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Resumen

T d T El acido y-aminobutirico (GABA) es el principal
| : neurotransmisor inhibitorio del Sistema Nervioso Central
IHzN\/\)j\ ' (SNC), este es el encargado de regular la actividad neuronal del
| OH: cerebro; es decir, mantiene concentraciones adecuadas de
I ' excitacion en cada momento. Su accion fisiologica la lleva a
[ + cabo mediante la interaccion con receptores especificos como:

el GABAA, GABAg y GABAc. Cuando se producen bajas
concentraciones de GABA en el cerebro se altera el equilibrio inhibitorio-excitatorio, lo cual

conduce a trastornos neuroldgicos como la epilepsia, le enfermedad de Alzheimer, la
enfermedad de Huntington, la enfermedad de Parkinson, entre otros.

En este trabajo se presenta el disefio in silico de triazoles como nuevos analogos
estructurales de GABA, como potenciales inhibidores de la enzima GABA-aminotransferasa
(GABA-AT), responsable de la degradacion de GABA. Se presenta el estudio de la
interaccion (ligando-enzima) entre los analogos objetivo y los modelos de homologia de la
GABA-AT de Pseudomonas fluorescens y de humano. Los resultados demostraron que
todos los analogos se unen de manera similar en el sitio activo en los modelos estudiados
gue los inhibidores que se usaron como referencia, con una afinidad de unién aceptable.

Cl
\/\).]\ " Y i
HZN N‘ Ay
OH - N OH
GABA R
é [Sg RN
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1. INTRODUCCION
1.1. Neurotransmision

La neurotransmisién es un proceso biolégico llevado a cabo en el Sistema Nervioso
Central (SNC), el cual es esencial para la comunicacion entre una neurona y otra, a este
mecanismo de comunicacion se le conoce como sinapsis. Existe una variedad de funciones
biologicas clave que se llevan a cabo por medio de la neurotransmision, lo que involucra
gue la informacion transmitida de una neurona a otra es mediante un mensajero quimico
llamado neurotransmisor, los cuales interaccionan con receptores especificos.! Un
neurotransmisor puede ser excitador o inhibidor, segun produzca despolarizacion o
hiperpolarizacion de la membrana neuronal, respectivamente.?

El funcionamiento normal del cerebro requiere una red neuronal
inhibidora/excitadora. GABA es el principal neurotransmisor inhibitorio en el SNC, se
produce a partir de L-glutamato en neuronas presinapticas (GABAérgica) (Figura 1); la
despolarizacion de neuronas presinapticas estimula la liberacién y transporte de GABA al
espacio sinaptico por varios transportadores de GABA (GAT) para la neurotransmision.

Una vez liberado en el espacio sinaptico, GABA puede unirse a uno de los dos
principales receptores GABA (GABAA Yy GABAg) en la neurona postsinaptica. La unién del
GABA a los receptores GABA causa la apertura del canal de iones cloruro central del
receptor, lo que establece la hiperpolarizacion de la membrana neuronal, lo que resulta en
una excitabilidad celular reducida y, por lo tanto, en una inhibicién neuronal. Los receptores
GABAgs son metabotropicos; la activacibn por GABA da como resultado una apertura
mediada por un receptor acoplado a proteina G de los canales de potasio, lo que da como
resultado una hiperpolarizacién e inhibicién neuronal similar a los receptores GABAA.?

Terminal presindptica

L-Glutamato Glutaminasa

GADK Sl e = GABA
L-Glutamina

GABA

L-Glutamina

Glutamina sintetasa
®
* L-Glutamato'
‘. N7
L4 .U|.\S GAT GABA-AT\
e L ¢ Y * .Q:ﬁ. O-cetoglutarato
K ® o ® (=N f
GABA-AT _....l..
| Ciclo de
: Kreps
GABABs SSA [N
GABAA

Ny
Succinato

Células gliales

Neurona postsindptica

Figura 1. Sinapsis GABAérgica.®
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Con base en lo anterior, el glutamato es el principal neurotransmisor excitador del
cerebro, sus funciones estdn mediadas por diferentes tipos de receptores. Mientras que el
acido y-aminobutirico es el principal neurotransmisor inhibitorio del SNC.*

1.2. Acido y-aminobutirico (GABA)

El acido y-aminobutirico (GABA) es el principal neurotransmisor inhibitorio en el
Sistema Nervioso Central®, siendo fundamental en los mecanismos de neurotransmision
(Figura 2).%

HN ~ I,

Figura 2. Acido y-aminobutirico (GABA).

Su funcién como inhibidor la lleva a cabo mediante la interaccién con tres
receptores: GABAA, GABAg y GABAC.

Este neurotransmisor es el responsable de regular la actividad neuronal del cerebro,
sus bajas concentraciones en el SNC estan asociadas a algunos trastornos neurolégicos
como la epilepsia, enfermedad de Parkinson y enfermedad de Alzheimer, entre otros. La
administracion directa de GABA no es una terapia efectiva para revertir estos trastornos, ya
que, por su naturaleza polar, el GABA no puede cruzar la barrera hematoencefalica y actuar
en el sistema nervioso central.’

1.3. Neurorreceptores

Los neurorreceptores son proteinas ubicadas en las membranas celulares, la
interaccion entre estos genera un cambio en la conformacion de la proteina, generando
diversas reacciones en la neurona (respuesta biolégica) como la contraccion, relajacion,
entre otros. A su vez, los receptores en las neuronas presinapticas se encargan de regular
la liberacion de neurotransmisores hacia el espacio sinaptico. Por otra parte, los receptores
postsinapticos reciben la sefial de la neurona presinaptica que desencadena un cambio en
el potencial de la neurona a través de la apertura y/o cierre de canales iénicos especificos.
De modo que, el efecto final del neurotransmisor depende del tipo de receptor al cual este
unido especificamente. Hay que mencionar, ademas, que existen dos clases de receptores
que transducen sefiales de neurotransmisores, los cuales son: los receptores ionotrépicos
y los receptores metabotrépicos.®

1.3.1. Receptores ionotrépicos los cuales son canales iénicos. Son modulados por la
union especifica de neurotransmisores, provocando la apertura o cierre del canal iénico,
controlando el flujo de iones Na*, K*, Ca?* y CI- en la célula (Figura 3).°

Algunos de los receptores de este tipo son GABAA y GABAc, compuesto por proteinas
transmembranales que constan de cinco subunidades dispuestas alrededor de un poro
central de iones cloruro. En respuesta a la unién de GABA, estos receptores permiten la
entrada de iones cloruro en la célula.’®
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Figura 3. A) Receptores ionotrdpicos; B) Receptores metabotrépicos.

1.3.2. Receptores metabotropicos son proteinas con un dominio extracelular que
contiene un sitio de unién a neurotransmisores y un dominio intracelular que se une a las
proteinas G. Son llamados metabotrépicos porque el movimiento de iones a través de un
canal depende de uno o mas pasos metabdlicos. El receptor GABAg es un receptor
acoplado a proteina G el cual regula la neurotransmision en el cerebro.!

1.4. Sintesis y metabolismo de GABA

Una vez llevada a cabo la interaccion con dichos receptores, el GABA es obtenido
a partir de la descarboxilacion del acido glutamico por accién de la enzima glutamato
descarboxilasa, posteriormente el GABA es degradado a semialdehido succinico por la
accién de la enzima GABA-aminotransferasa (GABA-AT) con la conversion simultanea de
Piridoxal 5 -fosfato (PLP) a Piridoxamina 5'-Fosfato (PMP), ahi el semialdehido succinico
(SSA) es oxidado a succinato por accion de la semialdehido succinico deshidrogenasa
(SSDH); el a-cetoglutarato es empleado en un segundo paso para devolver el PMP A PLP
con la formacion de éacido glutamico, esto de acuerdo a la secuencia de reacciones
mostradas en el Esquema 1.3

Semialdehido succinico
deshidrogenasa

(SSDH)
H -
+ - _ 0,C -
H3N/\/\C02 OJ\/\COZ /_\‘ 2! \/\Co2
GABA ﬂABA\ Semialdehido Succinato
Glutamato Aminotransferasa suceinico NADP *+ NADPH
descarboxilasa co (GABA-AT) PMP (SSA)
(GAD) 2 PLP
j:oz v 062
+ A -
HN™ "~ co, -
OJ\/\COZ Ciclo de Kreps

L-Glutamato a-Cetoglutarato

Esquema 1. Sintesis y metabolismo de GABA.3
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Una estrategia que ha resultado eficaz para aumentar la concentracion del GABA
en el cerebro ha sido el uso de compuestos mas lipéfilos que atraviesen la barrera por
difusiéon simple, inhibiendo la enzima GABA-AT.!? Debido a esto, se han disefiado
compuestos analogos de GABA que puedan inhibir dicha enzima.*®

En la actualidad, existen algunos medicamentos disponibles en la clinica, los cuales
son analogos estructurales de GABA, que son empleados para contrarrestar los trastornos
neurolégicos mencionados anteriormente. Un ejemplo es la (S)-vigabatrina, un inhibidor
irreversible de la enzima GABA-AT que fue aprobado por la Administraciéon de FArmacos
y Alimentos (FDA) de EE. UU. y comercializado como Sabril®, este inhibidor fue
desarrollado por primera vez por Lippert et al*® (Figura 4). La (S)-Vigabatrina es un agente
antiepiléptico, también, es utilizado para el tratar las convulsiones parciales complejas, asi
como monoterapia para tratar los espasmos infantiles.®

o]

H,N
2 OH

Z
Figura 4. (S)-Vigabatrina, analogo estructural de GABA.

El mecanismo de accién de Vigabatrina reportado en la literatura es mediante la
inhibicién irreversible covalente al unirse a la Lys329 de la GABA-AT, mediante una adicion
de Michael como se observa en el Esquema 2.
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Esquema 2. Mecanismo de inactivacion de GABA-AT por Vigabatrina.

Siguiendo este contexto, se demostrd, que el mecanismo via adicion de Michael
(Esquema 2, a) correspondia solo al 70% de la inactivacion de GABA-AT; mientras que el
30% restante procedia a través de un intermediario de enamina, por un mecanismo
diferente (Esquema 2, b). Logrando confirmar lo anterior mediante cristalografia de rayos
X a los compuestos finales.®
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2. ANTECEDENTES
2.1. Inhibidores de la GABA-AT reportados en la literatura

Esta reportado en la literatura que la administracion directa de GABA no es
considerada como una terapia farmacolégica eficiente (debido su naturaleza polar, el GABA
no puede cruzar la barrera hematoencefalica y actuar en el SNC) debido a esto, diversos
grupos de investigacion han propuesto una gran variedad de modificaciones a la estructura
del neurotransmisor GABA, generando analogos conformacionalmente restringidos?®,
aminoacidos quirales y aquirales!’ y aminoacidos ciclicos!®, con mayor probabilidad de
cruzar la barrera hematoencefélica y puedan actuar en el SNC.

En este contexto, en el grupo de investigacion de Silverman y colaboradores se han
disefiado y sintetizado analogos conformacionalmente restringidos (compuestos 13-16), los
cuales han sido propuestos como inactivadores de la GABA-AT (Figura 5). Los estudios
que reportaron fueron que todos actuaban como inhibidores de la GABA-AT, de los cuales
13 y 14 mostraron una potencia baja como inhibidores, estos siguieron el mecanismo de
enamina. Sin embrago, los compuestos 15 y 16 fueron los que mejor resultados obtuvieron,
incluso, a 16 lo nombraron como CPP-115y es 186 veces mas eficaz en la inactivacion de
GABA-AT que (S)-vigabatrina; incluso probaron 16 en un modelo de rata de multiples
espasmos infantiles, esto demostr6é que este compuesto disminuyo los espasmos en dosis
de 0,1-1 mg/kg/dia.*®

Cabe mencionar que estos compuestos presentan el grupo farmacélogo del GABA,
incluso la mayoria presenta el mismo nimero de carbonos entre la amina y el carboxilato
(excepto el compuesto 14). Asi mismo, estos compuestos presentan una region hidrofébica
en el enlace doble de cada una de las moléculas. EI compuesto 16 fue el que presento
mayor inactivacion de la GABA-AT, quizd eso se deba a que los atomos de fluor les
confieren una hidrofobicidad mayor con respecto a los otros compuestos, generando que
pueda atravesar la BHE.

-1.37 -0.47 -0.59 -1.12 -0.54

E
F
+ i + @ - H ﬁ“‘© H ﬁ\b"'coo' b
H3N\/\)j\o_ H;N' ‘C00 3 H 3 Hsﬁ\\‘ Welolo B
5

coo
(18,565)-13 15,2R)-14 18,35)-1
( ) ( ) (18,35)-16

CPP-115

Figura 5.- Inhibidores de la GABA-AT.

Este mismo grupo de investigacion ha seguido el disefio y sintesis de inactivadores
de la GABA-AT, mediante nuevos mecanismos de inactivacion, realizando modificaciones
estructurales, empleando un anillo de tetrahidrotiofeno logrando de esta manera que los
nuevos analogos sean conformacionalmente restringidos (Figura 6).1°

Cabe mencionar que estos compuestos presentan el grupo farmacélogo del GABA,
como en el caso anterior, incluso, en todos los compuestos se observa presenta el mismo
numero de carbonos entre la amina y el carboxilato.
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Figura 6. Analogos de GABA basados en un anillo de tetrahidrotiofeno.

Mediante resultados experimentales in vitro demostraron que los analogos 19-22
eran inactivadores débiles de la GABA-AT, mientras que 17 y 18 eran potentes
inactivadores de la GABA-AT. Finalmente, a partir de los valores de kinac/KI (Tabla 1),
lograron concluir que 17 es un inactivador de GABA-AT ocho veces mas eficiente que la
(S)-vigabatrina y 18 es la mitad de eficiente que la (S)-vigabatrina.'®

Tabla 1. Constantes cinéticas para la inactivacion de GABA-AT por 17-19.

Compuesto KI (mM) Kinact (min-1) Kinact /KI (min-1 Ki (mM)
mM-1)

17 0.182 0.17 0.93 -
18 2.23 0.12 0.05 -

19 - - - 3.2+0.7

20 - - - 3.4+0.8

21 - - - 3.3+0.7

22 - - - 7.5+0.7
(S)-Vigabatrina 3.2 0.37 0.11 -

Ademas, mediante a la estructura cristalina de rayos X del inactivador de GABA-AT
17, observaron que el metabolito inactivante estd unido covalentemente a PLP (Figura 7),
este inactiva mediante un mecanismo de aromatizacion.
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Phe-189

Glu-270
o

Figura 7. Interaccion del compuesto 17 en el sitio de union.

En la figura anterior, se puede observar que el compuesto 17 (azul) se estabilizé en
el sitio de unién, mediante una interaccién entre el carboxilato y los grupos amina de
Argl92, asi, como la interaccién entre la enamina y el anillo de fenilo de Phel89, y
finalmente, entre el &tomo de azufre y un atomo de oxigeno carboxilo de Glu270. Cabe
mencionar que estas interacciones han sido de gran interés, porque podrian desempefar
puntos importantes en la estructura y la actividad biol6gica de algunos compuestos de
azufre.®®

Por otra parte, el grupo de Wanner?® y colaboradores han realizado el disefio y
sintesis de analogos de GABA con estructura heterociclica, enantioméricamente puros
(compuestos 23-26), los cuales presentaron actividad inhibitoria sobre la GABA-AT (Figura
8). La potencia inhibidora de los compuestos sintetizados y su selectividad, la determinaron
mediante ensayos de captacion de GABA, basados en transportadores de GABA de raton.
Los compuestos (S)-24b y (S)-24c mostraron alta inhibicion (ICso = 0.40 y 0.34,
respectivamente) mientras que el compuesto (R)-24d mostré una potencia de I1Cso = 3.1.
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Figura 8. Inhibidores de la GABA-AT.

Posteriormente, el grupo de investigacion de Andrews?! y de Deep??, han reportado
el disefio in silico de compuestos que presentan actividad inhibitoria sobre la GABA-AT
(compuestos 27-28 y 29-34), Figura 9. Empleando la técnica de modelado por homologia
para elucidar la estructura 3D de humano, utilizando la estructura cristalina de la GABA-AT
de cerdo (PDB: 10HV); la cual consideraron presentaba una alta similitud de secuencia
(80%).

o |
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,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, ! 3033 X=F, Cl,Br,I CHs

Figura 9. Inhibidores de la GABA-AT.

En la Tabla 2 se pueden observar los resultados obtenidos de acoplamiento
molecular con en blanco biolégico de homologia. Se encontré que todos los compuestos
inhiben fuertemente al ocupar completamente el sitio activo de la proteina. Todos los
inhibidores mostraron valores de energia bajos.

Tabla 2. Resultados de acoplamiento molecular de los compuestos 27-34.

Compuesto Energia de Ki (UM) Energia Energia de
enlace electrostatica torsion

(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
27 -8.19 0.99 0.03 1.79
28 -6.89 8.85 -0.21 1.79
29 -7.13 5.89 -0.19 1.49
30 -7.30 4.48 -0.17 1.49
31 -7.87 1.71 -0.18 1.49
32 -8.04 1.27 -0.25 1.49
33 -7.59 2.74 -0.31 1.49
34 -8.34 0.77 -1.06 1.79

Asi mismo, demostraron que sus compuestos presentaron interacciones con los
mismos residuos presentes en el sitio activo como Gly164, Asp326, Val328, Arg220,
Thr381, Ser165 y GIn329. Observaron fuertes enlaces de hidrogeno con los residuos de
Arg220, Thr381 y Ser165 como se observa en la Tabla 3. Con base a la alta actividad,
fuerte unién y bajos valores de energia, ellos determinaron que estos compuestos pueden
emplearse para el disefio de nuevos farmacos contra ciertas enfermedades que estén
vinculadas a la proteina GABA-AT.



ANTECEDENTES

Tabla 3. Interacciones de enlace de hidrogeno presentes en el sitio de unién.

Compuesto Residuo E_uer)te de Distancia (A)
idrégeno

27 Serl65 O-H 2.03
Thr381 NH-O 1.91

28 Serl65 O-HN 2.01
29 Arg220 O-HN 2.35
Thr381 O-HN 2.35

30 Arg220 O-HN 1.78
O-HN 1.95

31 Arg220 O-HN 2.09
Thr381 NH-O 1.84

32 Arg220 O-HN 2.05
33 Serle5 O-HN 2.11
Thr381 NH-O 2.13

34 Arg220 O-HN 1.90
Thr381 O-HN 1.83

2.2. Analogos de GABA disefiados y sintetizados en el grupo de investigacion

En el grupo de investigacion de Sintesis Orgénica del Dr. Mario Fernandez Zertuche
de la Universidad Autbnoma del Estado de Morelos se ha explorado la sintesis de analogos
de GABA y Baclofeno, en los cuales el atomo de nitrégeno en posicion y forma parte de
diferentes sistemas heterociclicos?®, con el objetivo de aumentar la lipofilia de estos.
Inicialmente, estos anélogos fueron disefiados como posibles inhibidores de la enzima
GABA-AT, con el objetivo de incrementar las concentraciones de GABA en el cerebro.

La primera serie de compuestos que se sintetizaron y reportaron® fueron los
analogos 6a-6g, de los cuales los compuestos 6d y 6f fueron los que mostraron mejores
resultados de inhibicién sobre la enzima GABA-AT (Figura 10), con un 35% y 32% de
inhibicion, respectivamente. En comparacion con (S)-vigabatrina (42% de inhibicién) no se
presentd diferencia en la inhibicién, debido a que los porcentajes de inhibicion de estos
compuestos fueron menos. Sin embargo, comparandolos con valproato sédico (23%) si se
observa una diferencia significativa en los porcentajes de Inhibicion de estos compuestos.
Cabe mencionar que tanto (S)-vigabatrina como valproato sédico fueron empleados como
controles positivos a una concentracion constante de sustrato (GABA) de 0.8mM.
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Figura 10. Analogos estructurales de GABA y Baclofeno.

La segunda serie de compuestos sintetizados y reportados® fueron los analogos
7a-7k, los cuales presentan similitud estructural con respecto a la primera serie de
compuestos mencionados anteriormente. De esta serie, el compuesto 7i fue el que mostré
mejor perfil de inhibicién con un 73% sobre la GABA-AT de Pseudomonas fluorescens, lo
cual demuestra un mayor poder inhibidor con respecto a los farmacos de control; (S)-
vigabatrina y Valproato sodico, a una concentracion constante de sustrato (GABA) de
0.8mM. Ademas, el compuesto 7i presento una actividad de efecto neuroprotector en
ratones (Figura 11).

Ot O o o

S

\/N\/\)LOH N\/\)I\OH N\/\)J\OH \Q\/\)I\OH
7a 7b 7c 7d

Cl Cl

7e 7f k/N OH I\/N OH

79 7h
L c i Cl Cl
O, )@% O E:
| N ]
‘ OH. N OH N OH
7i } 7j 7k

73% de inhibicién

Figura 11. Anélogos estructurales de GABA y Baclofeno.

Para la tercera serie de compuestos sintetizados y reportados?® se decidié explorar
la quimica de los triazoles, con la finalidad de determinar si podrian actuar como posibles
inhibidores de la GABA-AT, con base en esto, se sintetizaron los compuestos 8a-8h (Figura

10
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12)., de los cuales los compuestos 8a presentd un 43% de actividad inhibitoria y 8b presento
un 59% de actividad inhibitoria ambos contra la GABA-AT de Pseudomonas fluorescens.
Como en los casos anteriores, la (S)-vigabatrina (48%) y el valproato sodico (31%) fueron
empleados como controles positivos a una concentracion constante de sustrato (GABA) de
0.8mM. EI compuesto 8b presenté un mayor grado de inhibicibn que ambos controles
positivos. Sin embargo, el compuesto 8a mostré un grado de Inhibicion ligeramente menor
gue vigabatrina, pero superior a valproato sédico.

| (fN | <"

i 1/| 8b 1

! ' i 8c
8a i s :

Figura 12. Analogos estructurales de GABA y Baclofeno.

A continuacién, en el Esquema 3 se observa la metodologia general de los
compuestos 8a-8d, en la cual da inicio con el compuesto a, B-insaturado 3 el cual se trata
con azida de sodio, THF en medio acuoso para generar el azida 4, la cual posteriormente,
se trata con los alquinos correspondientes 5a-d, Cul y DIPEA en THF para obtener de esta
manera los triazoles 6a-d (reaccion de cicloadicién 1,3-dipolar). En seguida, se realiz6 una
adicion 1,4 empleando el cuprato correspondiente para generar los compuestos 7a-d y
finalmente, se llevé a cabo una hidrolisis en medio basico, obteniendo de esta manera los
analogos correspondientes 8a-d.

\)OJ\ NaNs i " eaa NN i
5a-d “°N
Br = N; _— \/\)L
AN OCH,CH3 THF/H,0 \/\)LOCHZCH;; Cul, DIPEA < OCH,CH3;
3 4 THF 1 6a-d
R1 = a-CGHs .
éter
b-ciclopropilo (R2),CuMgBr
c-3-tiofenilo
d-n-propilo
R fo} LiOH N R, O
R, = p-CICg¢H, _N_ 2 NP
) N\/\)J\OH DL ):/N\/\)J\OCHZCH:,,
)=/ HCI R,
R, 8a-d 7a-d

Esquema 3. Sintesis general de los analogos 8a-8d.

Por otra parte, para los compuestos 8e-8h, se sigui6 la metodologia mostrada en el
Esquema 4. La cual dio inicio con el acido 3 el cual se tratd con cloro-trimetil-silano en
metanol, para obtener el éster metilico 4, posteriormente se tratd con azida de sodio en una

11



ANTECEDENTES

mezcla de disolventes acetona/agua, para llevar a cabo la formacion del azida 5. En
seguida, se hizo reaccionar el azida 5 con los alquinos correspondientes 6e-h, Cul y DIPEA
en THF obteniendo de esta manera los triazoles 7e-h (reaccion de cicloadicion 1,3-dipolar).
Finalmente, se llevo a cabo una hidrolisis en medio basico, obteniendo de esta manera los
anélogos correspondientes 8e-h.

(o)

o}
(CH3),SiCl o NaN;
Br\/\)J\ — = B . N3
OH r\/\)LOCH3 OCH3

MeOH acetona/H,0
3 4 5

R1 = e-C5H5 R — H
i . 17— Cul, DIPEA

f-C|cI_opro!a|Io 6e-h THF
g-3-tiofenilo

h-n-propilo

o LiOH N o
_N NZ
N= N MeOH ;) N\/\)L
R, 8e-h R 7e-h

Esquema 4. Sintesis general de los analogos 8e-8h.

Siguiendo este contexto, se decidid para este proyecto desarrollar una nueva serie
de analogos, manteniendo el anillo de triazol y variando el sustituyente en posiciéon B con
respecto al acido carboxilico, con el objetivo de predecir si existe un cambio en la interaccion
entre éstos y en su posible actividad inhibitoria sobre la GABA-AT. Esto con la finalidad de
poder determinar que tanto influye este cambio en la parte de farmacodinamia y en la parte
de farmacocinética con respecto a sus propiedades fisicoquimicas.

2.3. Estructura del triazol en quimica farmacéutica

Se considera que los triazoles son estructuras de gran interés dentro de la quimica
farmacéutica, debido a que estos estan relacionados en una gran variedad de compuestos
con diversas actividades biologicas. En la actualidad existen farmacos que contienen el
heterociclo del triazol y que fueron introducidos al mercado como farmacos activos; en este
contexto, esta clase de compuestos heterociclicos tiene gran importancia en el
descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos?’, debido a que son estables a la
degradacion metabdlica y a su capacidad de formar enlaces de hidrogeno que pueden
favorecer en la unién con un blanco biol6gico.?®

Estas estructuras presentan una amplia variedad de propiedades biolégicas entre
las que destacan como ansioliticos, antimicrobiano, antimicoéticos, antivirales, antioxidantes,
anticonvulsivas, entre otras (Figura 13).
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Figura 13. Farmacos con estructura de triazol.

La estructura de los 1,2,3-triazol son de interés para el desarrollo de farmacos
comerciales, ya que muestran diversas actividades biologicas. Ademas, estas unidades son
estables a la degradacién metabdlica y son capaces de formar puentes de hidrogeno que
pueden resultar favorables en la unién de objetivos biomoleculares para mejorar la
solubilidad.?®

2.4. Disefio racional de farmacos

El disefio racional se aplica en el descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos,
mediante un punto de vista multidisciplinario. En este sentido, se considera que su
desarrollo se atribuye principalmente a los avances en informatica, biologia molecular,
biofisica, bioquimica, quimica farmacéutica, farmacocinética y farmacodinamica, entre
otras. La caracteristica principal en la aplicacion del disefio racional de farmacos es que
utiliza todo el conocimiento tedrico y experimental conocido del sistema en estudio. A su
vez, tiene como objetivo reducir el costo de energia, el ahorro de tiempo y los gastos de
laboratorio en el descubrimiento de farmacos.

Cabe mencionar que el disefio racional tiende a sustituir el enfoque clasico en el que
se sintetizan nuevas moléculas basadas en la intuicion quimica. Dicho lo anterior, existen
algunas razones que contribuyeron a la preferencia del disefio racional frente al enfoque
clasico: 1) el avance de la informatica que conduce a la construccién de computadoras mas
potentes y “faciles de usar”; 2) el desarrollo de datos teéricos o experimentales de
relaciones cuantitativas estructura-actividad (QSAR); 3) el desarrollo de nuevas técnicas
experimentales para caracterizar proteinas y blancos biolégicas (rayos X y espectroscopia
de RMN); entre otras. Asi mismo, el desarrollo en los avances en enzimologia, biologia
molecular, farmacocinética y farmacodinamia.®

La absorcién de farmacos es muy importante en el disefio racional de estos, debido
a que, los farmacos tienen que atravesar una serie de barreras, ya sea mediante una
difusion pasiva o una captacion mediada por un portador. Uno de los parametros principales
para estimar la lipofilicidad (o solubilidad en lipidos) de compuestos quimicos es el
coeficiente de particién octanol/agua, (log P). El log P también se utiliza como una de las
propiedades estandar identificadas por Lipinski en la "regla de 5". Si una molécula contiene
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grupos basicos o acidos, se ioniza y su distribucién en octanol/agua se vuelve dependiente
del pH. Por otra parte, se demostré que el coeficiente de distribucion dependiente del pH,
log D, se correlaciona con una serie de pardmetros biol6gicos, como la permeabilidad
efectiva en el intestino, la permeabilidad de la barrera hematoencefélica, unién a proteinas
plasméticas y volumen de distribuciéon (VD). Los farmacos orales, para poder ser absorbidos
por difusion pasiva, deben tener su lipofilicidad dentro de un rango dado (generalmente
entre 1 y 4 en la escala logD). Ambos coeficientes, log P y log D, son parametros muy
importantes en el desarrollo de farmacos, y, por lo tanto, existe la necesidad de desarrollar
nuevos métodos para calcularlos con precision a partir de estructuras quimicas.*

2.5. Disefio de farmacos asistido por computadora (DIFAC)

El disefio de farmacos asistido por computadora (DIFAC) es una técnica que hace
uso de herramientas computacionales, ésta tiene numerosas aplicaciones especificas
durante el proceso de desarrollo de farmacos, teniendo como objetivo el disefio,
optimizacion y seleccion de compuestos con actividad biologica. Es por ello que esta técnica
ha tenido gran importancia en la investigacion y desarrollo de farmacos, siendo
ampliamente utilizada en la industria farmacéutica, asi como también en centros de
investigacion y en universidades.3!

En las dltimas décadas se ha incrementado el uso y aplicacién del disefio de
farmacos mediante la informacion estructural disponible de las macromoléculas biolégicas.
Hoy en dia, existe un gran interés en desarrollar métodos computacionales que ademas de
descubrir moléculas activas y optimizarlas, permitan predecir su absorcion, distribucion, su
biotransformacién, eliminacion y toxicidad.®?

Muchos farmacos ejercen su accion debido a su interacciéon con una macromolécula
presente en el organismo. Siguiendo este contexto, el DIFAC cuenta con estrategias, las
cuales se dividen en dos partes principales: a) Disefio basado en la estructura del ligando;
b) Disefio basado en la estructura del receptor. 3

2.5.1. Disefio de farmacos con base en la estructura del receptor

Esta estrategia considera la estructura tridimensional de la biomolécula o
macromolécula, con la cual interacciona el ligando. En ella se pueden emplear
procedimientos computacionales para el disefio de moléculas con actividad biologica. Una
de la base de datos en la cual se pueden obtener estructuras tridimensionales es el Protein
Data Bank (PDB), estas estructuras son obtenidas por cristalografia de rayos X y
Resonancia Magnética Nuclear (RMN). 33

2.5.2. Disefio de farmacos con base en el ligando

Esta estrategia se enfoca en la estructura quimica de la molécula con actividad
biol6gica. Debido a que en este disefio no se tiene conocimiento del receptor, se hace uso
de la informacién experimental disponible para una serie de estructuras quimicas con
actividad biolégica conocida.®? El objetivo de esta es mejorar las propiedades fisicoquimicas
del compuesto, asi como el perfil terapéutico como el toxicoldgico.3*
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2.6. Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular (docking) es una técnica de simulaciéon por computadora
que se emplea para predecir la conformacion e interaccién que se origina entre una proteina
(diana terapéutica o receptor) y una molécula pequefia (ligando) generando un complejo
receptor-ligando, esto mediante el uso de herramientas computacionales.®

Para llevar a cabo un estudio de acoplamiento molecular, es necesario contar con
dos elementos fundamentales: 1) la estructura del blanco biolégico (estructura
tridimensional); y 2) un conjunto de ligandos de interés (Figura 14). La estructura del blanco
biolégico puede ser determinada mediante técnicas experimentales como la cristalografia
de rayos-X o la resonancia magnética nuclear, las cuales se encuentran disponibles en el
Protein Data Bank.3®
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Figura 14. Proceso de acoplamiento molecular.

Esta técnica nos permite predecir la conformacién del ligando en el sitio de unién
del blanco biolégico (poses) y las interacciones que este pueda favorecer. El proceso de
acoplamiento implica dos pasos basicos: 1) la validacién del método, evaluando mediante
funciones de puntaje (scoring), midiendo la energia del sistema con base en la
complementariedad de forma y propiedades fisicoquimicas, mediante los cuales se pueda
reproducir el modo de union del ligando; 2) la prediccion de la conformacion del ligando, asi
como su orientacion dentro del sitio de unién (poses).**%’

En la actualidad el acoplamiento molecular proteina-ligando se clasifica de la
siguiente manera:
a) acoplamiento rigido (tanto el receptor como el ligando se mantienen rigidos);
b) acoplamiento con ligandos flexibles (el receptor se mantiene rigido);
c) acoplamiento con ligandos rigidos (el receptor se mantiene flexible);
d) acoplamiento flexible (tanto el receptor como el ligando se mantienen flexibles).3®
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Anteriormente, Fisher® consideraba el acoplamiento molecular rigido mediante su
modelo de la llave-cerradura, donde consideraba a la proteina y al ligando como moléculas
rigidas; posteriormente, Koshland* introdujo el término del ajuste inducido, el cual hace
referencia a que tanto el ligando como la proteina deberian ser flexibles en el acoplamiento.

Siguiendo el contexto anterior, todo método tedrico requiere de pruebas
experimentales que permitan comprobar las predicciones obtenidas en el estudio tedrico.
De esta manera, el acoplamiento molecular se emplea para hacer mas eficiente y reducir
los costos y tiempos en el desarrollo de nuevos farmacos.

2.7. Modelado estructural por homologia

En los ultimos afos, el modelado de homologia se ha convertido en una herramienta
accesible para la obtencion de estructuras tridimensionales (3D) tedricas de dianas
moleculares. Para llevar a cabo un modelado de proteina se necesita conocer la secuencia
de aminoéacidos primaria y la estructura de rayos X de la proteina relacionada. Hoy en dia,
se ha logrado llevar a cabo la construccién de varios modelos 3D de proteinas mediante
esta técnica. Sin embargo, es necesario considerar si los modelos son lo suficientemente
consistentes con las estructuras experimentales para hacer de esta técnica una herramienta
eficaz y confiable para el descubrimiento de farmacos.*

En este contexto, el objetivo final del modelado de proteinas es predecir una
estructura a partir de su secuencia con una precisiébn comparable a los mejores resultados
obtenidos experimentalmente (Figura 15). Esto permitira utilizar de forma segura modelos
de proteinas in silico, que contribuyan al estudio de disefio de farmacos basado en la
estructura, asi como al analisis de la funcion de una proteina y al estudio de interacciones
presentes en una proteina.*?

El desarrollo para la construcciéon del modelado por homologia implica lo siguiente:

1.- Identificacion de la plantilla: Es decir, se debe tener una estructura 3D experimental
conocida, obtenida de algun banco de datos de proteinas (PDB)

2.-La alineacion de las secuencias: Las plantillas se alinean con la secuencia objetivo para

establecer la correspondencia espacial entre los residuos de aminoécidos, utilizando
software o algoritmos (SwissModel, Modeler y Raptor). Las identidades secuenciales >25%
sugieren que la plantilla y el objetivo tienen estructuras 3D similares, por lo tanto, la plantilla
es adecuada para el modelado.

3.- La generacion de las coordenadas del modelo: Las coordenadas de la hélice a y las
hojas B del modelo, generalmente se definen en funcién de la estructura de la plantilla méas
similar, cambiando diferentes residuos en la plantilla por sus residuos correspondientes en
la proteina objetivo.

4.- La optimizacion: Para eliminar o minimizar las interacciones desfavorables entre &tomos
no unidos covalentemente.

5.- La validacion del modelo: Mediante un andlisis estereoquimico de la consistencia del
modelo, mediante parametros como: distribuciéon de los &angulos de torsion, cadena
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principal, distribucion de los angulos de rotacion. Esto con el fin de corregir errores
experimentales y de interpretacién. 4
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Figura 15.- Proceso general de modelado por homologia. a) identificacién de una estructura
3D conocida que sirve como plantilla; b) alineamiento de las secuencias de la plantilla y la
diana para asignar la correspondencia entre los residuos de la plantilla y la diana. c¢) se
construye un modelo para el objetivo basado en la alineacion y la estructura de la plantilla.*?

2.8. Andlisis de modo normal (eINémo)

El analisis de modo normal (NMA) es una herramienta que permite predecir los
posibles movimientos de una macromolécula de interés. Hoy en dia se ha demostrado que
los movimientos de proteinas pueden modelarse utilizando los modos normales de baja
frecuencia. Las aplicaciones de la NMA cubren amplias areas de la biologia estructural,
entre las que destacan el estudio de los cambios conformacionales de las proteinas en la
unién del ligando, la apertura y el cierre de los canales de la membrana.

En la Figura 16 se puede observar un ejemplo de las direcciones de los movimientos
esquematizados (flechas) de una proteina.** El NMA se apoya de EINémo, el cual es un
servidor que proporciona una herramienta Util para calcular, visualizar y analizar modos
normales de baja frecuencia de grandes macromoléculas que contribuyan al movimiento de
proteina correspondiente.
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Figura 16. Las direcciones de los movimientos de una proteina. 4°

Ademas, permite observar si existe un cambio en los residuos de aminoacidos en
cada modo, incluso se puede observar diferencias de tamafio y forma en el sitio catalitico.
En este contexto, para cada modo se obtiene su grado de colectividad de movimiento y el
desplazamiento de todos los residuos ahi presentes, considerando esto, se toman en
cuenta los primeros modos que corresponden al movimiento traslacional y rotacional,
ademas de la elasticidad y vibraciones.

En otras palabras, los modos normales nos permiten observar una variacion en los
residuos presentes en el sitio de union, incluso se logran observar diferencias en las
interacciones y en la orientacion de las moléculas con respecto a cada modo. Un ejemplo
de esto se observa en la Figura 17, se observa una cavidad abierta, también, se observa
el acomodado de los residuos en esa region (lado izquierdo); mientras que por otra parte
(lado derecho) se observa més cerrada la cavidad debido a los movimientos de la proteina,
incluso se observa un pequefio aumento en el nUmero de residuos ahi presentes.

Figura 17. Esquematizacion de diferencias en diferentes modos normales. 4

Ademas, debido al hecho de que el 50% de los movimientos de proteinas
observados pueden describirse con precision mediante solo uno o dos modos normales de

18
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baja frecuencia, la NMA representa una herramienta (til para una amplia gama de
aplicaciones en biologia estructural y cristalografia de rayos X.*

19
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3. JUSTIFICACION

En la actualidad, los métodos computacionales han contribuido significativamente al
desarrollo de medicamentos que se encuentran en uso clinico. Estos permiten entender el
modo de union de moléculas activas de interés dentro del disefio de farmacos, ya que
permite la optimizacién de estructuras moleculares que puedan tener alguna actividad
biol6gica deseada.

Para este proyecto, se llevard a cabo el disefio de nuevos posibles inhibidores de la
enzima GABA-AT, considerando la estructura quimica del anillo de triazol (estructuras
andamio) sintetizados y reportados en el grupo de investigacion, los cuales presentaron
actividad inhibitoria sobre la GABA-AT de P. fluorescens. Con base en esto, se proponen
los siguientes puntos:

1) Mantener el atomo de nitrégeno en posicion yy el acido carboxilico con base a la
estructura quimica de GABA.

2) Incorporar un sistema heterociclico de triazol, con una variedad de sustituyentes en
este sistema, el cual posiblemente ayude a favorecer las interacciones con el blanco
biolégico.

3) Introducir un anillo aromatico (5-clorotiofeno) en la posicién B con respecto al grupo
acido carboxilico, que permita favorecer la lipofilia, la cual es importante para que
los compuestos sean permeables a las membranas.

4. HIPOTESIS

Los analogos estructurales de GABA, con un anillo 1,2,3-triazol-1,4-disustituido y un
sustituyente aromatico en el carbono tres, son potenciales inhibidores de la enzima GABA-
AT.
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5. OBJETIVOS
5.1. General

» Llevar a cabo el disefio in silico de nuevos analogos de GABA con estructura 1,2,3-
triazol-1,4-disustituido, con una variedad de sustituyentes en este sistema e
incorporando un sustituyente aromatico en posicion B con respecto al acido
carboxilico.
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5.2. Especificos

» ldentificar el sitio de union de los modelos de homologia de GABA-AT de P.
fluorescens y de humano, y determinar sus descriptores de tamafio y forma.

» Realizar estudios de acoplamiento molecular a las moléculas de GABA y
vigabatrina; obtener su orientacién en el sitio de unién y el tipo de interacciones que
presentan.

» Realizar estudios de acoplamiento molecular a los compuestos de referencia (8a-d)
e interpretar sus interacciones ligando-enzima.

» Predecir la actividad inhibitoria de los analogos de interés (9a-d), evaluando su
modo de union y el tipo de interacciones intermoleculares.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

En este proyecto se planificé una nueva serie de analogos de GABA, con base en
la estructura quimica de los triazoles de referencia (8a-d, Figura 18a), en los cuales se
mantuvieron algunos grupos funcionales como: el acido carboxilico, el &tomo de nitrégeno
en posicion y (anillo de triazol) y los sustituyentes en el anillo de triazol. Considerando esto
ya que son grupos que favorecen las interacciones con el receptor.

Por otra parte, se decidié realizar una modificacién estructural en posiciéon B,
cambiando el grupo p-clorofenilo por el grupo 5-clorotiofeno, esto con la finalidad de que se
pudiera favorecer la lipofilia de las moléculas objetivo y poder observar si existe un
incremento en el nUmero de interacciones en el sitio de union (Figura 18b).

En la Tabla 4 se observan los valores de logP y logD de los compuestos de
referencia y los compuestos objetivo, se observa que estos Ultimos se encuentran en el
rango de 2 con relacién a los andamios de referencia, lo cual da indicios de que mantienen
una lipofilia. Ademas, los valores de logD el cual es el descriptor apropiado para
compuestos ionizables ya que es una medida de la solubilidad diferencial dependiente del
pH de todas las especies en el sistema octanol / agua.

Tabla 4. Propiedades fisicoquimicas de todos los compuestos.

Compuesto logP logD
GABA -1.37 -2.89
Vigabatrina -1.17 -2.09
8a 2.94 1.13
8b 2.72 1.24
8c 2.25 -0.10
8d 2.27 0.24
9a 2.83 1.39
9b 2.46 1.07
9c 1.91 0.14
9d 2.33 0.47
””””””””” Hacer reemplazo
a) de sustituyente b) Triazoles objetivo
! i
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Figura 18. a) Triazoles de referencia; b) Triazoles objetivo.
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6.1. Propiedades moleculares de los anadlogos de GABA

Mediante estudios experimentales y computacionales llevados a cabo por Lipinski*®
y colaboradores, se ha podido determinar que para que un farmaco sea permeable a las
membranas, tenga mayor absorcidén en el cuerpo, y tenga altas probabilidades de llegar a
ser un farmaco comercial, debe de cumplir con ciertas caracteristicas:

» Un peso molecular menor a 500 u.m.a.

» Un ClogP (solubilidad en lipidos) menor de 5.

» Menos de 5 donadores de puente de hidrégeno (expresado como la suma de OH y
NH).

» Menos de 10 aceptores de puentes de hidrogeno (expresado como la suma de O y

N).

Hoy en dia, existe la posibilidad de predecir las propiedades moleculares de un
compuesto con base en su estructura y mediante servidores gratuitos disponibles en la red.
Los analogos de GABA propuestos en este proyecto fueron evaluados mediante el servidor
Molinspiration, el cual permite predecir sus propiedades moleculares; pudiendo observar en
la Tabla 5 que cumplen con los parametros que hacen referencia a las reglas de Lipinski;
cumpliendo con presentar un peso molecular menor a 500 u.m.a., un ClogP dentro del valor
recomendable y en el rango de grupos, tanto donadores como aceptores de H.

Tabla 5. Propiedades moleculares de los analogos de GABA.

Donadores Aceptores Peso
Molécula ClogP logD de H de H molecular
(g/mol)
o}
HzN\/\)LOH -1.37 -2.89 2 3 103.12
GABA
0
H,N
)/\)L”' -1.17 -2.09 2 3 129.16
¥z
Vigabatrina
Cl
S .
=N 2.83 1.39 1 5 347.83
, OH
ool
Cl
52 .
N=N\N 2.46 1.07 1 5 353.86
OH
S
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S o
=N, Q 1.91 0.14 1 5 311.79
{‘%/N OH
9c
Cl
g ) o
N=N 2.33 0.47 1 5 313.81

Cabe mencionar que la absorcién de farmacos es un tema de gran interés en su
disefio, ya que estos tienen que atravesar una serie de barreras en el organismo, ya sea
mediante una difusién pasiva o una captacion mediada por un portador. El coeficiente de
particion 1-octanol-/-agua, logP, se acepta como uno de los principales parametros para
evaluar la lipofilicidad de los compuestos de interés farmacéutico, este permite determinar
las propiedades farmacocinéticas de los farmacos.

El ClogP es utilizado como una propiedad estandar determinada para posibles
moléculas con actividad biol6gica en la "regla de 5" de Lipinski. Esta propiedad describe la
particion de la forma neutra Unicamente. Si una molécula contiene grupos basicos o acidos,
puede ionizarse y su distribucién en la mezcla de 1-octanol-/-agua se vuelve dependiente
del pH.#

6.2. Modelos de homologia de GABA-AT

Previamente, en el grupo de investigacion se realizaron modelos estructurales de
homologia, considerando que la estructura cristalina (3D) de la GABA aminotransferasa
(GABA-AT) de Pseudomonas fluorescens y de humano no se encuentran disponibles, se
generaron modelos estructurales de homologia (con el programa MODELLER 9.18),
empleando estructuras de GABA-AT disponibles en el servidor de banco de datos de
proteinas (PDB) como plantillas estructurales. De acuerdo con la alineacién de secuencias
de las GABA-AT (Tabla 6), las de bacterias son similares entre ellas y lo mismo sucede
para las GABA-AT de animales (jabalies).

Tabla 6. Estructuras cristalinas de GABA-AT disponibles en el servidor PDB.

% de % de

PDB Resolucion (A) Organismo Identidad con Identidad con

respecto ala respecto a P.

de humano fluorescens
4zsw 1.70 Jabali 95.46 27.52
4y0Oh 1.63 Jabali 95.46 27.52
4y0i 1.66 Jabali 95.46 27.52
lohv 2.30 Jabali 95.46 27.52
lohw 2.30 Jabali 95.46 27.52
1sf2 2.40 E. coli 26.35 73.82

4ffc 1.80 M. abscessus 27.99 42.79
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Para el modelo GABA-AT de P. fluorescens, se hizo uso de la estructura
cristalografica 1sf2 de E. coli. Se utiliz6 esta estructura, debido a una mejor identidad con
respecto a la aminotransferasa de M. abscessus (73%). Nuevamente, se usaron las
cadenas A y B para construir los monémeros y el dimero se ensamblé de acuerdo con la
estructura 1sf2.24

Para el modelo de GABA-AT de humano se utilizo la estructura cristalogréfica 4yOh
de jabali, la cual mostré una resolucion de 1,63 Ay una mayor identidad de secuencia (95%)
a la enzima humana. Las cadenas A y B se utilizaron para construir los monémeros.
Posteriormente, se ensamblo el dimero en base a la misma estructura de 4yOh.

Para incorporar el grupo protésico (PLP) en los modelos de homologia anteriores, se realizo
una alineacion empleando una estructura cristalina que poseia el PLP (3r4t y 1ohw para los
modelos Pseudomonas y humanos respectivamente). Finalmente, para optimizar las
estructuras completas de los modelos GABA-AT, se us6 el campo de fuerza CHARMM36
dentro de CHARMM38bl, para agregar atomos de hidrogeno y llevar a cabo una
minimizacion decente, fijando todos los atomos pesados, seguida de una minimizacion de
gradiente conjugado de la estructura para eliminar malos contactos y choques.?* Estas
dltimas estructuras proteicas obtenidas se utilizaron para realizar los calculos de
acoplamiento molecular a todos los analogos sintetizados en el grupo de investigacion.

6.3. Estudio de acoplamiento molecular

En el grupo de investigacién se han disefiado y sintetizado diversas series de
compuestos como analogos de GABA, los cuales han sido evaluados biolégicamente in
vitro sobre la GABA-AT de Pseudomonas fluorescens mediante una prueba preliminar de
potencial inhibitorio. Algunos de estos compuestos presentaron actividad inhibitoria sobre
la misma, los resultados obtenidos de estos estudios han sido reportados en la
literatura.?42526 Con base en esto, para este proyecto se decidié continuar con este modelo
proteico, el cual permitira predecir de manera in silico la interaccion ligando-enzima.

El acoplamiento molecular nos permitioé predecir los modos de unién entre nuestras
moléculas de interés y el blanco biolégico, determinando la orientacion y conformacion
6ptima de unién entre éstos, ademas, nos permitio estimar la estabilidad del complejo. Esto
nos permitié predecir si actian como posibles inhibidores de la enzima GABA-AT. A su
vez, nos permitid determinar qué interacciones permanecen y cuéles se modifican al unirse
con la GABA-AT de P. fluorescens y de humano.

6.4. Modelos de homologia GABA-AT de P. fluorescens y humano

Antes de llevar a cabo el estudio de acoplamiento molecular, se lograron determinar
algunas de las diferencias que existen entre estos dos modelos de homologia que se
utilizaran para llevar a cabo el estudio. En la Figura 19a se observa el modelo de homologia
de la GABA-AT de P. fluorescens, en la cual se puede observar la forma de la cavidad
(morado) y el grupo prostético piridoxal fosfato (PLP) como esferas de Van der Waals (roja,
azul, gris); en la parte izquierda de la figura se encuentran residuos de Tyr300, Thr299,
GIn81, Gly298, Gly297 y Gly294, zona hidréfoba; mientras que en la parte derecha de la
figura se encuentran los residuos de Ser391, Tyrl57, Arg143, Arg400, Lys153, haciendo
gue esta zona sea hidrofilica, es decir, mas cercana al solvente. Residuos a 6 A de la
cavidad.
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Tabla 7a. Descriptores de la cavidad

Drug score 0.81
Superficie 1015.28 A2
Volumen 1337.78 A3
Profundidad 25.08 A
Hidrofobicidad 0.13

Figura 19a. Modelo GABA-AT de P.
fluorescens.
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En la Tabla 7a se pueden observar caracteristicas de la cavidad en la cual se
llevaron a cabo los estudios de acoplamiento molecular de los compuestos de interés. Cabe
mencionar que la cavidad de este modelo se encuentra presente en medio del dimero de
la proteina, razén por la cual se emplea la proteina completa en el acoplamiento molecular.
Los célculos se realizaron sobre el sitio catalitico con un volumen de cavidad de 1337.78 A®

En la Figura 19b, se observa el modelo de homologia de la GABA-AT de Humano,
en la cual se observa la forma de la cavidad (morado) y el grupo prostético piridoxal fosfato
(PLP) como esferas de Van der Waals (roja, azul, gris); en la parte izquierda de la imagen
se pueden observar residuos de Ala92, Trp344, 11e95, Thr343, Asn342, Phe341, Tyr338 y
Pro337, parte hidr6foba; mientras que en la parte derecha de la imagen se encuentran
residuos de Glu260, Arg182, Tyr59, Gly430, Lys193, Arg435. Residuos, a 6 A de la cavidad.

Tabla 7b. Descriptores de la cavidad.

Drug score 0.8
Superficie 2291.31 A2
Volumen 2462.03 A3
Profundidad 35.74 A
Hidrofobicidad 0.24

Figura 19b. Modelo GABA-AT de
humano.

En la Tabla 7b se pueden observar caracteristicas de la cavidad en la cual se
llevaron a cabo los estudios de acoplamiento molecular de los compuestos de interés.
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Como en el modelo anterior, la cavidad se encuentra presente en medio del dimero de la
proteina, razon por la cual se emplea la proteina completa en el acoplamiento molecular.
De igual manera, con base a estos datos se puede determinar que este modelo proteico
presenta una cavidad de mayor tamafio y forma con respecto al modelo proteico de P.
fluorescens. Aqui se logré observar que, las moléculas se anclaron de mejor manera en
este modelo, debido a que la cavidad era mas grande, permitiendo el acomodo de las
moléculas mejor que en modelo de P. fluorescens. Ademas, se observé un aumento en el
namero de interacciones con diferentes residuos de aminoacidos.

El Drug score es un algoritmo completamente automatico para la prediccion de la
capacidad de administracion de farmacos*®, es decir, permite realizar una prediccién de la
farmacibilidad en una proteina. Est4 dada por las propiedades globales de la cavidad,
teniendo como objetivo enfermedades, lo cual permite el desarrollo de farmacos siendo, de
gran relevancia en la investigacion farmacéutica.

A continuacién, se muestran los resultados obtenidos del acoplamiento molecular,
efectuados en los modelos antes mencionados. Empleando las estructuras de GABA y
vigabatrina. También se emplearon las moléculas 8a-d como andamios de referencia para
este proyecto. Asi mismo, se muestran resultados de docking de los triazoles objetivo (9a-
d).

6.5. Acoplamiento molecular sobre el modelo proteico de P. fluorescens
6.6. Acoplamiento molecular de los compuestos GABA y vigabatrina

En la Figura 20 se puede observar el modo de union de GABA en el sitio catalitico del
modelo proteico antes mencionado. Se observa que la molécula presenta seis
interacciones con cuatro aminoacidos, tres de estas mediante de puente de hidrogeno, una
con la *NHs de la Arg143 y el oxigeno del carbonilo de la molécula a 2.65 A y las otras dos
interacciones con los hidrégenos de la Tyr140 a 2.90 Ay Tyr157 a 2.08 A y el oxigeno del
carbonilo (verde). Asi mismo, presenta dos interacciones de puente salino, idnicas, incluso
electrostaticas, entre la *NHz de la molécula y los oxigenos de la Glu213 a 2.37 Ay 2.80 A,
respectivamente (amarillo). AG= -3.6 (kcal/mol).
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Figura 20. Interacciones de la molécula de GABA en el sitio catalitico.

La molécula de (S)-vigabatrina, interacciona con seis aminoacidos del sitio de unién
(Figura 21). Presenta interacciones de puente de hidrogeno con los H de Thr299 y el
oxigeno del carbonilo a 2.73 A, una misma interaccion entre el H de la Tyr140 con el
oxigeno del carbonilo de la molécula a 2.64 A (verde), por otra parte, una interacciéon mas
de puente de hidrogeno entre el H de la Gly298 y el oxigeno del carbonilo a 2.90 A (verde).
Ademas, presenta una interaccién de puente salino entre el oxigeno del carbonilo de
Glu213 a 2.33 A con la *NHz de vigabatrina (amarillo). Por otra parte, presenta interacciones
desfavorables (donadores de hidrégeno) con los residuos de aminoacidos de Tyrl57 y
Arg143 con la *NHz de la molécula a 2.64 y 4.98 A (rojo). AG= -4.4 (kcal/mol).

Figura 21. Interacciones de (S)-vigabatrina en el sitio catalitico.
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6.7. Acoplamiento molecular de los compuestos de referencia (8a-8b)

Cabe mencionar que debido a que los compuestos 8a-8b se presentan en forma
racémica, su acoplamiento molecular se realizé en su forma enantioméricamente pura,
dentro del sitio activo del modelo proteico. Las interacciones de los compuestos de
referencia faltantes se encuentran en la parte de Anexos, debido a que estos presentaron
menor energia, mostrando en la parte de resultados los compuestos que mas favorecieron
en el estudio de acoplamiento molecular.

El compuesto (R)-8a presenta interaccién con seis aminoacidos, como se muestra
en la Figura 22, en esta se observan tres interacciones de enlace de hidrégeno, dos con
los residuos de Glu213 y Gly393, con el oxigeno del carbonilo de la moléculay los H de los
residuos a 3.29 y 3.32 A; la tercera interaccion se presenta entre el &tomo de N del anillo
de triazol y la Arg400 a 3.00 A (verde); ademas presenta una interaccion r-alquilo con los
-CHs de la lle52 y los electrones nt del anillo de fenilo a 4.72 A (rosa), con el mismo fenilo
presenta interacciones n-azufre con el residuo de Cys79 a 5.44 A (amarillo); asi mismo,
presenta interacciones de tipo n-cation con los electrones n del sustituyente cloro-fenilo y
la +NHz de la Lys153 a 3.50 A (naranja). AG= -7.5 (kcal/mol).

1)
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Figura 22. Interacciones de (R)-8a en el sitio catalitico.

En la Figura 23 se puede observar que para el compuesto (S)-8a se presentan
cuatro interacciones de tipo puente de hidrégeno entre el hidrogeno del -OH terminal de la
Ser391 y el oxigeno del carbonilo de la molécula a 2.14 A (verde), asi mismo con el
hidrégeno del -OH de la Tyr157 y el atomo de N del anillo de triazol a 2.52 A, de igual
manera con los hidrogenos -CH; de la Cys392 y el oxigeno del carbonilo de la molécula a
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2.82 Ay finalmente con los hidrégenos -CH. de la Gly396 y el oxigeno del carbonilo a 2.98
A (gris). Esta misma molécula presenta interacciones de tipo Tr-azufre y -anion, entre el
azufre de la Cys79 (amarillo) y el oxigeno del carbonilo de la Glu213 (naranja) con los
electrones n del sustituyente aromatico del anillo de triazol a 531 y 4.78 A,
respectivamente. Asi mismo presenta interacciones mn-alquilo con los electrones n de los
fenilos y los residuos de Prol156 e lle52 a 3.95 y 4.71 A, respectivamente (rosa); mientras
tanto con el -CHs la Vall55 presenta interacciones hidrofébicas con el atomo de Cl de la
molécula a 5.02 A (rosa). AG= -7.2 (kcal/mol).

Figura 23. Interacciones de (S)-8a en el sitio catalitico.

En el caso del compuesto (R)-8b este presenta dos interacciones de enlace de
hidrégeno con la Gly393 (verde) y con la Cys392 (gris) ambas con el oxigeno del carbonilo
de la molécula a 3.39 y 2.67 A, respectivamente, como se observa en la Figura 24; esta
misma presenta interacciones de n-azufre, mediante los electrones n del anillo de tiofeno
y el azufre de la Cys79 a 5.75 A (amarillo); por otra parte, presenta interacciones de tipo n-
cation con la Lys153 y el anillo de cloro-fenilo, y con Arg400 y el anillo de tiofeno a 3.47 y
4.97 A, respectivamente, asi como interacciones de tipo m-anion con los electrones del
anillo de triazol y el oxigeno del carbonilo de la Glu213 a 4.70 A (naranja). Finalmente
presenta interacciones de tipo n-alquilo con los electrones del anillo de tiofeno y el grupo -
CHs de la lle52 a 4.97 A (lila). AG= -7.7(kcal/mol).
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Figura 24. Interacciones de (R)-8b en el sitio catalitico.

Para el caso del compuesto (S)-8b, Figura 25, este presenta diferentes tipos de
interacciones, entre las que destacan las de puente de hidrégeno con el oxigeno del
carbonilo de la molécula y los hidrégenos de los residuos de Cys392 y Lys153 a 2.51 y
2.94 A, respectivamente (gris), asi mismo, entre los oxigenos de la Glu213 y el H del anillo
de triazol a 3.70 A (gris), otra interaccion de puente de hidrégeno mediante el atomo de
oxigeno del carbonilo de la molécula y la Tyr157 a 2.97 A (verde). Asi mismo, se observan
interacciones de tipo n-catién entre los electrones del anillo de tiofeno y del triazol con la
*NH3 de la Arg143 y Arg400 a 4.14 y 4.92 A, respectivamente (naranja); interacciones n-
azufre entre los electrones del anillo de tiofeno y el atomo de azufre de la Cys79 a 5.80 A
(amarillo); ademas de interacciones n-alquilo entre los electrones el anillo de tiofeno y el -
CHs de la lle52, de igual manera entre los electrones del anillo de cloro-fenilo y la Pro156
a5.01y 4.08 A, respectivamente (lila). AG= -7.3 (kcal/mol).
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Figura 25. Interacciones de (S)-8b en el sitio catalitico.
6.8. Acoplamiento molecular de los analogos de interés (9a-9b)

De la misma manera que en los casos anteriores, los compuestos 9a-9b se
presentan en forma racémica, por lo que el acoplamiento molecular de cada uno de ellos
se realiz6 en su forma enantioméricamente pura, dentro del sitio activo del modelo proteico.
Ademas del andlisis de los resultados de interaccion asistida por computadora, también se
obtuvo la energia libre de Gibbs (kcal/mol) de la unién ligando-enzima, la cual se considera
como una constante de afinidad en el sitio catalitico de la proteina. Asi mismo, cabe
mencionar que todos los compuestos tanto de referencia como de objetivos se orientaron
de manera similar en el sitio activo (el anillo de triazol y su sustituyente se orientaron hacia
el grupo prostético PLP), mientras que el resto (carboxilato y el sustituyente en posicion B)
se orientaron hacia la parte externa de la proteina. Las interacciones de los compuestos
objetivo faltantes se encuentran en la parte de Anexos, debido a que estos presentaron
menor energia, mostrando en la parte de resultados los compuestos que mas favorecieron
en el estudio de acoplamiento molecular.

En el caso del compuesto (R)-9a este presenta interaccion con seis aminoécidos:
mediante enlace de hidrogeno entre el atomo de N del triazol con el H del-OH de la Tyr157
a 2.62 A; asi mismo de observa una interaccion entre el atomo de O del carbonilo de la
molécula y el oxigeno del -OH de la Tyr157 a 3.09 A (verde). Por otra parte, presenta estas
mismas interacciones con los oxigenos del carbonilo de la molécula con los residuos de
Lys153 a 2.97 Ay con Cys392 a 2.42 A (gris). Una interaccion de tipo Tr-cation entre los
electrones del sustituyente cloro-tiofeno y la *NHs de la Lys153 a 3.50 A, y otra interaccion
de tipo 1r-anién entre los electrones del anillo de triazol y el sustituyente fenilo con la Glu213
a4.56y 4.79 A, respectivamente (anaranjado). En el complejo se observa una interaccion
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de tipo -azufre mediante los electrones del anillo de fenilo y el &tomo se azufre del residuo
de Cys79 a 5.46 A (amarillo). Finalmente, se observa una interaccion de tipo T-alquilo entre
los electrones del fenilo y los -CHs de la lle52 a 4.85 A (lila); todo esto se observa en la
Figura 26. AG= -7.3 (kcal/mol).

Figura 26. Interacciones de (R)-9a en el sitio catalitico.

Para el compuesto (S)-9a el nimero de interacciones aumentd (Figura 27), es
decir, se tiene interaccion con ocho residuos de aminoacidos: de enlace de hidrégeno entre
el atomo de N del triazol y el H del -OH de la Tyr157 a 2.39 A y el oxigeno del carbonilo de
la molécula y la *NH3 de la Lys153 a 2.01 A (verde); de enlace de hidrégeno entre el
oxigeno del carbonilo y los hidrogenos de la Prol56 a 2.64 A (gris). Se muestran
interacciones m-anién entre los electrones del sustituyente fenilo y los atomos de oxigeno
de la Glu213 a 4.68 A (anaranjado). Se describe también una interaccién de tipo n-azufre
entre el anillo de fenilo y el &tomo de azufre de la Cys79 a 5.37 A (amarillo). También se
muestran 2 interacciones hidrofébicas, una entre el atomo de cloro y los -CHs de la Leu390
a 4.87 Ay la otra entre el mismo atomo de cloro y los -CH;s de la lle24 a 3.85 A (lila); asi
mismo, se observan interacciones de tipo n-alquilo entre los electrones del fenilo y los -CHs
de la lle52 a 4.73 A, y finalmente, otra entre los electrones del grupo cloro-tiofeno y los -
CHs de la lle24 a 5.44 A (lila). AG= -6.5 (kcal/mol).
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Figura 27. Interacciones de (S)-9a en el sitio catalitico.

En la Figura 28 se observan las interacciones que presento el compuesto (R)-9b:
de enlace de hidrogeno entre los oxigenos del carbonilo y los H de las aminas de los
residuos de Arg400y Ser391 a 2.72 y 2.08 A, respectivamente (verde); y entre el oxigeno
del carbonilo y la Leu390 a 2.83 A (gris). Se mantienen interacciones de tipo n-catién, entre
los electrones del anillo de tiofeno y la amina (*NH?®) de la Arg143 a 4.37 A, e interacciones
de tipo n-anion entre el anillo de triazol y los atomos de oxigeno de la Glu213 a 4.46 A
(anaranjado). Finalmente presenta interacciones de tipo m-alquilo mediante los electrones
del tiofeno y los -CHs de la lle52 a 4.62 A (lila). AG= -6.6 (kcal/mol).
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Figura 28. Interacciones de (R)-9b en el sitio catalitico.

Para el compuesto (S)-9b se tienen interacciones de enlace de hidrégeno (Figura
29) entre el atomo de oxigeno del carbonilo y los residuos de aminoacidos Gly393 y Glu213
a 3.32y 3.37 A, respectivamente (verde); asi mismo, el &tomo de oxigeno del carbonilo y
el hidrogeno de la Cys392 a 2.64 A (gris). Por otra parte, se mantienen interacciones de
tipo m-catién entre los electrones del sustituyente cloro-tiofeno y la *“NHs de la Lys153 a
3.76 A (anaranjado), e interacciones n-azufre mediante los electrones del anillo de tiofeno
y el &tomo de azufre de la Cys79 a 5.36 A (amarillo). Se muestran dos interacciones de tipo
rt-alquilo entre los electrones del sustituyente cloro-tiofeno y los -CH»- de la Pro156 a 5.46
A y los electrones del anillo de tiofeno y los -CHz de la 1le52 a 4.66 A (lila). AG= -6.1
(kcal/mal).
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Figura 29. Interacciones de (S)-9b en el sitio catalitico.

Nuestros resultados computacionales sugieren que los compuestos (R)-9a, (S)-9a,
(R)-9b y (S)-9b pueden ser buenos candidatos para futuras pruebas biolégicas, con el fin
de confirmar su actividad biolégica inhibidora sobre la enzima GABA-AT de P. fluorescens.
En la Tabla 8 se logra observar que nuestras moléculas objetivo mantuvieron interacciones
similares con respecto a los andamos de referencia, interacciones con residuos de
aminoacidos como la Tyrl57, Cys392, Cys79, lle52, Glu213 y Lys153; asi como también
algunas otras interacciones en menor nimero como por ejemplo con residuos de
aminoacidos como Arg400, Arg143, Gly393, Ser391, Leu390 y Pro156, lo que pudiera dar
indicios de que nuestras moléculas de interés interaccionan de una manera similar que los
andamios de referencia, dentro del sitio de unién. De igual manera, en esa tabla se logran
observar los valores de energia de unién, estos nos proporcionan una idea sobre la afinidad
de nuestros analogos con respecto a los analogos de referencia en el sitio activo de la
enzima. Los valores de energia de los compuestos objetivo son ligeramente menores a los
de referencia, sin embargo, podemos deducir que mediante a las interacciones que se
mantienen y al acomodo (orientacion) similar en el sitio activo estos podrian actuar como
inhibidores de la GABA-AT.

Estos resultados abren la posibilidad de explorar nuevas series de anélogos de
GABA como inhibidores reversibles de GABA-AT, con una mayor diversidad de andamios
heterociclicos. De lo descrito anteriormente podemos sugerir que los analogos de GABA
con el sustituyente en 3 (cloro-tiofeno) y del anillo de triazol (aromatico), pueden ser Utiles
en el disefio de inhibidores potenciales basados en el anclaje de la molécula en el sitio
activo de la enzima, debido al tipo de interacciones n-nt que presentan algunos complejos,
ya que estabilizan a la molécula en el sitio activo, ademas, de tener fuertes interacciones
de puente de hidrégeno con los atomos de N del anillo de triazol.
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Tabla 8. Interacciones de todos los compuestos de interés con los aminoacidos.
Energia Residuos de aminoacidos
Compuesto  de union
(Kcal/mol Arg Arg Tyr Tyr Gly Cys Cys lle Glu Lys Ser Leu Pro
400 143 140 157 393 392 79 52 213 153 391 390 156
GABA -3.6 X X X X
() -4.4 X X X X
vigabatrina
(R)-8a -7.5 X X X X X X
(S)-8a 7.2 X X X X X X X
(R)-8b 7.7 X X X X X X X
(S)-8b 7.3 X X X X X X X X X
(R)-9a 7.3 X X X X X X
(S)-9a -6.5 X X X X X X X
(R)-9b -6.6 X X X X X X
(S)-9b 6.1 X X X X X X X

6.9. Acoplamiento molecular en modos normales (NMA)

Esta técnica es utilizada en el acoplamiento molecular, ya que nos permite
identificar los posibles cambios conformacionales de la proteina con base en su cadena
principal, es decir, permite realizar el analisis del movimiento estructural del sistema de
interés. Ademas, permite observar si existe un cambio en los residuos de aminoacidos
presentes en el sitio catalitico de la proteina. Este tipo de estudio se decidi6 realizar a los
compuestos mas prometedores [(R)-9a y (R)-9b] segun con los resultados obtenidos del
acoplamiento molecular con el modelo de homologia de P. fluorescens (de acuerdo a la
energia de union y a las interacciones favorables en el sitio de unién), debido a que son
compuestos de interés en este proyecto, para una futura sintesis y evaluacion enzimatica.

Enla Figura 30 se observan los cambios conformacionales de la proteina de GABA-
AT de P. fluorescens. Cabe mencionar, que la proteina del inciso c) resulto la mas
favorable, debido a que esta presento un mayor volumen de cavidad, ademas, fue la que
resulto con menos impedimentos estéricos debido a su movimiento conformacional.

cavidad cavidad cavidad
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Figura 30. Cambio conformacional del modelo de P. fluorescens; a) modo 7, b) modo 8,
c) modo 9.

En la Figura 31 se puede observar el modo de unién entre la molécula (R)-9a vy el
modelo de P. fluorescens. En la Tabla 9 se muestran los resultados de energia de union
obtenidos del acoplamiento, en la cual se puede observar que el modo 9 es el que resulto
mas favorable, esto debido a que la proteina presento una cavidad ligeramente mayor y de
menor impedimento estérico, lo que hace que la molécula se acomode de mejor maneray
el complejo proteina-ligando sea mas estable, a diferencia de los modos 7 y 8, en donde
presentaron una cavidad ligeramente menor, respectivamente.

Tabla 9.- Resultados de energia de union.

Energia de Energia de Energia de
MODO union union union
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
7 -5.4 -5.5 -6.0
8 -5.4 -5.6 -4.8
9 -6.0 5.7 -5.5

? )
Figura 31.- Acoplamiento molecular de (R)-9a empleando modos normales.

En la figura anterior se pueden observar los puentes de hidrogeno entre la molécula
(R)-9a con el modo 9 de la proteina, generando fuertes puentes de hidrégeno con los
atomos de N del anillo de triazol y los residuos de los aminoacidos como Thr299 y Tyr140;
asi mismo, el grupo carboxilato presento este tipo de interaccion con el residuo de Tyr300,
generando mas interacciones que en los modos 7 y 8 de la proteina.

En la Figura 32 se puede observar el modo de unién entre la molécula (R)-9b v el
modelo de P. fluorescens. En la Tabla 10 se muestran los resultados de energia de union
obtenidos del acoplamiento, en la cual se puede observar que el modo 9 es el que resulto
mas favorable, como en el caso anterior.

Tabla 10.- Resultados de energia de union.

Energia de Energia de Energia de

MODO  unién (kcal/mol) union unién
(kcal/mol) (kcal/mol)

7 -4.8 -5.0 -5.5

8 -4.9 -5.1 -4.4

9 -5.5 -5.2 -4.8
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Figura 32.- Acoplamiento molecular de (R)-9b empleando modos normales.

Asi mismo, para esta molécula se registré el mismo tipo de interacciones de enlaces
de hidrégeno, como se observa en la figura anterior, donde los enlaces de hidrogeno entre
la molécula (R)-9b y el modo 9 de la proteina, generados mediante el anillo de triazol y los
residuos de aminoacidos como Thr299 y Tyr140; asi mismo, el grupo carboxilato presento
este tipo de interaccién con residuos de Tyr300, generando mas interacciones que en los
modos 7 y 8 de la proteina.

Con base en nuestros resultados computacionales podemos sugerir que los
compuestos (R)-9a y (R)-9b presentan una probabilidad de poder actuar como inhibidores
de la GABA-AT. Debido a que, no solo en los estudios de acoplamiento en P. fluorescens
y de humano mostraron resultados favorables, sino también en el analisis de modos
normales, como se observé anteriormente, su orientaciéon fue favorable en el modo de
conformacion 9 ya que en ésta, existe un mayor volumen dela cavidad, asi como también,
en esta conformacién no existen tantos choques estéricos mediante el movimiento de la
proteina, generando que las moléculas puedan anclarse de la mejor manera en el sitio
activo, mostrando una estabilidad mediante las interacciones que se observaron
anteriormente.

6.10. Acoplamiento molecular sobre el modelo proteico de humano

Dado que uno de los principales objetivos de este trabajo es la identificacion de
compuestos que puedan desarrollarse como farmacos para uso clinico, se realizaron
calculos de acoplamiento molecular sobre un modelo de homologia de GABA-AT de
humano de todos los analogos de GABA para estudiar su interaccion con la enzima.

6.11. Acoplamiento molecular de los compuestos GABA y vigabatrina

En la Figura 33 se puede observar las interacciones que presento la molécula de
GABA en el sitio catalitico del modelo proteico antes mencionado. Se observa que la
molécula interacciona con cinco residuos de aminoacidos, con tres de los cuales
interacciona mediante puente de hidrogeno con el oxigeno del carbonilo de la molécula y
los hidrégenos de las aminas de la Arg182 y con los hidrégenos de la Thr343 a 2.08 y 2.59
A, respectivamente (verde); también lo hace con el oxigeno del carbonilo y con la Asn342
a 2.88 A (gris). Muestra interacciones de tipo n-cation mediante los electrones de la Phe179
a 4.91 A (amarillo) e interacciones electrostaticas entre la *NH3 de la molécula y los
oxigenos con carga negativa de la Glu260 a 3.25 A (amarillo). AG= -4.0 (kcal/mol).
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Figura 33. Interacciones de GABA en el sitio catalitico.

Para la molécula de vigabatrina, ésta interacciona con ocho aminoécidos del sitio
de unién (Figura 34), se logra observar que interacciona mediante enlaces de hidrégeno
entre los &tomos de oxigeno del carbonilo de la molécula con los hidrégenos de la amina
de la Arg182 a 5.60 A y con los hidrogenos de la Thr343 a 2.93 A (verde); también muestra
una interaccién de tipo puente salino entre la *“NHs de la molécula y los &tomos de oxigeno
de la Glu260 a 2.38 A (anaranjado). Se muestran dos interacciones hidrofébicas entre los
carbonos del doble enlace de la molécula con los -CHz de la 1le95 e 1le62 a 4.63 y 4.53 A,
respectivamente (lila); también se pueden observar dos interacciones de tipo m-alquilo;
entre los carbonos del doble enlace y los electrones de los anillos aromaticos de Tyr338 a
5.03 Ay Phe341 a 4.68 A, (lila). Esta molécula presenta una interaccién desfavorable
(positivo-positivo) entre la *NHz de la molécula y la *NHz de la Arg182 a 2.25 A (rojo). AG=
-5.0 (kcal/mol).
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Figura 34. Interacciones de vigabatrina en el sitio catalitico.
6.12. Acoplamiento molecular de los compuestos de referencia (8a-8c)

Cabe mencionar que debido a que los compuestos 8a-8c se presentan en forma
racémica, el acoplamiento molecular de cada uno de ellos se realizé en su forma
enantiomérica, dentro del sitio activo del modelo proteico. Las interacciones de los
compuestos faltantes de referencia se encuentran en la parte de Anexos, debido a que
estos presentaron menor energia, mostrando en la parte de resultados los compuestos que
mas favorecieron en el estudio de acoplamiento molecular.

El compuesto (R)-8a presenta interaccion con cinco aminodcidos; se muestra la
interaccion de puente de hidrogeno entre el oxigeno del carbonilo de la molécula y el anillo
de la His34 a 3.38 A (verde). También presenta interacciones de tipo m-cation, esto
mediante los electrones del anillo de fenilo y la amina de la Arg182 a 4.26 A (anaranjado);
asi mismo, presenta interacciones m-anion entre los electrones del anillo de triazol y del
sustituyente fenilo con los oxigenos de la Glu260 a 4.76 A (anaranjado). Por otra parte,
presenta interacciones n-nt apilado entre los electrones del sustituyente cloro-fenilo y el
anillo de triazol con los electrones del anillo de la Tyr338 a 4.61 y 4.45 A, respectivamente
(rosa). Finalmente presenta interacciones n-alquilo, mediante los electrones pi del fenilo y
los -CHs de la lle62 a 4.34 A (lila), observando esto en la Figura 35. AG= -7.8 (kcal/mol).
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Figura 35. Interacciones de (R)-8a en el sitio catalitico.

Para el caso del compuesto (S)-8a se observa interaccidon con nueve residuos de
aminodacidos (Figura 36). Entre las interacciones que muestra estan las de puente de
hidrogeno entre los oxigenos del carbonilo de la molécula con los hidrégenos de la Gly428
a2.98y 2.17 A, respectivamente (verde); asi como entre los oxigenos del carbonilo con los
hidrégenos de la Lys193 a 2.54 y 3.03 A, respectivamente (verde); una Ultima interaccion
de enlace de hidrégeno se da entre en &tomo de N del anillo de triazol con los hidrégenos
de la Lys193 a 2.40 A (verde). Se observan las mismas interacciones n-cation y m-anion
entre los electrones pi del anillo de fenilo con los oxigenos de la Glu260 a 3.77 Ay con la
amina de la Arg182 a 3.85 A, respectivamente (anaranjado). Por otra parte, se muestran
interacciones de tipo n-it de apilamiento entre los electrones del anillo de triazol y el anillo
aromatico de la Tyr338 a 3.86 A (rosa), y también en forma T entre los electrones del anillo
de fenilo con los electrones del anillo aromatico de la Phe179 a 5.71 A (rosa). Finalmente,
se muestra una interaccion hidrofébica entre el &tomo de cloro de la molécula con el anillo
de la Pro337 a 4.76 A (lila) y una interaccion de tipo m-alquilo entre los electrones del anillo
de fenilo con los -CH;3 de la 1le62 a 4.96 A (lila). AG= -7.6 (kcal/mol).
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Figura 36. Interacciones de (S)-8a en el sitio catalitico.

El compuesto (R)-8b presento mayor nimero de interacciones con respecto al
enantiomero (S), teniendo nueve en el sitio catalitico (Figura 37). Interaccion mediante
puente de hidrégeno con los oxigenos del carbonilo de la molécula y los hidrégenos de la
amina de la Arg435 a 2.76 A; asi como también entre el &tomo de N del triazol y los
hidrégenos de la amina de la Arg182 a 2.29 A (verde); siguiendo con las interacciones de
enlace de hidr6geno se observan entre los oxigenos del carbonilo con los residuos de
His196, Cys429 y con la Glu260 a 2.63, 2.27 y 4.06 A, respectivamente (gris). Por otra
parte, con el residuo de Glu260 presenta otra interaccién de tipo m-anién mediante los
electrones del anillo de triazol y los oxigenos de la Glu260 a 2.98 A (anaranjado). Se
observa una interaccién de tipo r-it entre los electrones del sustituyente de tiofeno y los
electrones del anillo aromatico de la Phel79 a 4.85 A (lila). Hay una interaccion hidrofobica
entre el &tomo de cloro y los -CHs de la lle416 a 3.88 A (rosa); asi mismo se observa una
interaccion m-alquilo mediante los electrones del anillo de tiofeno y los -CHs de la le62 a
4.45 A (rosa). AG= -8.0 (kcal/mol).
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Figura 37. Interacciones de (R)-8b en el sitio catalitico.

El compuesto (S)-8b presenta menor nimero de interacciones con respecto al
enantibmero anterior; en la Figura 38 se observan siete de ellas en el sitio catalitico. Una
interaccion de puente de hidrogeno entre los atomos de oxigeno de la molécula con los
hidrégenos de la amina de la Lys193 a 2.99 y 2.59 A, respectivamente (verde). Se observa
gue se mantienen interacciones como las de m-cation entre los electrones del anillo de
triazol y el grupo tiofeno con la *NH; de la Arg435 a 4.99 A y con Arg182 a 4.23 A,
respectivamente (anaranjado), y las de m-anion entre los electrones del anillo de tiofeno
con los oxigenos de la Glu260 a 4.70 A (anaranjado). Se observa una interaccion de tipo
ni-azufre entre los electrones del anillo aroméatico de la Phe341 con el &tomo de azufre del
anillo de tiofeno a 5.31 A (amarillo). Finalmente se observan interacciones n-n mediante los
electrones del anillo de cloro-fenilo con los electrones del anillo aromatico de la Tyr338 a
4.47 A (rosa), e interacciones m-alquilo entre los electrones del anillo de tiofeno y los -CHs
de la 1le62 a 4.40 A (lila). AG= -7.8 (kcal/mol).
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Figura 38. Interacciones de (S)-8b en el sitio catalitico.

El compuesto (R)-8c presento menos interacciones en el sitio catalitico que los
anteriores (Figura 39). En este caso se observé que hubo interacciones hidréfobas y una
interaccion de puente de hidrégeno, para esta ultima mediante el atomo de oxigeno del
carbonilo con los hidrégenos de la amina de la Lys193 a 2.79 y 2.35 A (verde). Solo se
mantuvo una interaccion de tipo m-anién entre los electrones del anillo de triazol con el
oxigeno de la Glu260 a 4.40 A (anaranjado). Se observa una interacciéon doble de tipo n-n
entre los electrones del anillo de cloro-fenilo con la Tyr338 a 4.41 A y los electrones del
anillo de triazol con la misma Tyr338 a 4.70 A (rosa). Finalmente se observan interacciones
de tipo hidrofdbica y m-alquilo entre el sustituyente ciclopropilo con la 1le62 a 4.18 A y el
mismo ciclopropilo con los electrones n del anillo aromético de la Phe341 a 5.07 A,
respectivamente (lila). AG= -7.5 (kcal/mol).
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Figura 39. Interacciones de (R)-8c en el sitio catalitico.

En el caso del compuesto (S)-8c se observan dos interacciones de puente de
hidrégeno entre el &tomo de oxigeno del carbonilo de la molécula y los hidrégenos de la
amina de la Lys193 a 2.83 y 2.44 A, respectivamente (verde). Por otra parte, se observan
interacciones hidrofébicas entre el atomo de cloro y los residuos de lle416 y Leu417 a 3.91
y 3.99 A, respectivamente (lila); asi mismo hay una interaccion hidrofobica entre el
sustituyente de ciclopropilo y los -CHsz de la lle62 a 4.47 A (lila). En esta misma, se observan
interacciones de tipo m-alquilo entre la Phe341 y el ciclopropilo a 4.83 A, asi como el anillo
de triazol y los -CHs de la 11e95 a 5.37 A, y por Gltimo entre el cloro-fenilo con el residuo de
lle416 a 5.25 A (lila). Ademas, existen dos interacciones de tipo n-rt entre el anillo de triazol
y la Tyr59 a 5.82 A, y entre el cloro-fenilo con la His34 a 4.67 A (rosa) (Figura 40). AG= -
7.1 (kcal/mol).
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Figura 40. Interacciones de (S)-8c en el sitio catalitico.
6.13. Acoplamiento molecular de los analogos de interés (9a-9c)

Al igual que en los casos anteriores, los compuestos 9a-9c se presentan en forma
racémica, es por ello que el acoplamiento molecular de cada uno de ellos se realiz6 en su
forma enantiomérica, dentro del sitio activo del modelo proteico. Ademas del analisis de los
resultados de interaccion asistida por computadora, también se obtuvo la energia libre de
Gibbs (kcal/mol) de la union ligando-enzima, la cual se considera como una constante de
afinidad en el sitio catalitico de la proteina. Asi mismo, cabe mencionar que todos los
compuestos tanto de referencia como de objetivos se orientaron de manera similar en el
sitio activo (el anillo de triazol y su sustituyente se orientaron hacia el grupo protético PLP),
mientras que el resto (carboxilato y el sustituyente en posicion B) se orientaron hacia la
parte externa de la proteina. Las interacciones de los compuestos objetivo faltantes se
encuentran en la parte de Anexos, debido a que estos presentaron menor energia,
mostrando en la parte de resultados los compuestos que mas favorecieron en el estudio
de acoplamiento molecular.

El compuesto (R)-9a presenta nueve interacciones en el sitio catalitico (Figura 41).
Se observan interacciones de puente de hidrogeno entre el &tomo de oxigeno del carbonilo
de la molécula con el hidrogeno de la amina de la Lys193 a 1.96 A (verde); asi mismo entre
el oxigeno del carbonilo y la Cys429 a 2.42 A (gris). Se puede observar que se siguen
manteniendo interacciones de tipo n-cation y de m-anion; para las primeras se da entre los
electrones de fenilo y la amina de la Arg182 a 4.29 A, y para las segundas mediante los
electrones del anillo de fenilo y la Glu260 a 4.78 A, y también entre los electrones del anillo
de triazol con la Glu260 a 4.66 A (anaranjado). También se logran observar interacciones
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de tipo m-azufre mediante los electrones del anillo de la His34 y el &tomo de azufre del
anillo de tiofeno a 5.23 A (amarillo). Se muestran dos interacciones de tipo n-r entre el anillo
de triazol y los residuos de Phe341 y Tyr338 a 5.39 y 4.58 A, respectivamente (rosa). Una
interaccion hidrofébica entre el atomo de cloro y la lle416 a 3.89 A (lila); asi como dos
interacciones de tipo m-alquilo, una entre los electrones del anillo de fenilo con la lle62 a
4.38 A, y la otra entre el &tomo de cloro con los electrones del anillo de la His34 a 4.78 A
(lila). AG= -7.7 (kcal/mol).

LE416

Y5
A429

Figura 41. Interacciones de (R)-9a en el sitio catalitico.

El compuesto (S)-9a presenta menos interacciones que el caso anterior (Figura
42). Se observan interacciones de puente de hidrégeno entre el &tomo de oxigeno del
carbonilo con la His34 a 3.22 A (verde); y otra entre el oxigeno del carbonilo y la Gly427 a
2.91 A (gris). Se observa que se siguen manteniendo las interacciones de tipo n-cation y n-
anion; las primeras se dan entre los electrones del anillo de fenilo con la amina de la Arg182
a 4.18 A, y las segundas entre los mismos electrones del fenilo con el atomo de oxigeno
del carbonilo de la Glu260 a 4.76 A, respectivamente (anaranjado). También se observan
interacciones de tipo m-alquilo entre el atomo de cloro y los electrones del anillo aroméatico
de la Tyr338 a5.12 A, y entre los electrones del fenilo con la 1le62 a 4.42 A (lila). Por Gltimo,
presenta interacciones de tipo n-nt entre los electrones del sustituyente cloro-tiofeno y los
electrones del anillo aromatico de la Tyr338 a 4.36 A (rosa). AG= -8.0 (kcal/mol).
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Figura 42. Interacciones de (S)-9a en el sitio catalitico.

Para el caso del compuesto (R)-9b se observan ocho interacciones con residuos de
aminoacidos (Figura 43). Se observan cuatro interacciones de puente de hidrégeno, la
primera entre el atomo de oxigeno del carbonilo de la molécula con los hidrégenos de la
amina de la Lys193 a 2.08 A; la segunda entre el atomo de N del triazol y los hidrogenos
de la amina de la Arg182 a 2.44 A; la tercera entre el &tomo de oxigeno del carbonilo de la
molécula con la Glu260 a 4.26A, (verde); y la cuarta entre el mismo atomo de oxigeno del
carbonilo con la Cys429 a 2.38 A (gris). En esta molécula se mantiene una interaccion con
respecto a las anteriores de tipo m-anion entre los electrones del anillo de triazol y los
oxigenos de la Glu260 a 2.62 A (anaranjado); hay una interaccion de tipo n-azufre entre los
electrones del anillo de la His34 y el &tomo de azufre del sustituyente cloro-tiofeno a 4.76
A (amarillo). Se observan interacciones de tipo n-it entre los electrones del anillo de triazol
y los electrones del anillo aromatico de la Tyr338 a 4.64 A (rosa); asi como una interaccion
hidrofébica entre el &tomo de cloro con los -CHs de la 1le416 a 3.90 A (lila); y, por ultimo,
dos interacciones n-alquilo, una entre los electrones del sustituyente de tiofeno con los -
CHs de la 1le62 a 4.12 A, y la segunda entre los electrones del anillo de la His34 con el
atomo de cloro de la molécula a 4.76 A (lila). AG= -6.7 (kcal/mol).
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Figura 43. Interacciones de (R)-9b en el sitio catalitico.

En este compuesto (S)-9b se observa una interaccibn menos con respecto al
enantiomero (R); teniendo ocho de ellas en el sitio catalitico de la proteina (Figura 44). Se
observan tres interacciones de puente de hidrégeno, la primera entre el atomo de oxigeno
del carbonilo y los hidrégenos de la amina de la Lys193 a 1.97 A; la segunda y tercera entre
el &tomo de N del anillo de triazol con el hidrégeno de la amina de la Lys193 a 2.36 y 2.57
A, respectivamente (verde). Se observa que se repiten algunas interacciones como las de
ni-catién y m-anién; las primeras se dan entre los electrones del sustituyente del tiofeno y la
amina de la Arg182 a 3.97 A, y la segunda entre los mismos electrones del tiofeno, pero
ahora con el &tomo de oxigeno del carbonilo de la Glu260 a 3.75 A (anaranjado). Una
interaccion m-nt entre los electrones del sustituyente cloro-tiofeno con los electrones del
anillo aromatico de la His34 a 4.29 A (rosa). En esta molécula se observan cuatro
interacciones de tipo rt-alquilo, la primera entre el anillo de cloro-tiofeno con los -CHs de la
lle416 a 5.04 A; la segunda entre el anillo de la His34 y el atomo de cloro de la molécula a
4.57 A; la tercera entre el cloro y el anillo aromético de la Tyr59 a 3.59 A:; y finalmente, la
cuarta entre los electrones del anillo de tiofeno y los -CHs; de la Ile62 a 5.01 A,
respectivamente (lila). AG=-6.1 (kcal/mol).
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Figura 44. Interacciones de (S)-9b en el sitio catalitico.

En la Figura 45 se observa que el compuesto (R)-9c interacciona con siete residuos
de aminoacidos. Presenta interacciones de puente de hidrégeno entre el oxigeno del
carbonilo con los hidrégenos de la Gly427 a 2.82 A (verde); asi como entre el oxigeno del
carbonilo con el hidrégeno de la Gly428 a 2.93 A (gris). También present6 una interaccion
electrostatica mediante el oxigeno del carbonilo con el *NH; de la Arg435 a 4.93 A
(anaranjado). Se mantuvo una interaccién de tipo m-catién entre los electrones del grupo
cloro-tiofeno y la *NHs de la Lys193 a 3.45 A (anaranjada). También se observa una
interaccion m-nt entre los electrones del grupo cloro-tiofeno y los electrones del anillo
aromatico de la Tyr338 a 3.17 A (rosa). Presenta una interaccion hidrofébica entre el
sustituyente ciclopropilo con los -CHs de la lle62 a 4.41 A (lila); asi como tres interacciones
n-alquilo, la primera entre el ciclopropilo y la Phel79 a 5.31 A, la segunda entre los
electrones del anillo de triazol y los -CHs de la 1le62 a 5.03 A, y la tercera entre el atomo de
cloro con los electrones del anillo aromatico de la Tyr338 a 3.75 A (lila). AG=-5.9 (kcal/mol).

51



RESULTADOS Y DISCUSION

PHE
A:435 Ai179

Figura 45. Interacciones de (R)-9c en el sitio catalitico.

En la Figura 46 se observan las interacciones que presentd el compuesto (S)-9c
en el sitio catalitico, donde se observa una interaccion de puente salino entre el oxigeno
del carbonilo con el *NHs de la Lys193 a 2.74 A (anaranjado); asi como interacciones -
cation y m-anion, las primeras entre los electrones del anillo de triazol y la amina de la
Arg435 a 4.79, y las segundas entre el oxigeno del carbonilo con los electrones del anillo
aromatico de la Tyr338 a 3.94 A, y entre el anillo de triazol y el &tomo de oxigeno del
carbonilo de la Glu260 a 3.34 A (anaranjado). Por otra parte, se muestra una interaccion
de tipo m-azufre entre el anillo aromatico de la His34 y el atomo de azufre del grupo cloro-
tiofeno a 4.62 A (amarillo). También se observan dos interacciones hidrofobicas entre el
atomo de cloro y los -CHz de la lle416 a 3.94 A, y entre el ciclopropilo con la 1le62 a 4.51 A
(lila). Finalmente se observan tres interacciones de tipo m-alquilo, la primera entre la
Phel79 vy el ciclopropilo a 5.34 A; la segunda entre la Phe341y el ciclopropilo a 5.22 A, y la
tercera entre el anillo de la His34 y el &tomo de cloro a 5.14 A (lila). AG= -6.8 (kcal/mol).
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Figura 46. Interacciones de (S)-9c en el sitio catalitico.

Nuestros resultados computacionales sugieren que los compuestos (R)-9a, (S)-9a,
(R)-9b y (S)-9b y (S)-9c pueden ser buenos candidatos para futuras pruebas bioldgicas,
con el fin de confirmar su actividad bioldgica inhibidora sobre la enzima GABA-AT. En la
Tabla 11 se logra observar que nuestras moléculas objetivo mantuvieron interacciones
similares con respecto a los andamos de referencia, interacciones con residuos de
aminoacidos como la Arg182, Tyr338, Phe341, His34, lle62, 1le416, Lys193 y Glu260; asi
como también algunas otras interacciones en menor nimero como por ejemplo con
residuos de aminoacidos como Arg435, Tyr59, Gly428, Phel79, Thr343 y Cys429, lo que
pudiera dar indicios de que nuestras moléculas de interés muestran una interaccion de una
manera similar que los andamios de referencia, dentro del sitio de unién del modelo de
humano. Como se mencioné anteriormente, en este modelo se obtuvo un mayor nimero
de interacciones con respecto al modelo de P. fluorescens, esto podria atribuirse al mayor
volumen y tamafio en el sitio activo. De igual manera, en esa tabla se logran observar los
valores de energia de unién, estos nos proporcionan una idea sobre la afinidad de nuestros
analogos con respecto a los analogos de referencia en el sitio activo de la enzima. Los
valores de energia de los compuestos objetivo son relativamente mas cercanos a los de
referencia, incluso los compuestos (R)-9a y (S)-9a mostraron un mayor valor de energia de
unién que los mencionados anteriormente. Esto nos conduce a deducir que mediante a las
interacciones que se mantienen, al acomodo (orientacién) y valores de energia similar en
el sitio activo estos podrian actuar como inhibidores de la GABA-AT.

Estos resultados abren la posibilidad de explorar nuevas series de analogos de
GABA como inhibidores reversibles de GABA-AT, con una mayor diversidad de andamios
heterociclicos. De lo descrito anteriormente podemos sugerir que los analogos de GABA
con el sustituyente en 3 (cloro-tiofeno) y del anillo de triazol (aromético), pueden ser Utiles
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en el disefio de inhibidores potenciales basados en el anclaje de la molécula en el sitio
activo de la enzima, debido al tipo de interacciones n-n que presentan algunos complejos,
ya que estabilizan a la molécula en el sitio activo, ademas, de tener fuertes interacciones
de puente de hidrégeno con los atomos de N del anillo de triazol.

Tabla 11. Interacciones de todos los compuestos de interés con los aminoacidos.

Residuos de aminoacidos

Compuesto dEenEL(‘i](ll’)i '
Arg Tyr Tyr Gly Phe Phe His lle lle Thr Lys Cys
(kcal/mol) 435 182 338 59 428 179 341 34 62 416 343 193 429
GABA -4.0 X X X
(S)-vigabatrina -5.0 X X X X X
(R)-8a 7.8 X X X X
(S)-8a 7.6 X X X X X X
(R)-8b -8.0 X X X X X X
(S)-8b 7.8 X X X X X X
(R)-8c 7.5 X X X X
(S)-8¢c 7.1 X X X X X X X
(R)-9a 7.7 X X X X X X X
(S)-9a 8.0 X X X X
(R)-9b 6.7 X X X X X X X
(S)-9b 6.1 X X X X X X
(R)-9c 5.9 X X X X X X
(S)-9c 6.8 X X X X X X X X X X

6.14. Acoplamiento molecular empleando modos normales (NMA)

Para el modelo de homologia de humano, también, se hizo uso de la técnica de
modos normales, la cual nos permitié identificar los cambios conformacionales de la
proteina con base en su cadena principal, es decir, permitié realizar el analisis del
movimiento estructural del sistema de interés. Ademas, permite observar si existe un
cambio en los residuos de aminodacidos presentes en el sitio catalitico de la proteina. Como
en el caso de P. fluorescens, se decidid llevar a cabo el mismo analisis a los compuestos
mas prometedores [(R)-9a y (R)-9b] segun con los resultados obtenidos del acoplamiento
molecular con el modelo de homologia de humano (energia de union mas alta), debido a
gue son compuestos de interés en este proyecto, para una futura sintesis y evaluacion
enzimatica.

Glu
260

X

X
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En la Figura 47 se observan los cambios conformacionales del modelo de GABA-
AT de humano. Cabe mencionar, que como en el modelo de P. fluorescens la proteina del
inciso c) resulto la més favorable, debido a que esta presento un mayor volumen de
cavidad, ademas, fue la que resulto con menos impedimentos estéricos debido a su
movimiento conformacional.

cavidad cavidad cavidad

Figura 47.- Cambio conformacional del modelo de GABA-AT de humano; a) modo 7, b)
modo 8, ¢) modo 9.

En la Figura 48 se puede observar el modo de unién entre la molécula (R)-9a vy el
modelo de homologia GABA-AT de humano. En la Tabla 12 se muestran los resultados de
energia de union obtenidos del acoplamiento, cabe mencionar que sucedié lo mismo que
en el modelo de P. fluorescens, en la cual se puede observar que el modo 9 es el que
resultdé mas favorable, esto se debe a que, se obtuvo un mayor valor de energia en ese
modo, debido a que la proteina presento una cavidad ligeramente mayor, lo que hace que
la molécula se acomode de mejor manera y sea mas estable el complejo proteina-ligando,
a diferencia de los modos 7 y 8, en donde presentaron una cavidad ligeramente menor.

Tabla 12.- Resultados obtenidos del docking.

MODO Energia de Energia de Energia de
union union unioén
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
7 -6.6 -6.6 -5.9
8 6.7 -6.7 5.7
9 -6.7 -6.6 -6.2

Figura 48. Acoplamiento molecular de (R)-9a empleando modos normales.

En la figura anterior se puede observar los puentes de hidrégeno que presenté la
molécula (R)-9a con el modo 9 de la proteina de homologia de humano, generando fuertes
enlaces de hidrogeno con el anillo de triazol y los residuos de amino&cidos como Thr343 y

55



RESULTADOS Y DISCUSION

Argl182; asi mismo, el residuo carboxilato presento este tipo de interaccidn con residuos de
Serl27 y Ser318, generando mas interacciones que en los modos 7 y 8 de la proteina.

En la Figura 49 se puede observar el modo de unién entre la molécula (R)-9b y el
modelo de homologia GABA-AT de humano. En la Tabla 13 se muestran los resultados de
score obtenidos del docking, en la cual se puede observar que el modo 9 es el que resulté
mas favorable, como en el caso anterior.

Tabla 13.- Resultados obtenidos del docking.

MODO Energia de Energia de Energia de
unién unién unién
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
7 -6.1 -6.2 -5.8
8 -6.4 -6.2 5.4
9 -6.3 -6.2 -6.2

Figura 49.- Acoplamiento molecular de (R)-9b empleando modos normales.

En la figura anterior se pude observar los enlaces de hidrégeno que presento la
molécula (R)-9b con el modo 9 de la proteina de homologia de humano, generando fuertes
enlaces de hidrégeno con el anillo de triazol y los residuos de aminoacidos como Thr343 y
Arg182; asi mismo, el resto carboxilato presento este tipo de interaccion con residuos de
Serl27 y Gly126, manteniendo algunas interacciones con respecto a la molécula (R)-9a;
ademas, se observaron mas interacciones que en los modos 7 y 8 de la proteina.

Con base en nuestros resultados computacionales podemos sugerir que los
compuestos (R)-9a y (R)-9b presentan una probabilidad de poder actuar como inhibidores
de la GABA-AT. Debido a que, no sdlo en los estudios de acoplamiento en P. fluorescens
y de humano mostraron resultados favorables, sino también en el analisis de modos
normales, como se observé anteriormente, su orientacion fue favorable en el modo de
conformacion 9 ya que en ésta, existe un mayor volumen dela cavidad, asi como también,
en esta conformacién no existen tantos choques estéricos mediante el movimiento de la
proteina, generando que las moléculas puedan anclarse de la mejor manera en el sitio
activo, mostrando una estabilidad mediante las interacciones que se observaron
anteriormente.
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7. CONCLUSIONES

>

Se logré determinar y caracterizar el sitio de unién de los modelos de homologia de
GABA-AT, en los cuales se llevaron a cabo los estudios de acoplamiento.

En los estudios de acoplamiento molecular se demostré la orientacion y el tipo de
interacciones que presentaron las moléculas de GABA vy vigabatrina, las cuales
mantuvieron interacciones con los residuos de los aminoacidos: Argl43, Argl182,
Tyr140, Tyrl57, Glu213, Thr343 y Glu260.

Se logré determind el modo de union en el sitio activo de cada uno de los
compuestos de referencia (8a-d), notando que mantienen el anillo de triazol y su
sustituyente orientado hacia el PLP. Adema4s, se determinaron sus interacciones
ligando-enzima, observando que mantienen interacciones con aminoacidos como la
Arg400, Argl82, Tyrl57, Tyr338, Cys392, Cys79, lle52, lle62, Glu213, Glu260,
Lys153 y Lys193.

Se logré predecir la actividad inhibitoria de los analogos de interés (9a-d). Ademas,
se demostré que su orientacion, dentro del sitio de union, es similar a la de los
compuestos de referencia, donde el anillo de triazol y su sustituyente estan
orientados hacia el PLP. De igual manera, se determind sus interacciones que estos
presentaron, observando que mantienen interacciones similares en relaciéon con los
compuestos 8a-d, interacciones con la Tyrl57, Tyr338, Cys79, lle52, lle62, Glu213,
Glu260, Lys153, Lys193, Argl82, dando indicios de que estos posiblemente
presenten actividad inhibitoria sobre la GABA.AT.

Mediante a los resultados obtenidos, se han identificado los compuestos [(R)-9a,
(S)-9a, [(R)-9Db], [(S)-9b] que se unen con buena afinidad (mejor perfil en actividad
in silico), dando evidencia de que las moléculas pueden actuar como posibles
inhibidores sobre las enzimas.

Se estudiaron las interacciones con el modelo de homologia de GABA-AT de
humano; esto para analizar su posible aplicacibn como farmacos comerciales.

El reemplazo estructural del sustituyente aromatico en posicién B proporcion6 una
mejora en el nimero de interacciones y en las propiedades moleculares de los
analogos de interés.



PERSPECTIVAS

8. PERSPECTIVAS

v' Realizar la sintesis de los triazoles que resultaron favorables de acuerdo a los
resultados obtenidos. (metodologia propuesta en anexos).

v' Llevar a cabo pruebas de inhibicion enzimatica a los triazoles sintetizados y
determinar su posible actividad inhibitoria sobre la enzima GABA-AT.
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10. ANEXOS
10.1 Calculos de acoplamiento molecular

Los calculos de acoplamiento molecular de todos los andlogos de GABA sobre las
estructuras de P. fluorescens y de humano, generados en el proceso de modelado de
homologia, se realizaron mediante el software vina el cual emplea la interfase chimera. Las
cavidades se detectaron mediante el método de esfera expandida de Van der Waals, mediante
el programa Protein plus, disponible en la red. Los calculos se realizaron sobre el sitio catalitico
de cada modelo proteico, cabe mencionar el célculo se realizo tres veces para cada molécula.

Las figuras mostradas del acoplamiento molecular fueron obtenidas del programa
Discovery Studio Visualizer (BIOVIA). Los valores de logP fueron obtenidos a partir del
navegador en linea Virtual Computational Chemistry Laboratory.

10.2. Optimizacion estructural de los analogos de GABA.

La optimizacion de las estructuras tridimensionales de los analogos fue realizada
mediante el software Avogadro, en su forma enantiomérica de cada una de ellas, ademas,
se obtuvo el tipo de cargas parciales naturales de todos los compuestos en estudio, debido
a que la actividad biolégica de compuestos con grupos funcionales como acidos
carboxilicos y aminas estd altamente relacionada con su capacidad de ionizarse a pH

fisiologico. (Figura 50).
¢ (¥

(R)-9a (S)-9a (R)-9b
¢ ¢
¢ ¢
(S)-9b (R)-9¢ (S)-9c
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(R)-9d (S)-9d

Figura 50. Geometria optimizada de todos los analogos de GABA en este estudio. Las
esferas grises (carbono), blancas (hidrégeno), rojas (oxigeno), azules (nitrégeno),
amarillas (azufre) y verdes (cloro).

10.3. Modelo GABA-AT de Pseudomonas fluorescens
10.3.1 Compuestos de referencia (8c-8d).

A partir de los resultados de acoplamiento, los compuestos (R)-8c y (S)-8c (Figura 51),
mostraron una menor interaccién con la proteina, en comparacién con los compuestos
mostrados en los resultados; en estos se favorecieron las interacciones hidrofébicas y las de
tipo m-alquilo con la lle52 a 5.11 y 5.36 A, respectivamente y con la Tyrl40 a 4.76 y 4.59 A,
respectivamente (lila), debido al sustituyente (ciclopropilo) del anillo de triazol; ademas, ambos
compuestos mantienen una interaccion de enlace de hidrogeno entre la Ser391 y el &tomo de
oxigeno del carbonilo de la molécula a 2.77 y 3.17 A (verde).

a)
IR
B:140

B:400
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Figura 51. Interacciones de a) (R)-8c y b) (S)-8c en el sitio catalitico.

Asi mismo, el acoplamiento de los compuestos (R)-8d y (S)-8d (Figura 52), mostraron
una interaccion similar a los descritos anteriormente; en estos se favorecieron aun mas las
interacciones hidrofébicas y las de tipo r-alquilo entre la lle52 y el sustituyente n-propilo a 3.95
y 4.90 A, respectivamente y con la Tyr140 a 4.63 A (lila), ademas de tener otras interacciones
entre el sustituyente n-propilo con la Cys79 a 4.44 A y con la Val82 a 4.96 A (lila); ademas,
ambos compuestos mantienen una interaccion de enlace de hidrogeno con la Ser391 y el atomo
de oxigeno del carbonilo de la molécula a 2.16 y 3.19 A, respectivamente (verde).

c)

VAL
A2

ILE
B:52

RO156

TYR
B:140
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Figura 52. Interacciones de c¢) (R)-8d y d) (S)-8d en el sitio catalitico.
10.3.2 Anélogos de interés (9c-9d).

En el caso de los compuestos (R)-9c y (S)-9c (Figura 53), mostraron una interaccién
similar a las descritas anteriormente; en estos se observan interacciones hidrofobicas y de tipo
n-alquilo con la 1le52 y el sustituyente ciclopropilo a 5.23 y 5.17 A, respectivamente y con la
Tyrl40 a 4.50 y 4.75 A, respectivamente (lila), ademas, ambos compuestos mantienen una
interaccion de enlace de hidrogeno entre la Ser391 y el &tomo de oxigeno del carbonilo de la
molécula a 2.13 y 2.31 A, respectivamente (verde).

e)

ARG . ___.’l ) \
B:400 ‘\Hf /_X7
Q

LEU
B:350

TYR ARG
B:157 B:400

L¥S 3
B:153

Figura 53. Interacciones de e) (R)-9c y f) (S)-9c¢ en el sitio catalitico.

En el caso de los compuestos (R)-9d y (S)-9d (Figura 54), mostraron el mismo tipo de
interaccion con respecto a los anteriores; en estos se siguen observando interacciones
hidrofébicas y las de tipo m-alquilo entre la lle52 y el sustituyente n-propilo a 4.56 y 4.81 A,
respectivamente y con la Tyr140 a 4.14 y 4.18 A, respectivamente (lila). Ademas, ambos
compuestos mantienen una interaccion de enlace de hidrogeno con la Ser391 y el atomo de
oxigeno del carbonilo de la molécula a 2.10 y 2.28 A, respectivamente (verde).
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PRO
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B:140
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Figura 54. Interacciones de g) (R)-9d y h) (S)-9d en el sitio catalitico.
10.4. Modelo GABA-AT de humano
10.4.1. Compuesto de referencia (8d)

A partir de los resultados de acoplamiento, los compuestos (R)-8d y (S)-8d (Figura 55),
mostraron una interaccion diferente con la proteina, ya que se observan interacciones de tipo
n-t entre el anillo de triazol y el sustituyente cloro-fenilo con los residuos de aminoacidos de
Tyr338 a4.33y 3.78 A, y con Phe341 a 4.74 Ay con la His34 a 5.28 A, respectivamente (rosa);
asi como también se observan interacciones de tipo r-alquilo entre la Phel79 y el n-propilo a
4.79 Ay con la Phe 341 y el mismo sustituyente a 5.41 A (lila).
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a)

PHE
B:341

GLU
A260

PHE
A:l79

TYR
B33

Figura 55. Interacciones de a) (R)-8d y b) (S)-8d en el sitio catalitico.

10.4.2. Anélogo de interés (9d)

Para el caso del compuesto (R)-9d se observan interacciones de tipo hidrofébicas entre
la lle62 y el sustituyente n-propilo a 3.95 A (rosa); asi como también interacciones de tipo m-
alquilo entre la Phe341 y el n-propilo a 4.88 A, y de la Tyr338 con el atomo de cloro a 4.86 A,
respectivamente (lila). Una interaccién de enlace de hidrégeno entre el N del anillo de triazol y
la Arg435 a 2.95 A (verde).

En contraste, el compuesto (S)-9d (Figura 56), solo muestra dos interacciones de tipo
n-alquilo, una con el grupo n-propilo y la Phe179 a 4.41 A, y la segunda entre el &tomo de cloro
y la Tyr338 a 5.02 A (lila).
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Figura 56. Interacciones de c) (R)-9d y d) (S)-9d en el sitio catalitico

10.5. Sintesis general de los analogos de interés
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ANEXOS

Cl Cl
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Esquema 5. Propuesta de sintesis de los analogos objetivo.
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