/n TP

EF = -
AIN fa— n

C D

Conjunto de ecuaciones 5. Conjunto de ecuaciones empleadas durante los cdlculos del teorema bayesiano.
A: especificidad; B: Sensibilidad; C: Factor de enriquecimiento; D: Rendimiento del método para seleccionar
compuestos activos.

Donde N es el nimero total de resultados analizados que en nuestro estudio corresponde a
1854 poses de ligandos obtenidas de los cdlculos de acoplamiento molecular; la seleccién n
corresponde al numero de compuestos empleados para el calculo del factor de
enriquecimiento; FP corresponde a los resultados de los compuestos que resultaron falsos

positivos; TP corresponde a los resultados de los compuestos que resultaron como verdaderos
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positivos; FN corresponde a los resultados de los compuestos falsos negativos; A corresponde
a los resultados de los compuestos que se consider6 como activos que en este caso son los
resultados de los 23 compuestos conocidos como activos para la PDK1; TN corresponde a los
compuestos que se obtuvieron como verdaderos negativos o inactivos; EF es el factor de
enriquecimiento que proviene de las curvas Receiver Operating Characteristic (ROC); Ya es el
porcentaje de rendimiento de cada protocolo para obtener compuestos verdaderamente
activos o positivos. El factor de enriquecimiento y el porcentaje de rendimiento para
seleccionar a los compuestos activos como verdaderamente activos o positivos son los
principales parametros que nos permiten conocer el desemperfio real de cada protocolo en el

total de los compuestos utilizados en estos calculos.
Modelado farmacoforico

Para efectuar el modelo de farmacé6foro que se utilizé en el cribado virtual, principalmente se
realizé basado en la estructura aprovechando que se conoce la informacién experimental
estructural de la PDK1 en complejo con ligandos en la regién PIF. La eleccién y construccion de
las caracteristicas del farmacéforo fueron realizados dentro del programa MOE en su seccién
de modelado farmacoférico que nos permite hacer el modelado de forma manual o bien es
calculado por consenso de las caracteristicas quimicas y grupos funcionales implicados en la
interaccion ligando-proteina y que pudieran ser las responsables de la actividad biol6gica. Otra
forma en que se llevé a cabo el modelado del farmacéforo fue basado en el ligando partiendo
de un alineamiento tomando como base las coordenadas cristalograficas de interaccién de uno

de los ligandos con la PDK1.

El modelo farmacoférico basado en la estructura se realiz6 usando los c6digos PDB: 3HRF Y
4AWO, a los cuales se les realizé el calculo de las interacciones ligando-proteina basados en lo
que se le conoce como huellas digitales (PLIF) dentro de la mineria de datos empleada en la
quimioinformatica. Por otro lado, para el modelado farmacoférico basado en el ligando se tom6
en cuenta a los mejores resultados de poses de los ligandos obtenidos por los estudios de
acoplamiento molecular descritos en la primera sesion del material y métodos de esta parte del
trabajo, se alinearon los mejores resultados de los 23 compuestos provenientes del
acoplamiento molecular tomando como referencia al ligando P47 para hacer un alineamiento
flexible de tipo estocastico seguido por el método de consenso para generar el modelo

farmacoférico en el programa MOE.
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Interacciones ligando-proteina basados en su huella digital

Este método genera un modelo farmacoférico utilizando las huellas digitales que se obtienen
de las interacciones mas importantes entre el ligando y el receptor, como enlaces puentes de
hidrégeno, interacciones idnicas, y la superficie de contacto entre el ligando y el receptor. Cada
aminoacido involucrado dentro del sitio de unién que es de interés en el receptor es clasificado

dentro de una categoria de modo de unioén segin se muestra en la figura 19.

protein residue

sidechain backbone any part

don acc don acc ion surface

Figura 19. Clasificacion de las interacciones de las huellas digitales en el programa MOE. Hay 6 tipos de
interacciones y su respectivo orden jerdrquico (bajo y alto) en el que un residuo podria participar como
principales interacciones: la cadena lateral y los enlaces puentes de hidrégeno (aceptores o donadores)
ademds de las interacciones iénicas y de superficie sobresalientes.

Método de consenso para el modelado farmacoférico empleado en el programa MOE

La funcién de consenso utilizada es una medida de la proporcidn las conformaciones posibles
del ligando y que es representado en forma de puntos de anotacién comenzando con el calculo
de los puntos antes mencionados incluyendo a un solo ligando o bien al alineamiento calculado
en base a las coordenadas cristalograficas de las interacciones del ligando con el sitio de unién
de donde se establece un rango de tolerancia (T) que corresponde a la maxima distancia entre
dos puntos calculados por el consenso entre cada caracteristica de interaccion o modo de

interaccion de las conformaciones posibles del ligando, después un minimo puntaje de
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consenso (C) es calculado debido a que se requiere para poder volver a rehacer un calculo de
nuevos puntos y caracteristicas de interaccion teniendo asi un nuevo calculo de T y C hasta que
se logra un consenso promedio aceptable tomando en cuenta las principales caracteristicas e
interacciones importantes en el modo de union del ligando por su puesto tomando en cuenta
las conformaciones que puede adoptar. En seguida, se presenta una descripcion grafica de las
caracteristicas mas importantes que se presentan en forma de farmacé6foro llegando asi a un
minimo valor de T y C que pueden ser despreciables y que es cuando aparece un centroide que
es un punto de forma practica para dar espacio y radio a cada caracteristica farmacoférica. Las
caracteristicas sugeridas por medio del método de consenso muestran a los centroides con un

radio de aproximadamente 0.5A a partir del centro de cada caracteristica
Alineamiento flexible

Este método emplea una forma de bisqueda de tipo estocastico que simultaneamente busca la
conformacion espacial de un conjunto de compuestos y las probables formas de alineamiento.
El puntaje de los alineamientos estd basado en una distribuciéon gaussiana de densidades
electronicas representadas por caracteristicas de los grupos funcionales contenidos en cada
uno de los compuestos encaminadas a modelar las coordenadas cristalograficas del modo de
union en el sitio activo o de interés en el receptor. Las funciones de densidad electrénica

calculadas se obtienen empleando la ecuacién 6.

3 1
FO) = > (2m) 2 exp (== Ix = xoI°s?)

Ecuacioén 6. Cdlculo de las funciones de densidad electrénica durante el procedimiento de alineamiento de
los ligandos

Para poder decidir la correcta asignacion de un alineamiento propuesto por este método, la
ecuacion 7 es utilizada para poder comprobar la medida de la similitud (F) entre los
compuestos alineados, también generaliza a mas de dos compuestos a través del promedio de

su similitud topolégica por fragmentos.

I 3
n n — 2
C,uul + C,vv! + C,oww! a’ 2 a?|x; — x
nn' 2a(r + 1%} 2 P4
i=1 j=1 ! ]

Ecuacion 7. Ecuacién empleada para la generacién de los mejores modelos de alineamiento de los ligandos,
tomando en cuenta la similitud molecular de cada uno de ellos compardndolos con el ligando base o de
plantilla
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Donde Cu, Cy y Cw son las caracteristicas de mayor peso para poder enfatizar una propiedad
en particular de los compuestos alineados. De esta forma, cualquier niimero de caracteristicas
pueden ser incluidas dentro de los calculos de similitud molecular sin la necesidad de realizar

calculos computacionales adicionales.
Obtencion de las plantillas farmacoféricas (hipétesis farmacoférica)

Antes de comenzar con la generacidn de los modelos farmacoféricos las estructuras de rayos x
del receptor con el codigo PDB 3HRF, el complejo ligando-proteina fue preparado dentro del
programa MOE con el objetivo fue corregir las estructuras tanto del ligando como del receptor
evitando los errores que pudieran venir de los experimentos de rayos x tal como se describe en

el esquema 4.

Esquema 4. Flujograma de trabajo para el modelado farmacoférico basado en la estructura

Assess the quality of the data using temperature factors, protein
geometry checks and electron density

v

Explore alternate structure data if necessary

V.
Replace missing protein sections using homology modelling and
rotamer exploring

Consider wheter fixing bonding patterns in co-factors and ligands,
and deleting unbound water molecules is neccesary

Add hydrogens and optimize their positions

Y

Set tetheters and restraints

Perform final energy minimization of the structure
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Con la ayuda del editor para farmacoéforo incluido en el programa MOE, dos diferentes
requerimientos farmacoféricos fueron generados, el primero provino del andlisis PLIF, y el
segundo de la informacion estructural proveniente del alineamiento tomando como base las
coordenadas cristalograficas de los receptores 3HRF y 4AWO0 que fueron superpuestas
calculando el RMSD entre las dos estructuras cristalograficas para poder validar la construccién
de un modelo farmacoférico adecuado. Después de esta validacion, los mejores resultados del
acoplamiento molecular provenientes del protocolo 4 realizados en este estudio fueron
sometidos a un alineamiento flexible empleando como base estructural las coordenadas del
ligando P47, dentro del sitio de unién en el receptor y tres diferentes requerimientos

farmacoforicos fueron obtenidos.
Evaluacion del modelado farmacoforico

Para poder decidir entre los requerimientos farmacoféricos obtenidos, al igual que con los
estudios de acoplamiento molecular, se emplearon compuestos sefiuelo o decoys y se realizo el
calculo del desempefio a través de la sensibilidad y especificidad de cada farmacéforo. Los 23
compuestos activos frente a la PDK1 fueron seleccionados y guardados en un archivo tipo .sdf
para facilitar su manejo dentro del programa MOE y convertidos a forma de base de datos para
poder evaluar el modelado farmacoférico puesto que en teoria deberia elegir ala mayoria como
activos o al menos seleccionarlos puesto que los diferentes farmacéforos provienen de esos
compuestos. De la misma forma, los compuestos decoys fueron empleados en un formato .sdf e
incluidos a la base de datos junto con los 3 compuestos activos para llevar a cabo la seleccién
de los compuestos como activos e inactivos dentro de un total de 617. Posteriormente, la
sensibilidad y especificidad, asi como las curvas ROC fueron calculadas empleando el teorema

bayesiano.
Cribado virtual

Para poder identificar nuevos compuestos que tengan una alta probabilidad de presentar
actividad frente a la PDK1, el protocolo 4 validado para los estudios de acoplamiento molecular
junto con el farmaco6foro llamado Query_no_plif_1 fueron utilizados para hacer una busqueda
en la base de datos ZINC de donde se descargaron un total de 22, 724,852 compuestos en dos
dimensiones (2D) que fueron guardados en un archivo tipo .sdf para convertirlos en un archivo
tipo base de datos para facilitar su uso en el programa MOE, fueron generadas sus coordenadas

tridimensionales para ser después sometidos bajo un andlisis de probables errores donde se
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les retiraron los atomos que pudieran tener de sobra y se les calcul6 el estado protonado a pH
de 7.4 seguido de la minimizacion de su energia y optimizacién geométrica utilizando el campo

de fuerza MFF94 con un gradiente de RMSD de 0.1 kcal/mol.

Es importante resaltar que antes de hacer un gasto computacional en estudios de acoplamiento
molecular y con los farmaco6foros generados, el total de los compuestos provenientes de la base
de datos ZINC fue sometido a un filtrado previo en cuanto a los andamios o fragmentos de los
que se tiene conocimiento que provocan interferencias en ensayos in vitro ademas de provocar
efectos adversos conocidos y por lo tanto se recomienda que deben ser eliminados de los
estudios computacionales descritos arriba. Para tal propdsito, se utiliz6 la herramienta en linea
PAIN filtre que nos ayuda a seleccionar compuestos que pueden presentar actividades cruzadas
con multiples receptores y por lo tanto generar falsos positivos, Después de este filtrado, solo
7,962 compuestos fueron obtenidos y guardados en un archivo tipo .sdf para su facil manejo
como base de datos dentro del programa MOE, después estos compuestos fueron sometidos a
los estudios de acoplamiento molecular y de busqueda farmacoférica segin los procedimientos
arriba sefialados para cada método. Sin embargo, para garantizar que el modelado del
farmacoforo pudiera hacer una adecuada busqueda, se decidi6 llevar a cabo una bisqueda
conformacional utilizando un método de simulacién de dinamica molecular corta, (short
molecular dynamics simulation) que emplea calculos de energia cinética a bajas frecuencias de
vibracion en donde el tiempo de simulacién es 1 ps a temperatura constante seguido de una
minimizacién de energia atémica, los parametros generales de la busqueda conformacional
fueron: un gradiente RMS de 0.005A, nimero maximo de eventos de calculo: 100, RMS limite

maximo: 0.27A y un rango de energia de 7 kcal/mol entre un conférmero y otro.
Uso alternativo de la herramienta ZINCPharmmer:

Debido a que es importante el nimero de conformaciones posibles que puede presentar un
compuesto en el sitio activo o de interés de un receptor, se decidié combinar otro método de
generacion de farmacéforo empleando el método implementado por David Ryan y cols# que es
una herramienta abierta a la comunidad cientifica que lleva a cabo la generacion de
farmacoforos y refinamiento de los mismos, utiliza una base de datos de aproximadamente 17
millones de conférmeros de 18.3 millones de compuestos. Los criterios generales que se
utilizaron con este método de busqueda fueron: nimero maximo de hits por estado

conformacional: 1; nimero maximo de hits por molécula: 1; nimero maximo de hits totales:
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100; maximo RMSD entre cada conférmero: 0.5A; rango de peso molecular: 250 - 500 Da;
numero de enlaces rotables: 5 - 7. Después de obtener 100 compuestos como hits, estos fueron
sometidos a un analisis de filtrado por PAINs de donde se obtuvieron sélo 92 compuestos como
hits y ocho fueron descartados del estudio. Posteriormente dentro del programa MOE se realizé
la prediccién de su estado protonado a pH de 7.4 seguido de la minimizacién de su energia y
optimizaciéon geométrica utilizando el campo de fuerza MFF94 con un gradiente de RMSD de

0.1 kcal/mol.
Andlisis de agrupamiento por el método k-means

Es dificil elegir el compuesto lider de las predicciones realizadas por medio de los estudios de
cribado virtual aqui presentados, puede esperarse que se obtengan sé6lo algunos compuestos
potencialmente con las caracteristicas de activacion de la PDK1 que esperamos obtener, sin
embargo es bien conocido que se obtienen docenas o incluso cientos compuestos clasificados
como hits que comparten caracteristicas de estructura quimica muy similar pero que no quiere
decir que todos tengan la misma probabilidad de presentar actividad, por lo que se emple6 una
herramienta conocida como agrupamiento que es utilizada en la quimioinformatica en cuanto
a la clasificacion de una base de datos de compuestos que comparten caracteristicas
estructurales muy similares. Para nuestro caso se sometieron los compuestos encontrados
como hits por el cribado virtual realizado ademas de los 23 compuestos ya conocidos como
activadores de la PDK1, empleamos el calculo de descriptores topoldgicos, dichos descriptores
son representados en un lenguaje binario para que sea leido en una computadora de forma
inequivoca y unica, por lo que se les conoce también con el nombre de huellas digitales de
conectividad extendida o bien ECFP’s (Extended Connectivity Fingerprints). Los ECFP’s son una
representacidén binaria como se coment6 arriba que describe la topologia extendida de un
compuesto y que se extienden de forma radial comenzando con un atomo base dentro del
nucleo de la estructura®é. Para calcular los ECFP’s, se utilizan varios algoritmos, en este caso el
mas utilizado y adecuado en cuanto a la similitud molecular es el algoritmo de Morgan57 donde
el proceso iterativo asigna identificadores numéricos a cada atomo desde el primero, utilizando
una regla de codificacién invariable, cada iteracion utiliza la informacidén de la precedente hasta
que la informacién de identificaciéon es unica en toda la estructura e irrepetible. Como los
compuestos son representados con un cédigo binario, cada uno contiene un cédigo unico. El
calculo de los ECFP’s fueron realizados en el programa Canvas desarrollado por Schrodinger

Inc. Una vez que se calcularon ECFP's, fueron guardados en un archivo tipo .csv con el fin de
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calcular el nimero de grupos de compuestos utilizando el programa R58 utilizando el método
K-means5. Posteriormente, se utilizaron 60 grupos en el programa Canvas para llevar a cabo el
andlisis de la agregacién con el método K-means, utilizando 60 centros o nucleos de grupos de
compuestos. Se realiz6 la construccién de un “grafico de calor” (heat map) con el fin de conocer
el nimero de grupos. Para conocer este dato tan importante, se utilizé el método de la minima
diferencia calculada de la suma del error cuadrado entre un nucleo de compuestos con
estructura molecular muy similar y otro. Este fue uno de los retos mas grandes dentro del
cribado virtual puesto que a simple vista es muy dificil de observar y elegir a los compuestos
estructuralmente muy similares, tal vez poseen una probable actividad frente a la PDK1, pero
no sabemos ni conocemos su magnitud aproximada, por lo que dentro del mismo programa
Canvas, empleamos una interfaz grafica para elegir aquellos grupos de compuestos que
estuvieran dentro de los compuestos activos para la PDK1 tuvo que la proximidad entre los 23

compuestos activos y los nuevos.
Estudios cuantitativos de relaciones estructura actividad (QSAR)
QSAR en tres dimensiones (3DQSAR)

Los estudios QSAR en tres dimensiones son ttiles cando se tiene informaciéon de actividad
biolégica y de la conformaciéon de al menos un ligando en el sitio de interés en el receptor,
puesto que la actividad biolégica depende en gran medida de esta conformacion y las
interacciones ligando-receptor sobresalientess?. En nuestro caso, poseemos informacién de los
dos tipos, por un lado, los 23 compuestos analizados como activadores frente a la PDK1 poseen
una actividad ACso conocida, y por el otro, disponemos informacion cristalografica de al menos
3 complejos ligando-receptor. Es bien conocido que las tres estructuras no poseen las mismas
interacciones quimicas en la regién PIF, sin embargo, poseen ciertas caracteristicas comunes
que podemos observar en un analisis de farmacéforo. Dentro de los estudios de QSAR 3D, es
importante hacer un alineamiento de las estructuras quimicas de los ligandos para obtener un
buen modelo de partida para poder hacer o bien el Analisis Comparativo de Campo Molecular
(CoMFA) o el Anélisis de los Indices de Similitud de Campo Molecular (CoMSIA) que nos hablan
sobre las energias estéricas (van der Waals 6 - 12) y la constante dieléctrica entre los
compuestos de interés y una sonda atémica generando varias intercesiones de un espacio
tridimensional bien definido lo suficientemente largo para cubrir el drea de densidad molecular

de los ligandos con 2A de separacién entre cada calculos!.
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La forma de llevar a cabo el alineamiento de los ligandos que se emplean en los estudios
3DQSAR son diferentes y por consecuencia los resultados que se obtienen nos ofrecen diferente

grado de exactitud.

Para el 3DQSAR en nuestro trabajo, se emplearon dos métodos de alineamiento diferentes, en
el primero provino de las mejores poses derivadas de nuestros estudios de acoplamiento
molecular utilizando le método de alineamiento flexible dentro del programa MOE, el segundo
alineamiento provino del mejor resultado del farmaco6foro obtenido en este trabajo y el tercer
alineamiento fue con el método que utiliza la herramienta 3DALIGN®2. La actividad ACso de los

23 compuestos fue convertida en pACso utilizando la ecuacidén 8.
pACso = -log10 (ACs)

Ecuacion 8. Cdlculo y conversion de la actividad ACsoen pACso

Las 23 actividades obtenidas se distribuyeron de la siguiente forma: 19 fueron para el conjunto

de entrenamiento y los cuatro restantes para el conjunto de prueba.

para los calculos de CoMFA, fueron creadas dos mallas tridimensionales, a 2.0 y 1.5 A
respectivamente. Como sonda se utilizé un carbono sp3 y el limite de energia entre cada calculo
fue de 30 kcal/mol, el andlisis estadistico se llevé a cabo a través del andlisis de minimos
cuadrados parciales (PLS) usando como descriptores principales de las variables
independientes al campo electrostatico, el estérico, y la presencia de grupos funcionales
donadores y aceptores de puentes de hidrégeno y los valores de pACso como una variable
dependiente, se permiti6 calcular cinco como nimero maximo de componentes principales
(PC). La validacion de los resultados se realizé mediante un andlisis de validacidn cruzada
conocido como dejando uno afuera (Leave One Out: LOO) con el fin de conocer el niimero
optimo de componentes principales. Se predijo la pACso para el conjunto de compuestos de

prueba y se obtuvieron los valores de R2y Q2.
QSAR en dos dimensiones (2DQSAR)

Los estudios 2DQSAR se realizaron dentro del programa MOE empleando la actividad pACso
dividiendo el conjunto de compuestos como se describi6 en la seccion del estudio de 3DQSAR.
Se llevo a cabo el calculo de 151 descriptores en dos dimensiones para el conjunto de

compuestos de entrenamiento. A continuacion, se realizé el andlisis estadistico mediante el
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método PLS, como variable independiente se utiliz6 a los descriptores calculados y como
variable dependiente a los valores de pACso. Se calcularon los valores de Rz y de RMSE. A
continuacion, los mismos resultados se sometieron a un proceso de selecciéon de los mejores
descriptores utilizando el analisis de contingencia Quasar implementado dentro del programa
MOE para evitar el sobre entrenamiento de los calculos utilizando el coeficiente de
contingencia, V de Carmer, el coeficiente incierto T y R? de los cuales se obtuvieron 128
descriptores principales para nuestros estudios. La validacion del modelo final se llev6 a cabo
con un analisis de validacién cruzada utilizando el método dejar uno fuera, de donde se
obtuvieron valores de puntuacion Z y los valores predichos para pACso. Después, la prediccion
de los valores de pACso fue evaluada con el modelo final y los valores predictivos de pACso

fueron favorables.

Resultados

Estudios de acoplamiento molecular

Evaluacion de los protocolos empelados en los estudios de acoplamiento molecular

La evaluacion de los diferentes protocolos de los estudios de acoplamiento molecular se realizo
con la finalidad de encontrar el mejor de ellos siendo el protocolo nimero cuatro del que se
obtuvieron los mejores resultados (Tabla 9), ya que los valores de sensibilidad y especificidad
obtenidos por ese protocolo son mejores que los otros. Entendiendo que la especificidad (SP)
se define como la capacidad para encontrar los verdaderos negativos o en el caso de este
estudio los verdaderos inactivos, result6 que otros protocolos obtuvieron un valor mayor de SP
que el protocolo nimero cuatro, sin embargo, el area bajo la curva (AUC) de esos protocolos
refleja que la sensibilidad (SE) no es suficiente para encontrar los verdaderos positivos o los
activos, por lo tanto el protocolo nimero cuatro fue la mejor opcién para ser utilizado durante
el proceso de cribado virtual para encontrar nuevos compuestos activos para PDK1 utilizando
la funcién de puntuacién ChemScore con un refinamiento de los resultados utilizando como

plantilla de calculo la funcién de cinasa implementada dentro del programa GOLD.
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Tabla 9. Resultados de los estudios de acoplamiento molecular comparando el desemperio de nueve
diferentes protocolos utilizando el teorema bayesiano para calcular sensibilidad y especificidad.

PROTOCOL  AUC EF N n A/N TP N | FP EN Se Sp Ya
1 0.668 8.38 1854 1854 0.037217 57.822 1796.178 69 57.822 11178 0838 0.9688120.311877
2 0.715 895 1854 1854 0.037217 61.755 1792245 69 61.755 7.244997 0.895 0.9666910.333091
3 0.689 895 1854 1854 0.037217 61.755 1792245 69 61.755 7.244997 0.895 0.9666910.333091
4 0.925 9.96 1854 1854 0.037217 68724 1785276 69 68.724 0275997 0996 0.962932 0.37068
5 0921 9.82 1854 1854 0037217 67.758 1786242 69 67.758 1241997 0982 0.963453 0.365469
6 0.903 9.82 1854 1854 0037217 67.758 1786242 69 67.758 1241997 0982 0.963453 0.365469
7 0.391 6.93 1854 1854 0.037217 47.817 1806.183 69 47817 21183 0.693 0.9742090.257913
8 036 6.93 1854 1854 0.037217 47.817 1806.183 69 47817 21183 0693 0.9742090.257913
9 0351 6.35 1854 1854 0037217 43.815 1810.185 69 43815 25185 0635 0.9763670.236327

Las curvas ROC para este trabajo se obtuvieron con la herramienta GoldMine dentro del
programa GOLD con un punto de corte de 10% del total de la poblacién de los resultados
obtenidos, los resultados graficos se presentan en la figura 12. La funcién ChemScore muestra
el mejor comportamiento con un valor de AUC de 0,903-0,925 que es similar a un
comportamiento ideal dentro del analisis ROC (Figura 20). La funcién ChemPLP obtuvo una
puntuacion en segundo lugar entre los mejores resultados de sensibilidad, especialmente en el
protocolo niimero tres que podria explicarse debido a que se utilizé un refinamiento de los
calculos de energia libre utilizando una plantilla para enzimas cinasas como funcién de

puntuacion especifica.
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CHEMPLP_2 Fitness (EF=8.95; Cutoff=10%)

CHEMPLP_3 Fitness (EF=8.95; Cutoff=10%)
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Figura 20. Grdficos de las curvas ROC que muestran el desemperio de los diferentes protocolos utilizados en
los estudios de acoplamiento molecular
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Figura 21. Grdficos correspondientes a la energia libre y la mejor pose de todos los ligandos empleados en
los estudios de acoplamiento molecular. En verde se representan los 23 ligandos activos y en rojo todos
aquellos que se les considera como fondo, o decoys
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Los histogramas de la figura 21 muestran la distribucion de los resultados de energia libre en
cal/mol y se pueden diferenciar a los activos (en verde) de los inactivos, (decoys o también
llamado fondo en estos estudios mostrados en rojo). Es evidente la diferencia en la energia libre
entre los activos y los decoys. El histograma A que se corresponde con el protocolo cuatro de
los estudios de acoplamiento molecular, puede demostrar que es capaz de distinguir a los de
los activos ya que la energia libre es inferior a un segundo plano, por lo tanto, por estas razones
el protocolo 4 es el mejor procedimiento para llevar el cribado virtual usando acoplamiento y

la funcién de puntuacién ChemScore con una plantilla de quinasa.
Modelado farmacoforico

La generacion de los modelos farmacéforos se hizo utilizando el método PLIF y método de
consenso. Para ser capaz de generar los diferentes modelos farmacoféricos es necesario tener
en cuenta todas las conformaciones probables que pueden adoptar los 23 ligandos conocidos
como activadores de la PDK1, puesto que se conoce bien que una conformacién de minima
energia de un ligando no siempre es su conformacién activa. Algunas caracteristicas
importantes a considerar son las interacciones del ligando con el receptor, especialmente entre
los grupos funcionales de los residuos involucrados en el sitio de interés y del ligando. Los 23
compuestos activos utilizados en este estudio, cuentan con grupos funcionales similares, por lo
que este no es un gran problema, sin embargo, es importante llevar a cabo la generacion de
diferentes modelos farmacoféricos y seleccionar sélo al mejor, que en este caso vino del método

PLIF.

Se formaron varios modelos farmacoféricos, pero aqui se presentan sé6lo los mas importantes
con su respectiva evaluacion a través del calculo de la sensibilidad y especificidad utilizando el

teorema bayesiano.

Los resultados de sensibilidad y especificidad (Tabla 10), nos revelaron que el modelo tres fue
el apropiado para llevar a cabo el cribado virtual ya que tiene un valor de especificidad de
0.8821 siendo este valor que para los modelos cuatro y cinco. Sin embargo, los modelos 1y 2
tienen los valores mas altos de especificidad, pero no de sensibilidad. Aunque éstos tultimos
modelos proceden del método PLIF, contienen caracteristicas farmacoféricas un volumen de
exclusioén y que podria ser la razén de que no son capaces de encontrar a los compuestos activos
debido tal vez a su impedimento estérico que se contrapone a las diferentes conformaciones de

los ligandos durante el proceso de busqueda. Por otro lado, como se comenté arriba, estos
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modelos son buenos para seleccionar a los inactivos, pero si no es capaz de seleccionar a los
ligandos activos Por otro lado, los modelos provenientes que no incluyen el método PLIF
mostraron un mejor rendimiento durante el proceso de biisqueda con valores de especificidad
y selectividad aceptables, las diferencias sustanciales entre estos modelos estan en las
caracteristicas y el tamafio de cada uno, por ejemplo, la caracteristica de grupo funcional
aceptor de puentes de hidrégeno (Acc) es mas corta en el modelo tres (Figura 23) que la de los
modelos cuatro y cinco, el modelo tres tiene una caracteristica aromatica (Aro) de la cual carece
el primer modelo, y que podria ser una probable explicacién del por qué no es capaz de

seleccionar a los compuestos activos.

Tabla 10.Mmodelos farmcofdricos con sus respectivas caracteristicas y sus medidas, ademds de los resultados

de sensibilidad y especificidad de cada una de ellas.

Query entry Query name Feature | size dl:tgg);i(le] Hits |Actives|Decoys| TP TN FN FP Se Sp n EF
Ani&Acc& 1
ML
HydA 1.5
Ani&Acc& 15
1 query_pdb_2 ML | 617 19 23 594 0 575 23 19 0 (0.9680| 61.7 --
Hyd/Aro| 15
Hyd 1.5
13Vol | 14-
Excl 1.5
Ani&Acc&
ML 1.5
Aro 1.5
2 query_form_docking 2| Aro 1.5 617 15 23 594 0 579 23 15 0 (0.9747| 61.7 --
Hyd 1.5
14Vol | 14-
Excl 1.5
Hyd/Aro| 15
Hyd 1.5
3 query_no_plif 1 :;3 1; 617 88 23 594 18 524 5 70 10.7826/0.8821| 61.7 |7.8260(0.2917
Acc 1
Acc 1
Hyd/Aro| 1.5
Hyd 1.5
4 query_no_plif 2 :lcg 12 617 96 23 594 18 516 5 78 10.7826/0.8686| 61.7 |7.8260(0.2917
Acc 1.2
Hyd 1.5
Hyd/Aro| 1.5
Hyd 1.5
5 query_no_plif 3 Acc 1 617 194 23 594 18 418 5 176 |0.7826)0.7037| 61.7 |7.8260(0.2917
Acc 1
Hyd 1.5

Entre los tres modelos que carecen del método PLIF, sus resultados son sobresalientes ya que
tienen diferente capacidad para seleccionar los compuestos inactivos porque mientras que el
nimero de consultas 3 encontraron 70 compuestos como "falsos positivos" o "falsas" las
consultas activas 4 y 5 y encontraron 78 176 respectivamente. El analisis de las curvas ROC se

representa en la figura 23.
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Los resultados obtenidos en la evaluacién del modelado farmacoférico nos sugieren que el
mejor modelo es el nimero 3, debido a que posee una especificidad de 0.8821 que es mayor

que el valor de los modelos cuatro y cinco.

Figura 22. Representacion del modelo farmacofdrico niimero 3 derivado del alineamiento tomando como
base el ligando contenido en el cédigo PDB: 3HRF. La letra F corresponde al niimero de la caracteristica
farmacoforica; Acc: grupo aceptor de puentes de hidrégeno; Hyd: regién hidrofébica; Aro: regién aromdtica
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Figura 23. Grdfico de la curva ROC obtenida a partir de los tres mejores modelados farmacoféricos que
ejemplifica el desemperiio de cada uno de ellos.
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Cribado virtual

Un total de 22,724,852 compuestos fueron descargados de la base de datos libre ZINC, para
poder optimizar desde un inicio el cribado virtual, se llevé a cabo un filtrado por PAIN's de
donde se obtuvieron sélo 7,962 compuestos que posteriormente se sometieron a los estudios
de acoplamiento molecular utilizando el protocolo nimero cuatro y para el modelo ntimero tres
utilizando el método del farmacéforo. La figura 24 muestra de forma resumida el nimero de

compuestos obtenidos en cada paso de lo virtual cribado.

ZINC Database ZINCPharmer

22,724,825 compounds

Conformational
\J Search
Pharmacophore VS

(100 compounds)

PAIN Filter

— v

7,962 compounds 92 compounds

W—Iﬁ

Docking VS Pharmacophore VS

!

“Hits”
249
compounds,

Figura 24. Diagrama de flujo del procedimiento general utilizado para el cribado virtual de este proyecto.
Se presenta el niimero de compuestos obtenidos en cada fase, asi como el orden de aparicién de cada método
del DIFAC.

Dentro de la bisqueda farmacoférica, debemos de tener en cuenta que se realiz6 una busqueda
conformacional a los 7,962 compuestos obteniendo una base de datos con 272,913
conférmeros con el fin de encontrar todas las posibilidades en las que pudiera encajar alguno
de ellos con la conformacion que presenta la actividad de alguno de los 23 ligandos conocidos

como activos.
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Los estudios de acoplamiento molecular fueron llevados a cabo conforme a las caracteristicas
del protocolo cuatro y los resultados fueron analizados comparando la energia libre obtenida
para cada uno de ellos. Los mejores resultados fueron guardados junto con los que provienen

del modelado farmacoférico para después ser analizados y filtrados para no tener duplicados.

Una propuesta de busqueda farmacoférica diferente fue realizada para probar que el modelo
farmacoférico ndmero tres puede seleccionar desde un principio los compuestos obtenidos por
la busqueda farmacoférica con la base de datos preparada en este trabajo. ZINCPharmer es una
base de datos libre en linea para llevar a cabo la biisqueda de farmacéforos utilizando diferentes
criterios de filtrado como el peso molecular, la cantidad de grupos funcionales donadores de
puentes de hidrégeno, grupos aceptores de puentes de hidrégeno, o el nimero maximo de hits
por cada conformacién y por cada compuesto analizado, siendo una buena opcién para obtener
una menor cantidad de falsos positivos. El modelo farmacoférico nimero tres fue utilizado
como plantilla de busqueda con los siguientes parametros: nimero maximo de hits por
busqueda:100, nimero maximo de conférmeros por compuesto:10; maximo valor de energia
libre entre cada conférmero: 1 kcal/mol. Después de hacer la busqueda se obtuvieron un total
de 100 compuestos como hits, sin embargo, estos compuestos todavia necesitaron llevar a cabo
un filtrado por PAIN’s, por lo que s6lo 92 compuestos se obtuvieron como nuevos hits que se
reunieron con los compuestos anteriormente obtenidos por el cribado virtual por acoplamiento
molecular y modelado farmacoférico realizado en el programa MOE. Una vez que fueron
llevados a cabo los estudios de acoplamiento molecular y de farmacéforo, se obtuvieron los
mejores compuestos llamados como hits y que fueron agrupados y sometidos a un analisis de
similitud molecular empleando el programa Canvas con un coeficiente de Tanimoto de 0.9,
eliminando a los compuestos repetidos. Posterior a esto los mejores compuestos en comun
entre los resultados de los dos métodos fueron seleccionados en base a sus resultados de
energia libre menor de -35 cal / mol, siendo 249 compuestos los que se encontraron con este

criterio.
Andlisis de agrupamiento

Para poder hacer una buena eleccién entre todos los compuestos hasta aqui clasificados como
hits fue necesario hacer un analisis de agrupamiento de los mismos empleando herramientas
de similitud molecular a través del método K-means calculando como descriptores las huellas

digitales de conectividad extendida y clasificarlos por grupos seguin su similitud molecular.
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El andlisis de agrupamiento se realiz6 utilizando los 249 compuestos obtenidos como hits
dentro del programa Canvas. El calculo del descriptor (ECFP’s) se realizd como lo indica el
procedimiento sugerido en el programa de donde se obtuvieron los 200 bits representativos,
de cada compuesto, después todos los bits fueron arreglados en una matriz junto con los
compuestos para poder hacer el calculo del nimero de grupos necesarios para su clasificacion
por el método K-means dentro del programa R Studio, después de 60 grupos no hubo cambios
significativos de valores de RMSD entre los centroides u origen de grupos en toda la base de
daros de los bits como ECFP's (Figura 25). Se obtuvieron dos diagramas de clasificacion
jerdrquica y con la ayuda de una interfaz grafica se pudo seleccionar a aquellos compuestos que

se parecian mas a los 23 compuestos activos frente a la PDK1.

[14]
o &
i
@t
5 @
O—T
m

B _
OYI
E o
o
w om
w
o

= _
e

@ &
c I
= ™

NMumber of Clusters

Figura 25. Grdfico obtenido en el programa R, empleando el método K-means y que representa el niimero
de grupos tomando en cuenta la minima diferencia de la raiz cuadrada de la distancia entre los centroides
de cada grupo.

Ademas de realizé una grafica tipo mapas de calor, donde se pueden visualizar de forma
adecuada los grupos de compuestos relacionados entre si de acuerdo a la similitud en su huella
digital (figura 18). Después se decidié seleccionar de forma grafica los que mejor relacion tenian
con los 23 activadores de la PDK1 siendo sumamente complicado por lo que esta tarea se realiz6
mediante una interfaz grafica dentro del programa Canvas usando como 60 el numero de

grupos encontrando 9 nuevos compuestos como hits (Figura 26).
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Figura 26. Grdfico que muestra la relacién que tienen los compuestos encontrados en el cribado virtual como hits
en base a su huella digital (ECFP’s).
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Figura 27. Estructura quimica de los nueve compuestos seleccionados después del andlisis de
agrupamiento.
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3DQSAR

Los resultados de los estudios QSAR en tres dimensiones no fueron satisfactorios como se habia
pensado al inicio pues se contaba con informacién valiosa en cuanto a las interacciones que
presentan todos los ligandos en la region PIF de la PDK1, los alineamientos fueron adecuados
debido a la diferencia de RMSD entre cada ligando, sin embargo, en la tabla 11 se presentan los
resultados obtenidos, en donde podemos observar que se realizaron ocho diferentes protocolos
de modelado 3DQSAR utilizando el programa 3DALIGN y 3DQSAR, en donde las variaciones
importantes son el espaciado de la malla de calculo siendo 1.0A hasta 2.0A. la diferencia de los
calculos fue en base a el método de alineamiento realizado, por ejemplo, el primero fue
realizado a través de un alineamiento flexible dentro del programa MOE Y que proviene de la
disposicién espacial realizada en los estudios de acoplamiento molecular en este estudio, la
segunda proviene de el algoritmo de alineamiento aleatorizado implementado dentro del
programa 3DALIGN, y la tercera utilizando el método flexible dentro del programa MOE pero
utilizando como plantilla las coordenadas de estructura cristalografica con el cédigo PDB:

3HRF.
Tabla 11. Resumen de los resultados de los estudios 3DQSAR.

Entry Box step (A) Pc’s R? Q?
Alignment from docking poses
1 2 5 -0.2756 0.1725
2 1.5 5 -0.4492 0.4347
3 1 5 -0.4703 0.5835
Alignment from 3DAlign algorithm
4 2 5 -1.1687 0.5147
5 1 5 -0.8567 0.4826
Flexible alighmentusing a rigid template from X-ray
2 5 -0.291 0.5227
1.5 5 -0.5799 0.7796
1 5 0.7116 -0.2112
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Los resultados de los calculos CoMFA muestran que del alineamiento proveniente de los
resultados de acoplamiento molecular se obtienen valores de Q2 y R2 que son inaceptables lo
que nos muestra que el estudio de acoplamiento molecular en nuestro caso no puede
reproducir de la mejor manera resultados de actividad biolégica. Ademas, casi de la misma
forma los dos alineamientos que provienen del algoritmo utilizado en 3DALIGN muestran
mejores resultados de Q2 pero no de Rz donde nos hace pensar que un alineamiento aleatorio
no puede predecir de forma confiable los resultados de actividad biolégica posiblemente
porque algunos ligandos presentan pocos grados de libertad dentro de su estructura quimica
lo cual hace que la posibilidad de encontrar un buen alineamiento se vean reducida. Por otro
lado, los protocolos 6, 7 y 8 que provienen del alineamiento en el que se utiliz6 el ligando dentro
del cédigo PDB: 3HRF, mostr6 mejores resultados tanto de Q2 y R?, sin embargo no
correlacionan ambos en los valores obtenidos, mientras que el alineamiento 8 presenta un buen
grado de correlacion, carece de la capacidad predictiva por lo que no fue buena opcién para
continuar con los calculos para predecir la actividad pACso de los nuevos compuestos
encontrados mediante el cribado virtual. Podriamos pensar que el espacio de la malla de calculo
puede interferir en los resultados de Q2 y R2, sin embargo, no tiene una correlacién evidente. Al
discutir los resultados anteriormente obtenidos, se tomd en cuenta el nimero de compuestos
sometidos al andlisis por COMFA y se supuso que fueron pocos ligandos con dificultad de
alineamiento por lo que se optd por no utilizar un modelo 3DQSAR especificamente con estos

compuestos pues no son adecuados para llevar a cabo la prediccién de la actividad de los hits.
2DQSAR

También fue propuesto un estudio 2DQSAR para poder llevar a cabo la prediccién de los
compuestos obtenidos como hits durante el cribado virtual, donde se calcularon 151
descriptores 2D, para obtener un buen modelo predictivo que fue sometido a un andlisis de
optimizacién utilizando el método QuaSAR-contingency dentro del médulo SAR del programa
MOE que nos ayudé a mejorar el valor predictivo eliminando los descriptores que no aportan
un resultado matematico significativo al modelo. La validacidn fue realizada a través del método
dejando uno fuera (LOO), siendo aceptables los valores Z menores a 2.5 y con un valor de R2 de
0.993 (Figura 28) proveniente del analisis de regresiones lineales multiples lo cual nos indica
que es un buen modelo que predice adecuadamente la actividad pACso de los compuestos

activos para la PDK1.
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Figura 28. Grdfico de correlacién lineal miiltiple efe;:taado a los 23 compuestos activos para la PDK1 y que
muestra el resultado de R2 que nos indica el poder predictivo del modelo de 2DQSAR. La ecuacién con los
componentes no es presentada debido a que dentro del programa MOE no es posible extraerla por el método
empleado

Tabla 12. Resultados de la prediccion de la actividad pAC50 de los 23 compuestos conocidos como
activadores de la PDK1

Compuesto pAC5 0 pAC5 0
Experimental calculada
27 5.097 5.017
3Z 5.020 5.020
47 4.387 5.106
5Z 5.009 5.009
6Z 5.149 5.149
7Z 5.553 5.295
8Z 5.328 5.328
9Z 5.398 5.398
10Z 4.301 4.301
117 5.221 5221
127 5.221 5.221
13E 5.055 5.055
13Z 5.119 5.119
14E 4.642 4.742
15E 4.642 4.642
16E 4.503 4.514
16Z 4.503 4.514
17E 4.384 4.373
17Z 4.384 4373
18E 4.879 4.879
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19 4.721 4.699
20 4.536 4.559
21 4.529 4.529

Tabla 13. Resultados de la actividad Pac50 calculada para los nueve compuestos obtenidos del cribado
virtual

Compuesto pACso-calculada
ZINC7060567 3.6390
ZINC19717845 6.2412
ZINC4169363 0.6133
ZINC5540821 41221
ZINC93141755 6.1945
ZINC3848332 6.4299
ZINC9970820 6.3973
ZINC1908976 7.6644
ZINC63755473 4.2842

Después los nueve compuestos seleccionados con el método de andlisis de agrupamiento
(Figura 27) fueron sometidos a la prediccion de la actividad biolégica con el modelo obtenido

en este estudio 2DQSAR, y los resultados se presentan en la tabla 12.
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14. ESTUDIO SOBRE UNA PROPUESTA SINTETICA DE LOS
MEJORES COMPUESTOS OBTENIDOS DEL CRIBADO VIRTUAL

El estudio del DIFAC de ninguna forma puede pensarse de forma aislada de otras disciplinas y
campos de la quimica, es decir, siempre debe ir acompainado al menos de la sintesis de los
compuestos encontrados como activos o inhibidores para una diana farmacoldgica, es por eso
que los métodos computacionales contribuyen en gran medida al desarrollo de una
investigacion en el desarrollo de nuevos compuestos que sean sujetos de optimizacion incluso
de obtener la candidatura a ser farmacos. Por lo anteriormente dicho, en esta parte se presenta
el estudio de la propuesta sintética del compuesto ZINC1908976 teniendo como base las

predicciones realizadas en el cribado virtual.

Por lo tanto, se presenta la descripcion del trabajo experimental de sintesis organica, en donde
se muestran los retos en cuanto al manejo de compuestos azufrados como el reactivo de
Laweson en condiciones de reaccidon poco convencionales como el uso de las microondas que
han cobrado gran importancia en el campo de la sintesis organica obteniendo buenos

resultados.
Reactivo de Lawesson

La transformacion del grupo funcional carbonilo en un tiocarbonilo ha sido de gran interés
dentro de la quimica medicinal gracias a la versatilidad que ha presentado el reactivo de
Lawesson (LR)®3 (Figura 29) descrito en 1978 por Lawesson y colaboradores®4, aunque
algunos otros reactivos incluyen analogos del LR, no han mostrado mayor éxito que este ultimo

en cuanto a tionacién de grupos carbonilo se refiere.

Figura 29. Estructura quimica del reactivo de Lawesson (LR).
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El LR es comercial y ampliamente utilizado en sintesis organica aplicado a diferentes tipos de

carbonilos como los de cetonas, amidas, lactamas y tiofenos entre otros.

En cuanto a la transformacién del grupo carbonilo de las cetonas que es de lo que se encarga en
este trabajo, la figura 30 muestra las condiciones generales que han sido ampliamente
exploradas y probadas por otros grupos de trabajo con el uso de solventes como tolueno y

xileno en condiciones de reflujo®>.

)ol\ LR, tolueno S
e
R R1 Reflujo RJLR1

Figura 30. Condiciones de la reaccién general del LR con cetonas

Aunque el tolueno es de los solventes mas utilizados en este tipo de reacciones, existen
ejemplos del uso de otros como benceno, piridina, THF, CH:Cl,, y en algunos casos la reacciéon
se lleva a cabo a temperatura ambiente. Aunque también se han reportado productos no
deseados en este tipo de reacciones. Existen casos en los que se ha reportado el uso de
microondas en las reacciones de cetonas con el LR libre de solventes con tiempos reducidos

desde los tres hasta los diez minutos con buenos rendimientos.
Sintesis en microondas:

La energia de microondas ademas del uso que tiene en la vida cotidiana, ha sido aplicada en
varias areas de la investigacion como la digestion, incineracién y extraccién en quimica
analitica. El primer reporte del uso de microondas en sintesis organica fue publicado en 1986
por Gedye y colaboradores®? y que se presenta en la figura 31. Estas reacciones fueron
realizadas en hornos de microondas domésticos sin la medicién de presién ni temperatura,
pero utilizando solventes provocando en algunos casos que no hubiese control en las reacciones

terminando en pequefias explosiones.
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Figura 31. Reaccién reportada por Gedyey colaboradores con el uso de microondas en sintesis orgdnica.

Hoy en dia se ha vuelto familiar el uso de las microondas en el laboratorio de sintesis organica
pues se ha puesto de manifiesto la optimizacion del rendimiento y reduccion de los tiempos de
reaccion. Ademas del incremento de las publicaciones que involucran el uso de las mismas

(Figura 32)¢s.
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Figura 32. Representacién grdfica del nimero de publicaciones por afio desde la primera en 1986
hasta el afio 2010. Las barras grises representan aquellos casos en los que no existe un control de la
presion y temperatura en el reactor de microondas, y las barras negras representan los casos en
donde hubo el control de las variables antes mencionadas
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Material y métodos

La metodologia de sintesis general se presenta en el esquema 5.

Esquema 5. Diagrama de flujo de la metodologia empleada en los experimentos de sintesis orgdnica

Propuesta retrosintética de un
analogo del compuesto ZINC1908976

Eleccion de los recursos
experimentales

Sintesis quimica

Busqueda de condiciones de reaccidn, sintesis asistida por microondas,

Monitoreo por TLC Purificacién por cromatografia en columna Identificacién por RMN H

Propuesta de sintesis organica del compuesto ZINC1908976

Para poder llevar a cabo una propuesta de sintesis, se realizé el andlisis retrosintético del
compuesto ZINC1908976 (1) que se muestra en el esquema 6, que corresponde con la

tionacion del carbonilo en posicion 2 del acido oxo-fenilacético (7) proponiendo intermediarios
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y materia prima convencionales y de manejo conocido en nuestro grupo de trabajo. Al mismo
tiempo por la falta de materia prima de partida que corresponde al compuesto 7 se decidi6 que
este acido fuera cambiado por la acetona correspondiente siendo el compuesto 7” presentado
en el esquema 5 proponiendo asi el mismo analisis retrosintético que nos llevaria a un
compuesto analogo a ZINC1908971°6 (1). Las propuestas retrosintéticas de 1 y 1’ en los

esquemas 6y 7 respectivamente.
Procedimientos generales de sintesis

He de admitir que el trabajo de la sintesis organica puedo considerarlo un arte estando en la
mesa de trabajo dentro de un laboratorio de quimica pura, pues en ocasiones podemos
encontrar procedimientos o protocolos extensos en cuanto a una ruta de sintesis en donde
resultados obtenidos no son los esperados llevandonos a explorar nuevas formas de lograr los
objetivos, asi, el uso de las microondas en el primer paso fue crucial del cual se obtuvo el
producto de la primera reaccién con buenos rendimientos dejando asi la referencia de la
tionacién de la acetofenona con el reactivo de Lawesson en ausencia de solventes organicos,
por lo tanto, se llevaron a cabo condiciones en un microondas doméstico convencional con un
voltaje de 1,000 watts. El material de cristaleria de laboratorio empleado fue lavado, limpiado

con acetona y secado en estufa antes de ser utilizado.

Los reactivos empleados en las etapas de sintesis quimica fueron adquiridos de forma comercial
en la compania Sigma-Aldrich y la mayoria de las reacciones fueron montadas dentro del
ambiente de una campana de extraccidn. Para el monitoreo de las reacciones fue utilizado el
método de cromatografia en capa fina (TLC) empleando cromatofolios con fase fija de gel F254
dentro de una camara cromatografica, como reveladores se emplearon vapores de yodo y una

lampara de luz UV a una longitud de onda de 254nm.
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Esquema 6. Andlisis retrosintético de 1(compuesto ZINC1908976).

H,N
1 3 2
SH (o]
s o OH + CIJ\Wm
—— I z
(o]
6 4 5
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Esquema 7. Andlisis retrosintético de 1’ (andlogo del compuesto ZINC1908976).

SH (o)

La purificaciéon de los compuestos fue por cromatografia en columna empleando gel de silice

con numero de malla: 70-320 de la marca Sigma-Aldrich
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La espectroscopia de RMN 1H se obtuvo con el equipo Mercury Plus 400 a 100 MHz utilizando
CDCI; como solvente deuterado con tetrametilsilano (TMS) como referencia de medicion. La

propuesta de la sintesis del compuesto 1'se presenta en el esquema 8.

Esquema 6. Ruta general de sintesis del compuesto 1.

Esquema 8. Ruta general de sintesis del compuesto 1"

s
LR MW
10 seg. 6
NaBH, EtOH
15h
SH o
NH, + - BiNo + quH(C'
CHZCIz o)
12h 4 5

Tiamina EtOH
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Procedimiento de sintesis orgdnica

Paso 1. Tionacién del carbonilo de la acetofenona

O
LR s
_—
a),b),¢), d)
7 6

4+ Subproductos

Para lograr el primer paso de la ruta sintética a seguir se consulto la bibliografia para tener

referencias de tionacién de cetonas con el reactivo de Lawesson (8), encontrando en la mayoria

de los casos el uso de solventes como el tolueno o xileno en condiciones de reflujo, ademas del

uso de microondas y condiciones de reaccién suaves en la minoria 24. Al inicio se decidi6

emplear condiciones de reaccion suaves empleando solventes como acetonitrilo a temperatura

ambiente y 55°C y diclorometano a temperatura ambiente utilizando como catalizador al

nitrato de bismuto monitoreando el curso de las reacciones por cromatografia en capa fina

hasta observar cambios importantes e interesantes en diferentes tiempos, asi mismo se opt6

por el uso de tolueno en condiciones de reflujo segin se reporta en la mayoria de las referencias

encontradas. La tabla 14 proporciona un resumen de las condiciones de reaccién probadas

para el primer paso de la sintesis de 1’

Tabla 14. Resumen de las condiciones e intentos de la tionacién del carbonilo de la acetofenona

Entrada Cantidad de | Cantidad de | Solvente | Temperatura | Tiempo | Catalizador | Rendimiento

8’ (uL) 9 (mg) (a) (b) (@ (d) (%)

1 14 50 CH3CN Ambiente 12h Bi(NO3)3 --

2 14 50 CH3CN 55°C 12h Bi(NO3)3 --

3 14 50 CH:ClL, Ambiente 12 h Bi(NO3)3 --

4 14 50 Tolueno 79°C 12 h Bi(NO3)3 --

5 50 80 -- Microondas 3 min -- --

6 50 89 -- Microondas 10 seg -- 66
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El procedimiento de cada reaccion se llevo a cabo de forma general como se describe a

continuacion variando solamente la temperatura y el disolvente.

Se disolvid el reactivo de Lawesson (50 mg) en acetonitrilo (3 mL) en un vial de reaccion, se
colocd en agitacién por espacio de 5 minutos y se adiciond la acetofenona (1 eq. 14uL)
lentamente dejando reaccionar la mezcla a temperatura ambiente (reacciones 1y 3) y a 55°C
(reaccion 2) y a 79°C (reaccion 4 en un sistema de reflujo) haciendo un monitoreo por
cromatografia en capa fina de la reacciéon cada 30 minutos durante 2 horas, al cabo de ese
tiempo no se observo algiin cambio que indicase que hubiera algiin producto de interés por lo
que se dejo en agitacidon durante 12 horas. Cumplido este tiempo, se evaporé el disolvente por
presiéon reducida y se sometio el crudo de reaccidn a purificacién por cromatografia en columna
empleando como eluente una mezcla de hexano/acetato 8:2, se enviaron a RMN !H las
fracciones que probablemente pudieran tratarse del producto deseado. En el analisis
espectroscopico por RMN !H de las reacciones 1 - 6 mostré que no habia sefales de
desplazamiento quimico que pudiera mostrar la presencia del producto deseado. Fue hasta los
productos de la reaccién 6 que con el empleo de microondas y sin solventes como condiciones
de reaccion, se obtuvo informacién espectroscépica de sefiales con un desplazamiento quimico

que pudiera indicarnos la presencia del producto 6’.
A continuacion, se describe el procedimiento general de la reaccion 6:

Se coloc6 80 mg de reactivo de Lawesson (0.5 eq) en un tubo de ensaye al que posteriormente
seadicionaron 50 pL (1 eq.) de acetofenona procurando mezclar la totalidad de ambos reactivos
obteniéndose una mezcla de color amarillo claro, posterior a esto, se colocé el tubo de ensayo
con la preparacion dentro de un vial que contenia aliimina que sirvié como soporte para evitar
que la radiacién de las microondas chocara directamente con el tubo de reaccion. La fuente de
microondas fue en un horno casero convencional de 300 W en donde se sometid la reacciéon a
dos ciclos de 5 segundos cada uno, obteniéndose una mezcla de color morado el cual se analiz6
de forma completa, el sobrenadante y el precipitado por cromatografia en capa fina de los
cuales tanto la mezcla como el sobrenadante mostraron una separacion de un compuesto
menos polar no asi para el precipitado por lo que se filtré y el sobrenadante se sometié a
purificaciéon por columna empleando como eluente una mezcla de hexano/acetato 8:2
obteniendo 3 fracciones con un solo compuesto a las que se les retiré la mezcla de eluente con

presion reducida obteniendo un producto semisélido que posteriormente se envio a RMN 1H
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obteniendo un resultado de espectroscopia sugerente del producto deseado con un

rendimiento de 66% aproximadamente (34 mg).

Paso 2. Reduccién del compuesto 6’

S SH
NaBH4
%
EtOH
6 1.5h 4

Se disolvieron 34 mg del compuesto 6’ en EtOH (2 mL) dentro de un vial de reaccion,
posteriormente se adicioné NaBHi (1 eq. 15 mg) dejandose en agitaciéon a temperatura
ambiente por espacio de 2 horas monitoreando la reaccién cada 30 minutos por cromatografia
en capa fina observando que no hubo algin cambio después de 1.5 horas de reaccion, se retird
la reaccion evaporando el solvente por presion reducida y se sometié a purificacion en
cromatografia en columna usando como eluente una mezcla de hexano:acetato 9:1 obteniendo
2 fracciones sugerentes del producto deseado con aspecto semisoélido enviandose a RMN tH
obteniendo la espectroscopia sugerente del compuesto 6’ con un rendimiento de 11.5 %

aproximadamente (3.9 mg)

Paso 3. Formacion de 2’

SH 0 _ QA P
+ ¢ Bi(NOy); <
cl > s s
S CH,Cl,
4 5
12h ,
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Se disolvio el compuesto 4’ (3.9 mg) en CHzCl; (1 mL) en un vial de reaccién en donde
posteriormente se adicion6 cloruro de oxalilo (0.03 eq., 10 uL) empleando Bi(NO3)3 (0.1 eq.,
5.7 mg) como catalizador y se someti6 a agitaci6n monitoreando la reacciéon cada 30 minutos
por 2 horas, no habiendo cambios aparentes por lo que se dej6 agitando 10 horas mas.
Transcurrido este tiempo, se detuvo la reaccion agregando agua destilada (5 mL) y se mezcl6
con DCM (3x10 mL), de donde se recolect6 la fase organica y se sometid a deshidratacion con
Na;S0,4 anhidro, se filtré la solucidn y se concentré evaporando el disolvente bajo presion
reducida y se purificé en columna cromatografica obteniendo tres fracciones que nos sugieren
que puede ser el producto 2’, sin embargo, no fueron suficientes las cantidades de estas

fracciones por lo que no se obtuvieron resultados espectroscopicos.
Resultados

Se presentan los resultados de la propuesta sintética para la obtencién del compuesto 1’ que se
ha replanteado en este trabajo como se describe en el analisis retrosintético teniendo la
formacién de 6’ y 4’ como se presenta en la espectroscopia de RMN !H (Figura. 33 y 34

respectivamente)
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Figura 33. Espectro de 1H RMN del compuesto 6’ (400 MHz, CDCI3).
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Figura 34. Espectro de 1H RMN del compuesto 4’ (400 MHz, CDCI3).

Tabla 15. Resumen de los desplazamientos quimicos de los compuestos 6’y 4’

Compuesto 6° | Compuesto 4’

Sefial | ppm | Sefial | ppm
a 2.0 a 1.6
b, b’ 72 | bV 7.2
cc 7.8 ccC 7.8
d 7.2 d 7.2

- - e 3.6
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Para cumplir el objetivo de la sintesis del compuesto 1 se hizo la exploracion de las condiciones
de reaccidn de la tionacion de la acetofenona encontrando la aplicacion de las microondas como
una buena opcidn de sintesis del compuesto 6’ sin el uso de solventes y con un rendimiento del
66% aproximadamente del cual los resultados de espectroscopia de RMN 1H muestran un
desplazamiento quimico caracteristico de un anillo de benceno monosustituido en 7.2 y 7.4
ppm y un desplazamiento quimico del grupo metilo de la tiona a 2.1 ppm encontrandose a

campo alto comparado con el desplazamiento quimico del metilo de la acetofenona de 2.6 ppm.

Por otro lado, la reduccion de 6’ para obtener 4’ se observa que tiene un rendimiento del 11.5
% aproximadamente mostrando una sefial con un desplazamiento quimico aproximadamente
en 3.6 ppm correspondiente con un metino base de tiol, ademas se aprecia el desplazamiento a
campo alto del grupo metilo con un desplazamiento quimico a 1.6 ppm lo que equivale a 0.4

ppm aproximadamente con respecto del metilo del compuesto 6’.

Durante la evaluaciéon de los sinodales para esta parte del trabajo, se hicieron varias
observaciones al respecto, como una posible exploracién a las condiciones de reaccién sobre
todo en el segundo paso de la ruta de sintesis que es la reduccién de la tiona, puesto que se
obtiene un rendimiento del 11.5% aproximadamente, cabe sefialar que la calidad del
borhidruro de sodio tal vez no era la apropiada y por esa razén pudo haberse obtenido un
rendimiento muy bajo. No obstante, no se decidi6é terminar el trabajo de sintesis hasta esta
etapa, pensando también que alguien mas puede retomar el trabajo de sintesis y ademas probar

el comportamiento que tendria el compuesto frente ala PDK1 in vitro una vez que sea sintetizad

15. CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS

En este trabajo se llegd a varias conclusiones interesantes e importantes, en primer lugar, el
haber explorado in silico una region alostérica de una cinasa como lo es su regién PIF abre el
camino para nuevas propuestas sobre estudios in silico que involucren a estos sistemas, pues
se pudieron conocer las condiciones de un buen protocolo de estudios de acoplamiento
molecular y la generacion de una adecuada y eficiente hipotesis farmacoférica con el objetivo
de realizar un cribado virtual. Entre las nuevas aportaciones podemos resaltar el inicio de la
exploracién in silico de la PDK1 enfocado al disefio de firmacos contra la diabetes mellitus.El

trabajo aqui presentado se dedic6 en su mayor parte al disefio y al estudio de nuevos

[97]



Diseifio Y Sintesis De Compuestos Potencialmente Translocadores De GLUT4 A Través Del Reconocimiento De La Region

PIF De La PDK1

compuestos que pudieran activar a la PDK1 en cuanto a su similitud molecular a través del
cribado virtual, a los grupos funcionales importantes en base a su farmacéforo y su probable
interaccion con la region PIF de la PDK1 por estudios de acoplamiento molecular. El inicio del
proyecto fue realizado en base al ligando teniendo en cuenta los compuestos activadores que
ya se conocian y de los que ya se cuenta con informacién experimental, tomando como base al
nucleo de la chalcona, sobresaliendo algunos compuestos como 23a y que fueron propuestos
de novo, sin embargo la propuesta sintética de algunos de ellos tal vez no se llevo a cabo porque
la informacién predicha no es suficiente, de hecho, en cualquier proyecto de disefio y modelado
de compuestos no basta con obtener informacion de las estructuras que pueden interactuar con
el sitio de interés en el receptor sino que se necesita estar muy seguro el investigador que se

tiene toda la informaciéon complementaria para proponer la sintesis de un nuevo compuesto.

Es asi como se dio paso a la realizacion de un cribado virtual a partir de una base de datos muy
grande como lo es el ZINC data base y aprovechando la estancia en la Universidad de Cambridge
en el Reino Unido, donde se cont6 con buenas herramientas, sobre todo de gran capacidad
computacional, haciendo el proceso y los calculos de acoplamiento y de modelado
farmacofoérico agiles y confiables, de donde se obtuvieron nueve compuestos con varios
resultados en cuanto a la afinidad, modo de unién e interacciones importantes con la PDK1,
ademas de que se realizaron algunos calculos de similitud molecular como su huella digital,
haciendo que la elecciéon de los mejores compuestos fuera relativamente facil entre 242
compuestos candidatos, que tal vez existan algunos con resultados prometedores y a los que no
se les predijo la actividad por medio de los estudios QSAR. En la dltima parte de este proyecto,
se realiz6 la propuesta de sintesis organica del compuesto ZINC1908976 en base a su resultado
de actividad pAC50 predicha por medio de estudios QSAR, llegando hasta la segunda etapa de
la ruta sintética después de un amplio andlisis retrosintético y empleando los recursos con los
que se cuenta en el laboratorio de nuestro grupo de trabajo. La sintesis de los compuestos
propuestos requerira de un trabajo de laboratorio y tiempo que estan fuera del alcance del
tiempo de conclusion de esta tesis. En principio se presenta la propuesta y los primeros pasos
para llegar al compuesto objetivo. Mucho se ha dicho que la biisqueda de farmacos es un area
interdisciplinaria y como he comentado durante el desarrollo de la tltima parte de esta tesis,
no me considero un buen quimico en sintesis organica por el manejo y habilidades a la hora de
estar frente a la mesa de trabajo, no obstante considero que asi como han compartido algunos

expertos en el area de la quimica computacional, ahora se ve a ésta como apoyo para el quimico
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que se dedica exclusivamente a la sintesis organica, y por lo tanto considero que dentro del
centro donde me he preparado y formado para obtener el grado de Maestria en Ciencias, se
necesita tener un amplio criterio de incluir a todas las técnicas, herramientas y areas de la
quimica para que los proyectos de mis compafieros quimicos puedan rendir mas frutos que
lleven en un futuro a contribuir con nuestra casa de estudios y después con la sociedad de la
cual pertenecemos y que esta cada vez mas necesitada de soluciones a los problemas en donde

se ve involucrada la quimica.

Para el caso de la investigacidn basica de tipo académico en el area de la quimica medicinal que

es donde se fundamenta este trabajo, puedo concluir lo siguiente:

El DIFAC, ha tenido un gran avance durante los tltimos 20 afos, y en los que ha apoyado al area
de la quimica medicinal y para aplicar los métodos a los que se tiene acceso en nuestro grupo
de trabajo, se decidid estudiar otras probables dianas farmacolégicas contra la diabetes
mellitus de la cual podemos comentar que es una enfermedad preocupante de la cual se tienen
predicciones de cdmo estaremos como poblacién afectada dentro de los préoximos 10 afios en
cuanto a las complicaciones y el gasto econémico que esta enfermedad representa. Tal vez con
esta tesis no podemos afirmar con un grado elevado de certeza que la cinasa PDK1 que fue
elegida como receptor durante todos nuestros estudios, es una nueva forma de combatir a la
diabetes, porque las vias y formas de validacidon de nuevas dianas farmacolégicas son diferentes
a los estudios computacionales, sin embargo de varias fuentes pudimos constatar que
efectivamente tiene una relacion con dicha enfermedad, y que de ser encontrado algin
mecanismo para su activacion con compuestos de bajo peso molecular como los reportados por
Engel y cols, ademas de los estudios de Adriana Stroba y cols, se puede avanzar en los nuevos
disenos con métodos y tecnologia mucho que ofrezca el conocimiento de los factores que se han
olvidado tanto en los estudios experimentales como en los desarrollados en este trabajo, por lo
que el valor mas importante que tiene esta tesis es poder aportar una perspectiva nueva y
diferente de atacar a la diabetes mellitus a través del DIFAC en donde otros investigadores se
interesen y tomen como base nuestros resultados y logros. El haber empleado en un inicio a la
chalcona como nucleo base fue en base a los requisitos minimos para que un compuesto de bajo
peso molecular pueda interactuar con la regién PIF, y de los resultados obtenidos, aunque no
sintetizados, nos dio la pauta para continuar con los estudios del DIFAC basados en el ligando,
pero ahora a través de un cribado virtual empleando las técnicas de similitud y acoplamiento

molecular ademas de una bisqueda farmacoférica. Después del cribado virtual puedo concluir
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que el empleo y la combinacidn de los dos enfoques, algunos basados en la estructura y otros
en el ligando, nos abrié el panorama de cdmo con tan poca informacién experimental de sé6lo
23 compuestos conocidos como activadores de la PDK1, se pudieron conseguir buenos
resultados, lo que al principio de ese trabajo, se veia muy complicado poder implementar los
métodos del DIFAC, gracias a Dios y con la ayuda de algunos expertos del DIFAC puedo decir
que fueron satisfactorios los resultados, asi mismo discutidos con otros investigadores en
congresos locales e internacionales, recibiendo criticas de mejoramiento de los distintos
enfoques pero también comentarios alentadores en cuanto a la forma en cémo se combinaron

las herramientas que ofrece el DIFAC.

Para finalizar, si tomamos en cuenta dentro de la investigacion basica en el disefio de firmacos,
que en total son afios aproximadamente, el papel del DIFAC cuando es empleado, no le bastan
s6lo dos o tres anos para poder lograr obtener resultados altamente confiables en cuanto a su
prediccidn, por lo que considero que los resultados aqui obtenidos tienen un gran potencial que
puede ser mejorado empleando otros métodos del DIFAC y asi complementarlo logrando
mejores resultados, con el fin de contribuir al desarrollo de la sociedad en la que vivimos. Asi
mismo, creo conveniente afirmar que entre mas se obtienen los resultados, datos y pistas para
resolver un problema dado, mas dudas e incégnitas aparecen, por lo que por mi parte estoy

abierto a que sea refutado y mejorado en cualquier momento en el futuro.
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