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RESUMEN

RESUMEN

La tuberculosis es una de las principales causas de muerte a nivel mundial.
Debido a la duracién de la terapia para su tratamiento, los desafios logisticos
asociados y la toxicidad de los medicamentos administrados, surge la necesidad
del descubrimiento de nuevos blancos moleculares para el disefio de compuestos

gue mejoren la actividad antituberculosis.

En el presente proyecto se disefiaron y evaluaron mediante métodos
computacionales 17 derivados de 5,6-dihidropirrolo[2,1-a]isoquinolinas a partir de
modificaciones estructurales del hit experimental 1A. Los compuestos 4, 5y 17
presentaron resultados significativos en el estudio de dinAmica molecular que
permiten proponer a la enzima Pks13 como un potencial blanco molecular para
este tipo de compuestos. Se realizé la sintesis de aquellos compuestos que
presentaron buenos resultados en el andlisis de sus propiedades farmacolégicas.

ABSTRACT

Tuberculosis is one of the leading causes of death worldwide. Due to the duration
of the therapy for its treatment, the associated logistical challenges, and the toxicity
of the administered drugs, the need arises for the discovery of new molecular
targets for the computational design of compounds that improve antituberculosis

activity.

In the present project, 17 derivatives of 5,6-dihydropyrrolo[2,1-a]isoquinolines were
designed through computational methods from structural modifications of the
experimental hit 1A. Compounds 4, 5 and 17 showed significant results in the
molecular dynamics study that allow proposing the enzyme Pks13 as a potential
molecular target for this kind of compounds. The synthesis of those compounds
that showed the best results in the analysis of their pharmacological properties was

carried out.

XVI



I NTRODUCCION

1. INTRODUCCION

En nuestro grupo de investigacion, se realizo la sintesis de derivados de 5,6-
dihidropirrolo[2,1-a]isoquinolinas (DHPIq), de los cuales seis fueron evaluados
mediante un cribado fenotipico contra la cepa H37Rv de Mycobacterium
tuberculosis (Mtb), cuyos resultados aun no son publicados (Figura 1). El
compuesto con el grupo amino en la posicion meta del fenilo, obtuvo el mejor
resultado con una Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) de 0.5 uM, por lo que

éste fue identificado como un hit fenotipico (o hit experimental).

NH NH
o O RO

g ’ 0 ©
0.5 uM 125 uM >2 pM
@—NCO \_/ @—Noz
N
W b b
500 pM 125 uM 62.5 uM

Figura 1. Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) de los derivados de DHPIq

evaluados contra Mtb.




INTRODUCCION

A la fecha, hay pocos trabajos que informan que las DHPIq presentan actividad
antituberculosis. En 2010, Muthusaravanan y colaboradores realizaron la sintesis
de ésteres de pirroloisoquinolinas y evaluaron su actividad inhibitoria contra la
cepa H37Rv de Mtb. Encontraron que el compuesto 2-(4-fluorofenil)pirrolo[2,1-
ajisoquinolina-3-carboxilato de etilo presenté una MIC de 1.0 yM, el cual resultd
ser 7.6 y 4.7 veces mas potente que los farmacos etambutol y ciprofloxacina
respectivamente, aunque menos potente que la rifampicina y la isoniazida (Figura
2). Sin embargo, al ser evaluado mediante un cribado fenotipico, se desconoce su
blanco molecular.?

Figura 2. Ester de pirrolo[2,1-a]isoquinolina.

Recientemente en el 2020, Venugopala y colaboradores publicaron la sintesis,
evaluacion antimicobacteriana y los estudios de acoplamiento molecular de
derivados de pirrolo[1,2-a]quinolinas. Identificaron un posible blanco molecular
mediante un estudio computacional de similitud por flexéforo, siendo las enzimas
DprEl y Pks13 aquellas macromoléculas que tuvieron mayor similitud de sus
ligandos co-cristalizados con los compuestos sintetizados. El compuesto de la
Figura 3 mostré la actividad biol6gica mas significativa con una MIC de 8 pg/mL
para la cepa H37Rv (enzima Pks13) y de 16 ug/mL para la cepa MDR-TB (enzima
DprE1).2
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Figura 3. Derivado de pirrolo[1,2-a]quinolina con potencial actividad

antituberculosis contra la enzima DprE1 y Pks13.

Debido a que la enzima Pks13 realiza s6lo un ciclo de condensacion entre dos
sustratos inusualmente largos, ademas de su naturaleza altamente especifica, ha
despertado el interés como blanco molecular para el desarrollo de moléculas que
se unan en el dominio tioesterasa e inhiban su actividad biologica para inhibir la

biosintesis de la pared celular de Mtb.34

Bajo el principio de similitud-propiedad, el presente trabajo propone a la enzima
Pks13 como un posible blanco molecular para el hit fenotipico identificado en
nuestro grupo de trabajo (nombrado como 1A). De esta manera, el hit fenotipico
sirvio como modelo en el disefio de nuevos derivados a través de modificaciones
estructurales, los cuales fueron evaluados mediante un estudio computacional de
modelado molecular (docking y dinamica molecular). También se realizé un
estudio quimioinformético que permiti6 seleccionar aquellas moléculas con los

resultados mas favorables para su sintesis, caracterizacion y evaluacién bioldgica.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Tuberculosis

La tuberculosis (TB) es una enfermedad provocada por la bacteria Mycobacterium
tuberculosis (Mtb), o también conocida como bacilo de Koch, que afecta
principalmente a los pulmones u otros 6rganos del cuerpo humano como los
ganglios linfaticos, pleura, tracto gastrointestinal, huesos, sistema nervioso central
y sistema genitourinario.® Esta bacteria se transmite a los pulmones a través de la
inhalacion de aerosoles que contienen al bacilo suspendido en el aire de la
atmosfera, posteriormente es fagocitada por macréfagos que generan una
respuesta proinflamatoria localizada en el cual se forma un granuloma o tubérculo.
La contencion del granuloma maduro puede fallar después de un cambio en el
estado inmunolégico del huésped debido a factores como la vejez, alcoholismo,
tabaquismo, desnutricion o la coinfeccién con el VIH. Es entonces cuando se
derraman los bacilos infecciosos en las vias respiratorias hasta alcanzar los

capilares sanguineos y la via linfatica.®

La pared celular de Mtb estd compuesta por dos segmentos, la superior e inferior.
Mas alld de la membrana se encuentra el peptidoglicano en unién covalente con el
arabinogalactano, que a su vez se une a los acidos micélicos con su meromicolato
largo y cadenas a cortas. La importancia de comprender la biosintesis del
complejo &cido micélico-peptidoglicano-arabinogalactano radica mas en el
contexto del desarrollo de nuevos farmacos contra la TB y menos en la definicion

de los factores bacterianos responsables del proceso de la enfermedad.’

La duracion de la TB desde el inicio hasta la curacion o la muerte es de
aproximadamente 3 afios.® La Unica vacuna disponible para su prevencion es la
bacteria atenuada M. bovis Bacilo de Calmette-Guérin (BCG), la cual es
ampliamente utilizada para ayudar a prevenir formas severas de TB en nifios,

como la meningitis y miliar.
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2.1.1 Epidemiologia

La TB es la principal causa de muerte a nivel mundial por un agente infeccioso
(por arriba del VIH/SIDA). Un tercio de la poblacion mundial es infectada por Mtb,
pero solo un 5-10% desarrolla la enfermedad en algin momento de su vida.
Globalmente, un estimado de 10 millones de personas enfermaron de TB en el
afio 2019.°

En México, en solo cuatro afios se registré un aumento del 159% en el nUmero de
casos de TB respiratoria en el periodo de 2015 a 2019, de acuerdo con los datos

del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica (Grafico 1).10-13
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Grafico 1. Numero de casos de tuberculosis en México desde el 2015 al 2020.
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2.1.2 Farmacos de primeray segunda linea

La TB es tratable y prevenible. Aproximadamente el 85% de las personas que
desarrollan la enfermedad pueden ser tratados con éxito mediante la
administracion de farmacos de primera linea como isoniazida, rifampicina,
pirazinamida y etambutol durante dos meses, seguido de una fase de continuacion

con rifampicina e isoniazida en un tiempo de cuatro meses (Figura 4).14

Se ha demostrado la necesidad de un tratamiento mas duradero para prevenir la
reactivacion de la TB latente, en la cual se recomienda una monoterapia con
isoniazida o rifampicina y la terapia combinada de isoniazida con rifampicina

durante tres o cuatro meses.1®

H
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Isoniazida Etambutol Pirazinamida

Rifampicina

Figura 4. Farmacos de primera linea para el tratamiento de la TB.
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Las interacciones farmacolégicas u otros efectos adversos son causas de un
tratamiento de primera linea incompleto'® que contribuye a la apariciéon de cepas
de Mtb mas resistentes que los farmacos de primera linea no pueden inactivar
facilmente, por lo que es necesario el uso de fdrmacos de segunda linea que son
mas toéxicos, caros, menos eficaces y poco disponibles.t”18

2.1.3 Resistencia a farmacos

La aparicion de cepas de Mtb resistentes a los principales farmacos disponibles
para el tratamiento de la TB constituye un problema en el control de la enfermedad
debido al aumento de casos de TB Multirresistente (TB-MDR), es decir, aquella
gue es causada por Mtb con resistencia in vitro a isoniazida y rifampicina. Por otra
parte, la TB Extremadamente Resistente (TB-XDR) es aquella producida por una
cepa de Mtb con resistencia demostrada por lo menos a isoniacida, rifampicina,
una fluoroquinolona y un agente inyectable de segunda linea.®

Las mutaciones cromosomales y la resistencia intrinseca son las principales
causas de la aparicion de cepas de Mtb resistentes a farmacos. Los mecanismos
de la resistencia intrinseca incluyen: la complejidad de la pared celular que
restringe la entrada de moléculas hidrofilicas, sistemas de eflujo, la inactivaciéon
del farmaco o la modificacion del blanco molecular. También existen otros factores
clinicos, bioloégicos y microbiolégicos, como los errores en la terapia del
tratamiento y la compleja o pobre vascularizacion de los granulomas, lo que

dificulta la distribucién del farmaco hasta el bacilo.®
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2.1.4 Blancos moleculares de Mycobacterium tuberculosis

El farmaco con actividad antituberculosa actia como ligando al unirse en el centro
activo de una macromolécula de Mtb (también llamado blanco molecular o target),
e impide la union de un ligando enddgeno, de tal manera que se produce una
modificacion, activacion o inhibicion de la respuesta fisiologica de la

macromolécula.

Gracias a décadas de esfuerzo en biologia molecular para la secuenciacion del
genoma de la cepa H37Rv de Mtb, se han logrado avances importantes en la
identificacion de macromoléculas que intervienen en los procesos fisioldgicos de
Mtb.2° Actualmente el desarrollo de farmacos con actividad antituberculosis esta
enfocado principalmente en la seleccion de un blanco molecular en especifico
para concentrar los esfuerzos en disefiar o seleccionar moléculas pequefias que

inhiban el crecimiento de Mtb (Figura 5).2%22

Produccidn de energia
ATP sintasa, QcrB, glutamina sintasa

Replicacidn y transcripcion
ARN polimerasa, ADN girasa

Transporte a través
de la membrana
ATPasa, MmPL3

Pared celular

* Arabinogalactano
DprE1l, IspD, RMIC

Division celular
+ Acidos micélicos FtsZ
Pks13, Fad32, InhA

> Metabolismo de acido félico
* Peptidoglicano ST PP BEEEORE TSP Er ; T DHPS
MurX, IspD, GImU i 2 fregiiet

Procesos regulatorios
PknB, PknG, tirosina fosfatasa

Sintesis de proteinas
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ribosomal 30S

Degradacion de
proteinas dafiadas
Proteosoma 20S

Figura 5. Blancos moleculares de Mtb para moléculas con actividad

antituberculosis.
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2.2 Descubrimiento y desarrollo de farmacos

El descubrimiento y desarrollo de farmacos es un proceso largo, costoso y

multidisciplinario que consiste principalmente en tres etapas:

Fase de descubrimiento: esta fase requiere de la investigacion basica para

identificar y validar un blanco molecular. También se identifica un hit, es
decir, un compuesto primario activo con un comportamiento no promiscuo y
que supere un cierto valor de actividad biolégica (reproducible) en un
ensayo in vitro determinado. Después de evaluar la identidad y pureza del
hit, se comprueba su actividad y se obtiene un hit validado.?

Fase de desarrollo: se evalla la estabilidad quimica y la factibilidad sintética

del hit validado para su posterior optimizacién, en el cual se busca
incrementar su afinidad, selectividad y disminuir la toxicidad o las
reacciones adversas. Se utilizan modelos in vitro e in vivo para evaluar las
propiedades bio-fisicoquimicas y la estabilidad metabdlica del compuesto
durante la absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion (propiedades
ADME). Una vez superados los requerimientos antes mencionados, se
obtienen una o varias moléculas lideres o cabezas de serie (lead) que se

evalGian en ensayos clinicos para finalmente obtener un medicamento.?*

Fase de comercializacion: el medicamento se aprueba y se comercializa.

También entra en una fase de farmacovigilancia.?®
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2.3 Disefio de Farmacos Asistido por Computadora (DiFAC)

El Disefio de Farmacos Asistido por Computadora (DiFAC) aplica procedimientos
computacionales para buscar la relacion entre la actividad biolégica de un
compuesto con su estructura quimica. Tiene como objetivo el disefio o la
identificacion de nuevos compuestos con efecto biolégico en una categoria
terapéutica deseada, ademdas de priorizar y optimizar aquellos que sean
candidatos para una posterior sintesis o evaluacién biolégica.?® Su aplicacién ha
permitido disminuir el tiempo y el costo para el desarrollo de farmacos, ademas de

ser un método amigable con el ambiente (Figura 6).%’

Fase de descubrimiento Fase de desarrollo

Tiempo 0.5-1afio 0.5-1afio 0.5-1afio 2 -3 afios

Identificacién > Validacién del > Identificacién > Optimizacién > Ensayos

del target target del hit del lead preclinicos
% del costo total 3% 3% 6% 17%
I Introduccion de las herramientas del DiFAC ’

2-3 afios
20% del costo total

Quimic:inhI"h'lfﬂ:ica/l\qu,’ml-ca tedrica

Modelado molecular
+ Calculo de propiedades * Métodos Ab initio
*  Similitud molecular +  Docking *  Calculos semi-empiricos
+  Analisis QSAR + Dindmica molecular *  Mecanica molecular

Figura 6. Incremento de la eficiencia en el descubrimiento y desarrollo de
farmacos con las herramientas del DIFAC.
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El uso de las estrategias del DiIFAC dependera de la informacién disponible de las
estructuras del ligando y del blanco molecular, por lo que los métodos se agrupan
en dos enfoques principales: el disefio basado en el ligando y el disefio basado en
la estructura (de la macromolécula). Si se conocen ambas estructuras se puede
realizar una combinacion de métodos, cuando no se conoce ninguna se requiere

generar la informaciéon de manera experimental.?8

2.3.1 Disefo basado en la estructura

El primer paso en el disefio racional de farmacos es identificar y validar un blanco
molecular que seré utilizado para un cribado de librerias de moléculas pequefias.
Para obtener la informacién de este blanco molecular se requiere de su extraccion,
purificacion y la determinacibn de su estructura en 3D mediante técnicas
espectroscopicas como la Resonancia Magnética Nuclear (RMN), cristalografia de
rayos X 0 microscopia crioelectronica. También se pueden utilizar métodos in
silico para predecir la estructura mediante modelado por homologia, en el que se
utiliza como base una proteina homologa con mas del 40% de similitud. Una vez
determinada la estructura en 3D del blanco molecular, es necesario validar el

modelo verificando las propiedades estereoquimicas.

El siguiente paso es la identificacion del sitio activo, es decir, la cavidad en el que
un ligando se une mediante interacciones energéticamente favorables con el

blanco molecular.?®

Actualmente existen bases de datos utilizados como repositorios de informacion
estructural de las macromoléculas. El mas utilizado es Protein Data Bank (PDB)
que recauda datos primarios como coordenadas atdmicas, detalles de la
resolucién de las estructuras, secuencias de residuos, descripcion, validacion de
las proteinas, etc.3® Una vez obtenida la informacién de la estructura del blanco
molecular, el disefio basado en la estructura integra diferentes métodos que se

resumen en la Figura 7 para la identificacion o disefio de un hit.31-33

11
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Disefio en Base a Fragmentos

®2)=5. R EVn
Ll — —[
C:D'._-
Libreria de fragmentos Cribado de fragmentos Unién de fragmentos

Cribado de pequefias moléculas (100-300 Da) para seleccionar
aquellas con una afinidad de union débil con el blanco molecular. Se
combinan o crecen en compuestos mas grandes con mayor afinidad,

mejor especificidad y propiedades farmacologicas mejoradas.

Modelo Farmacoférico

Modelo que describe las
caracteristicas responsables de las
interacciones del ligando con el
blanco molecular.

Disefio Basado en
la Estructura

computacionales

(@]
#

Se agregan iterativamente
pequefios bloques de construccion
(que son generalmente atomos
individuales) a un compuesto en
crecimiento que se encuentra en el
sitio activo del blanco molecular.

Acoplamiento Molecular Cribado Virtual

Libreria de
compuestos

Hits

®e

Método de muestreo que enumera todas
las configuraciones posibles ligando-
receptor que una funcion de puntuacion
evalla para encontrar el modo de unidén
mas favorecido.

Filtrado in silico de una libreria de
compuestos basandose en la afinidad de
union a la macromolécula para la
seleccion de aquellos que mejor cumplan
con los criterios de interés.

Figura 7. Métodos en el disefio de farmacos basado en la estructura.
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2.3.1.1 Acoplamiento molecular automatizado (docking)

El acoplamiento molecular o docking es un método de muestreo que enumera
todas las configuraciones posibles de la union de un ligando con una
macromolécula, cuya estructura es conocida o puede ser estimada. Una funcién
de puntuacion o scoring evalla y cuantifica la fuerza de la interaccion utilizando

principios de mecénica molecular.

Se han desarrollado diversas metodologias de docking, que de manera general se
engloban en tres niveles de aproximacion dependiendo de los grados de libertad
utilizados: docking rigido-rigido, rigido-flexible y semiflexible-flexible. Las
interacciones consideradas en el estudio de la unién ligando-proteina son las de
van der Waals (vdW), electrostaticas, puentes de hidrégeno, interacciones

hidrofébicas y contribuciones entrépicas.3

El proceso de acoplamiento molecular consiste en una primera etapa de busqueda
gue se explora el modo de unién del ligando a la macromolécula (posing), el cual
esta definido por sus variables de estado: posicién, orientacion, flexibilidad y
conformacién. Los métodos o algoritmos de busqueda pueden ser estocasticos,
sistematicos o de simulacion, y se encargan de explorar las variables de estado.®®
La segunda etapa consiste en la evaluacion, donde una funciéon de puntuacion
calcula la energia de afinidad o la energia libre de union de los minimos
energéticos, que se refiere a la diferencia de energias libres entre las
correspondientes al complejo ligando-proteina y la de sus respectivas especies

aisladas con las que se encuentra en equilibrio:

AGunisn = -RT In K

donde R es la constante de los gases ideales, T es la temperatura y K es la
constante de equilibrio.®® Las funciones de puntuacién deben distinguir los modos

de unién verdaderos de todos los demas explorados y ser lo suficientemente
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rapidos para su aplicacion a un gran numero de posibles soluciones, sin embargo,
normalmente realizan un gran nimero de simplificaciones y suposiciones que
permiten realizar una evaluacidon mas eficiente pero a costa de la precision. Las
funciones de puntuacion se clasifican en empiricos, basados en el conocimiento y

basados en campos de fuerza.

En el protocolo de docking se deben tomar ciertas decisiones basadas en la
cuantificacion de la unién ligando-proteina para establecer un criterio de bondad
de ajuste, con el objetivo de elegir la mejor solucion como resultado final y, de esta
manera, generar hipbtesis cuya aplicacion tiene que ser complementada con otros
métodos computacionales y experimentales. Por lo que es importante resaltar que
sélo los experimentos biofisicos o bioquimicos confirmaran la unién o la actividad

biolégica predicha con el acoplamiento molecular.3’

2.3.1.2 Dindmica molecular

La falta de una descripcion adecuada de la verdadera dinAmica de los sistemas
biolégicos es una de las mayores advertencias en los estudios de acoplamiento
molecular, por lo que las simulaciones moleculares permiten explorar el complejo
ligando-proteina con mayor detalle. Estos métodos describen la interaccion y el
movimiento de los atomos para obtener las posibles configuraciones de sistemas
microscépicos con numerosos puntos de minima energia a una determinada

temperatura.

La dinAmica molecular es uno de los métodos de simulacibn molecular que
permiten generar una trayectoria de puntos que evolucionan con el tiempo
siguiendo la segunda ecuacion de Newton:

d’y K
dtZ m;
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donde Fxi es la fuerza aplicada a la particula i, en la dimension x y el tiempo t, m;

es la masa de la particula con una aceleracion y.

El célculo de las fuerzas que actian sobre todas las particulas considera una
configuracion inicial, es decir, coordenadas y velocidades iniciales asignadas de

forma aleatoria a partir de una distribuciéon Maxwell-Boltzamann.

El calculo de la energia total del sistema es la suma de la energia potencial y
cinética. Para ello se utilizan modelos clasicos de potenciales de interaccion
(campos de fuerza), que consisten en conjuntos de ecuaciones con una coleccién
de pardmetros optimizados dependiendo del tipo de sistema en estudio y de las
condiciones o propiedades especificas. Los campos de fuerza subdividen las
funciones de potencial en interacciones enlazantes e interacciones no enlazantes.
Los términos enlazantes incluyen contribuciones debidas a los enlaces covalentes,
angulos de valencia y angulos torsionales. Los términos no enlazantes consideran
un término de atraccion-repulsion de tipo Lennard-Jones para las interacciones de
vdW y un término Couldbmbico para las interacciones entre cargas puntuales
(Figura 8).

ET = Eenlace + Eéngulo + Etorsional + EVdW + Eelectrostética

| J \ J
1 |

Enlazantes No enlazantes

Torsion

Distancia de enlace

Angulo

Interacciones no enlazantes

Figura 8. Interacciones enlazantes y no enlazantes consideradas en un campo de
fuerza.
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Entre los ejemplos de campos de fuerzas mas utilizados en dinamica molecular se
encuentran: AMBER, CHARMM, GROMOS y OPLS-AA 38

Finalmente, se genera la evolucion temporal del sistema mediante la aplicacion de
algoritmos de integracion que resuelven numéricamente las ecuaciones de
movimiento del sistema en estudio. Por lo tanto, se utilizan las posiciones y
aceleraciones en el tiempo t de los atomos en una etapa previa para calcular
nuevas posiciones, es decir, es un método determinista en el que la trayectoria de
un punto permite predecir el estado del siguiente. La integracion se repite N veces
hasta obtener la evolucién temporal del sistema biomolecular durante el tiempo

total de simulacion.34

Para simular un sistema mas realista, se requiere considerar las condiciones de
limite periddico, de manera que el sistema en estudio se encuentra en una celda
de simulacion rodeada de “celdas imagenes” que son réplicas de si misma.
Cuando una particula sale de la caja de simulacion, otra particula de la celda
imagen se mueve para reemplazarla, por lo tanto, se mantiene constante el
namero de particulas y se permite simular un sistema infinito eliminando los
efectos de superficie (Figura 9). Por otro lado, la convencion de minima imagen
permite que cada atomo interactie con el &tomo o la imagen mas cercana en la

matriz perioddica.®
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Figura 9. Representacion de las condiciones de limite periédico.
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El calculo de Mecéanica Molecular / Area Superficial Poisson-Boltzmann (MM-
PBSA) es uno de los métodos que combinan campos de fuerza y modelos de
solvatacion continua para el calculo de la energia libre de unién del complejo
(AGc), a partir de la energia libre del ligando (AGL) y la energia libre de la

macromolécula (AGp).

AGypisn = AGe — AGp — AG

Cuando el sistema biomolecular se encuentra solvatado, la mayoria de las
contribuciones energéticas provienen de las interacciones entre las moléculas del
solvente causando fluctuaciones en la energia total. Por esta razén, el método
MM-PBSA calcula la energia libre de cada sistema individual (AG) como la suma
de la energia de Mecéanica Molecular (AEmwm) en el vacio, el cual incluye términos
de enlace (AGen), interacciones electrostaticas (AGel), y de van der Waals (AGvaw).
La energia libre de solvatacion (AGsov) toma en cuenta contribuciones polares
(AGpol) usando modelos implicitos de solvatacion, y contribuciones no polares
(AGnp), asi como la entropia (S) a una temperatura determinada (T).404

AG = AEyy + AGgy, — TS

AG = AGey + AGg + AGygy + AGpy + AGy, — TS

Entre las aplicaciones de la dinamica molecular se encuentran los estudios
estructurales y dinamicos que consideran la flexibilidad conformacional y la
estabilidad del sistema, ademas de observar la respuesta a un cambio controlado
(perturbaciones) o entender un proceso dindmico a través del tiempo.*? También
orienta la optimizacion de las moléculas pequefias y proporciona informacion
sobre qué interacciones son estables en el tiempo y cuales contribuyen a la union

con la macromolécula.*3
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2.3.2 Diseilo basado en el ligando

El diseiio basado en el ligando incluye el uso de herramientas computacionales o
experimentales para la identificacion de los hits cuando no se dispone de la
estructura del blanco molecular. Se basa en el principio de similitud-propiedad, con
la suposicion de que las moléculas similares (en términos de estructura,
caracteristicas farmacoforicas, campos moleculares, etc.) también exhiben un
comportamiento similar, con excepcién de los alcantilados de actividad (activity
cliffs), en el que pequefios cambios estructurales en las moléculas generan

diferencias importantes en sus propiedades como en la actividad biol6gica.*

Entre las herramientas tradicionalmente utilizadas para la identificacion de un hit
se encuentra el Cribado Farmacolégico de Alto Rendimiento (High-Throughput
Screening o HTS), en el que librerias de compuestos o quimiotecas grandes son
evaluadas de manera automatizada en un tiempo corto. Una alternativa tedrica es
el cribado virtual, en el cual el protocolo se configura como una serie de filtros
sucesivos donde a medida que aumenta su complejidad, el niumero de moléculas

seleccionadas disminuye al siguiente filtro.?*

Una vez que se conoce una coleccidn de compuestos activos, se pueden generar
modelos farmacoféricos o realizar un Analisis Cuantitativo de Estructura-Actividad
(QSAR). El modelo farmacoférico describe las caracteristicas estructurales del
ligando que son responsables de las interacciones con su blanco molecular.
También es posible identificar los rasgos haptoféricos, es decir, aquellos que
ayudan en el reconocimiento del ligando pero que son prescindibles, ya que no
confieren actividad a un compuesto. De esta manera, las caracteristicas
haptoféricas son las que se pueden modificar para optimizar una estructura.?® Los
modelos QSAR se basan en la asuncion de que la estructura molecular contiene
caracteristicas responsables de sus propiedades fisicas, quimicas o bioldgicas, las
cuales se relacionan con descriptores moleculares en una ecuacién matematica
para predecir la actividad biolégica de aquellos compuestos disefiados que aun no

son sintetizados o evaluados experimentalmente.4®
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2.3.2.1 Similitud molecular

La busqueda por similitud es un tipo particular de cribado virtual que se basa en el
principio de similitud-propiedad, en el cual, las moléculas méas similares
presentaran una bioactividad similar a la estructura de referencia. Para medir
cuantitativamente la similitud entre dos moléculas se requiere de dos
componentes: una representacion sistematica para caracterizar a las moléculas
que se comparan y una métrica o coeficiente de similitud. Las huellas digitales
moleculares (fingerprints) son vectores binarios que representan a las moléculas,
donde cada posicién contiene 0 o 1 para indicar la presencia o la ausencia de un
descriptor.?6 Una de las métricas mas utilizadas para determinar la similitud entre
dos moléculas es el coeficiente de Tanimoto, que toma valores desde O

(moléculas totalmente diferentes) a 1 (moléculas muy similares).*®

Los métodos en 2D para el célculo de la similitud no toman en cuenta las
alineaciones estructurales y no permiten el andlisis de compuestos scaffold
hopping. Por esta razén, se han desarrollado métodos en 3D basados en la
“forma” de las moléculas (3D shape methods), que cuantifican la semejanza entre
dos moléculas utilizando diferentes descriptores basados en la alineacion libre (no
superposicién) y basados en la alineacién o superposiciéon de las moléculas
(Figura 10).%’

N 0. p o = Ao
o’zrm H \EIU — / ' \
Ligand 1 \/\// v}
¥ X
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Figura 10. Ejemplo del célculo de similitud de dos moléculas basado en 3D shape
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2.4 Propiedades que hacen a una molécula un buen farmaco

El término drug-likeness se refiere a las caracteristicas estructurales,
fisicoquimicas, bioquimicas, farmacéuticas y de toxicidad para la seleccion de
aquellos compuestos que tengan mayor probabilidad de éxito farmacocinético y de
seguridad para ser candidatos a medicamentos. Las técnicas computacionales
son una alternativa viable para determinar estas propiedades que sirven como
filtro y priorizar aquellas moléculas que seran evaluadas en los experimentos in

vitro e in vivo.48

En el disefio de farmacos se debe encontrar el balance entre eficacia y
biodisponibilidad, ya que si los compuestos son muy lipofilicos pueden ser
eliminados por el higado rapidamente. Por esta razon, el disefio basado en
manipulaciones moleculares es un paso crucial en el proceso de optimizacion de

un hit, los cuales se clasifican en:

e Simplificacion de la estructura
e Asociacion de moléculas
e Modificaciones sistematicas:
o Reemplazo bioisostérico
o Isosterismo
o Retroisosterismo
o Homologia
o Vinilogia
o Extension o contraccion de cadenas
o Introduccion de grupos aromaticos

o Apertura o cierre de anillos

Con el desarrollo de las técnicas computacionales también se ha reconocido la
importancia de evaluar las propiedades farmacocinéticas y la toxicidad (ADMET)
de los compuestos investigados en las primeras etapas del desarrollo de
farmacos, ya que la deficiencia en estas dos propiedades son las principales

causas de fracaso en las etapas de evaluacion clinica.*
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2.5 LaenzimaPks13 como blanco molecular para el disefio de farmacos
antituberculosis

La enzima Pks13 juega un papel importante en el paso final de la biosintesis de
los acidos micdlicos que forman la pared celular de Mtb. Consiste en 5 dominios
funcionales: ceto sintasa, aciltransferasa, tioesterasa y dos dominios de proteina
portadora de acilos (N-ACP y C-ACP). La funcion de la enzima consiste en
catalizar la condensacion descarboxilativa de tipo Claisen de una molécula de 2-
carboxi-acil-CoA (C24-C26) con una cadena de meromicolato (Ca4o-Ceo).

En el dominio ceto sintasa ocurre la condensacion entre el meromicoloilo y el 2-
carboxi-acil-CoA para formar un a-alquil-B-cetotioéster, el cual se hidroliza en el
dominio tioesterasa C-terminal y se libera el producto, que al reducirse forma los

acidos micélicos (acidos grasos B-hidroxilados).5°:52

Aggarwal y colaboradores encontraron un compuesto derivado de benzofurano
(TAM1) que mostré actividad bioldgica contra la enzima Pks13 de Mtb con una
MIC = 2.3 puM. Sin embargo, esta molécula no pudo ser usada en la evaluacion in
vivo debido a la presencia de un enlace éster labil y a la baja estabilidad
metabolica del grupo fenilo. A través de un disefio basado en la estructura,
establecieron que el compuesto TAM16 con un grupo fenol mejora la unién en el
sitio tioesterasa y que el reemplazo del éster por una metil-amida mantuvo la
inhibicién de la enzima con una MIC = 0.09 uM. La metil-piperidina no pudo ser
reemplazada con otros grupos, pero se favorecié la actividad biolégica con la
eliminacién del grupo metilo (Figura 11). El nuevo compuesto llamado TAM16
mostré una eficacia in vivo igual a la isoniazida, pero con una frecuencia de
resistencia 100 veces menor, tanto como monoterapia 0 en combinaciéon con
rifampicina. También mostré un excelente perfil farmacoldgico sin inhibicion de las
principales isoformas de los citocromos (CYP), sin embargo, presenté inhibicién

del canal hERG, el cual estéa relacionado con problemas de cardiotoxicidad.>?
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o) 0// Disefio basado en la Ol 0 NIH/
HO estructura HO I\
Cr—C) o
o) Z~0

TAM1 TAM16
MiIC 2.3 uM MIC 0.09 uMm

Figura 11. Incremento de la potencia y estabilidad metabdlica de TAM 1.

2.6 Las 5,6-dihidropirrolo[2,1-a]isoquinolinas (DHPIQ)

Son compuestos heterociclicos resultado de la fusion de una isoquinolina y un

pirrol, donde el nitrégeno se encuentra en la cabeza de puente (Figura 12).

Figura 12. Estructura base de las 5,6-dihidropirrolo[2,1-alisoquinolinas.

Se encuentran como nucleo base en diversos alcaloides y metabolitos
secundarios de algunas plantas y animales marinos invertebrados. En los ultimos
anos, se ha descrito la sintesis de analogos de las DHPIq con el fin de mejorar su

actividad biol6gica para el tratamiento de diferentes padecimientos (Figura 13).
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Figura 13. Actividad biolégica de derivados sintéticos representativos de las
DHPIg.
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2.6.1 Sintesis de Pirroloisoquinolinas

Debido a la relevante actividad biolégica de los compuestos que contienen un
anillo de pirrolo[2,1-a]isoquinolina en su estructura, diferentes grupos de trabajo
han centrado sus esfuerzos en desarrollar metodologias eficientes que permitan
acceder a este tipo de compuestos. Entre las estrategias mas utilizadas se
encuentran las cicloadiciones [3+2] involucrando alquenos y alquinos deficientes
de densidad electrénica,®! reacciones multicomponentes con nitroalquenos,®?
reacciones catalizadas con hierro y oro,%® catalizadas con &cido,®* y mas
recientemente se han desarrollado metodologias que siguen los principios de la

quimica verde utilizando fotocatalizadores como la clorofila-a y luz solar, entre

H;CO O\OEt

N
T™MS
:©\/'\\ \\
o H,CO o

H5CO HNJ\/\/B" Ref. 67 HsCO NH
Ciclacién de
H;CO Pictet-Spengler H,CO

otros ejemplos (Figura 14).%°
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(0]
R
HO__O /\
N CH3;
Reordenamiento
H3;CO NH oxidativo Br

H;CO OCH;

Ref. 71 H-.CO OCH3

3 NH
Ref. 69

H,CO
Ref. 70

Figura 14. Diferentes metodologias sintéticas para la construccion de las DHPIq.
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3. JUSTIFICACION

La TB es la principal causa de muerte a nivel mundial ocasionada por un agente
infeccioso, con un estimado de 10 millones de personas que enfermaron en el
2019 y 1.4 millones de defunciones en todo el mundo. A pesar de que se han
logrado avances significativos para combatir la TB a nivel mundial, regional y
nacional, ninguno de los objetivos esta en camino de alcanzarse. La reduccion del
namero de contagios en el periodo de 2015 a 2020 fue so6lo del 9%, muy por
debajo del objetivo planteado del 20% de acuerdo con la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS). Actualmente, la pandemia de COVID-19 amenaza con revertir el
poco progreso logrado en la reduccion de la incidencia mundial de la enfermedad.
Los modelos matematicos indican que el nUmero de personas contagiadas de TB

puede crecer a mas de un millén por afio en el periodo de 2020 a 2025.°

El tratamiento farmacoldgico de primera y segunda linea contra TB, que mata las
bacterias en crecimiento, no es suficiente para las bacterias inactivas, las cuales
son metabdlicamente silenciosas y persistentes dentro del huésped durante un
tiempo largo. Ademas, debido a la duracion de la terapia, los desafios logisticos
asociados, la aparicion de cepas resistentes y la toxicidad o efectos adversos de
los medicamentos disponibles actualmente, surge la necesidad del descubrimiento
de nuevos blancos moleculares para el disefio y seleccion racional de compuestos

gue mejoren la actividad antituberculosis.

Con el presente trabajo se pretende contribuir al descubrimiento de moléculas mas
potentes, selectivas y de menor toxicidad que sean bioactivas contra Mtb,
mediante el uso de herramientas quimioinforméticas y de modelado molecular que
permitan seleccionar aquellas moléculas prioritarias para su sintesis y evaluacién
bioldgica, logrando una reduccién en el tiempo y el costo que conlleva el

descubrimiento y desarrollo tradicional de farmacos.
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4. HIPOTESIS

Mediante el uso de estrategias quimioinformaticas y de modelado molecular se
pueden seleccionar derivados de 5,6-dihidropirrolo[2,1-a]isoquinolinas disefiadas a
partir de modificaciones estructurales del hit fenotipico 1A que mostraran afinidad
a la enzima Pksl13 en estudios in silico y una posible mejor actividad contra

Mycobacterium tuberculosis.

5. OBJETIVO GENERAL

Realizar la evaluacion in silico de una serie de compuestos derivados de 5,6-
dihidropirrolo[2,1-a]isoquinolinas  disefiadas a partir de modificaciones
estructurales del hit fenotipico 1A y seleccionar aquellos que sean potenciales

agentes antituberculosis para su sintesis y caracterizacion.

5.1 Objetivos especificos

e Determinar un modelo de superposicion del hit fenotipico 1A con la
molécula TAM16 para establecer una relacion estructura-actividad y
proponer una serie de compuestos disefiados a partir de modificaciones
estructurales.

e Realizar un estudio de modelado molecular (acoplamiento molecular
semiflexible-flexible y dinamica molecular) de los compuestos disefiados
contra la enzima Pks13 como posible blanco molecular.

e Realizar el analisis de consenso farmacologico de los compuestos
propuestos por medio de herramientas quimioinforméticas de uso libre.

e Sintetizar los compuestos seleccionados y realizar su caracterizacion
mediante técnicas espectroscopicas (RMN de 'H y 13C) y espectrométricas
(EM).
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6. METODOLOGIA

6.1 Estudio computacional

Se realiz6 el acoplamiento molecular del hit fenotipico 1A contra la enzima Pks13,
los resultados fueron comparados con los obtenidos con el ligando TAM16.
Posteriormente, se determind el modelo de superposicion rigido con la
herramienta LS-align (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/LS-align/)? de las

estructuras obtenidas de los acoplamientos moleculares. Con base en la relacién
estructura-actividad observada, se disefiaron 17 moléculas para ser evaluadas por
acoplamiento molecular, realizar la prediccion de la permeabilidad a través de la
membrana y el andlisis de consenso farmacoldgico. Finalmente, se estudio la
dinamica molecular de las moléculas con los resultados mas favorables (Figura
15).

Acoplamiento molecular

Modelo de superposicion

Permeacion de membrana

Anadlisis de consenso
farmacoloégico

Dinamica
molecular

Sintesis quimica y evaluacidn
bioldgica

Figura 15. Estudio computacional de los analogos propuestos de DHPIq.

27


https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/LS-align/

M ETODOLOGIA

6.1.1 Preparacidon de la macromolécula

La estructura cristalogréafica de la macromolécula Pks13 se obtuvo de Protein Data

Bank (https://www.rcsb.org/),%° identificada con el PDB ID: 5V3Y.%2 Fue procesada

utilizando el programa PyMol para agregar atomos de hidrégeno faltantes, eliminar
la cadena B, las moléculas de agua y las moléculas co-cristalizadas 5V8 y SOA4.
Una vez guardada en formato PDB, esta se utiliz6 como template en el servidor

web SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/)’® para modelar por

homologia los residuos faltantes en la estructura, para este fin, se descargo la
secuencia de aminoacidos en formato FASTA del servidor web Uniprot
(https://www.uniprot.org)’ donde la enzima se identific6 como 16X8D2.

Posteriormente, se calcul6 el estado de protonacion de los aminoacidos titulables

a un pH de 7.4 con el servidor H++ (http://biophysics.cs.vt.edu/).”™

Finalmente, se valido la geometria de la estructura con la herramienta MolProbity

(http://molprobity.biochem.duke.edu/).”® Al obtener resultados favorables (ver

Anexo A), la estructura de la enzima fue utilizada para el estudio de acoplamiento

y dinamica molecular.

Con la interfaz grafica AutoDockTools-1.5.6 (ADT) de AutoDock 4.2," se
agregaron cargas Gasteiger-Marsili a la macromolécula y se fusionaron los
hidrégenos no polares. Se permitié libre giro a los enlaces entre el Ca y CB del
aminoacido ASP1644, y el enlace entre el carbono del carbonilo y el Ca de los
residuos ASN1640 y GLN1633 (Figura 16).

Ca

CB N Ca
! GLN1633
ASP1644 =

ASN1640

Figura 16. Enlaces flexibles (de color verde) de los residuos ASP1644, ASN1640
y GLN1633.
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M ETODOLOGIA

6.1.2 Preparacién de los ligandos

La estructura de la molécula TAM16 se obtuvo directamente de la estructura
cristalografica de la enzima Pks13 (ligando 5V8) sin otro tipo de procesamiento

para ser utilizada en el estudio de acoplamiento molecular.

Los ligandos propuestos se construyeron utilizando la interfaz grafica Gauss-View-
5.0 del programa GAUSSIAN 09 y tomando en cuenta las siguientes

consideraciones:

e La presencia de enzimas esterasas en Mtb que hidrolicen el grupo éster de
las moléculas propuestas. Por lo que se construyeron los ligandos con el
grupo éster (moléculas A) o con el &cido carboxilico resultante de su
hidrolisis (moléculas B).

e Se considerd la construccion del ligando con el grupo carboxilato o del
acido carboxilico dependiendo del pKa calculado con la herramienta

Chemicalize (https://chemicalize.com/welcome).

Se optimizaron las geometrias de los ligandos con el método de mecéanica
molecular semiempirico AM1. Se detectaron automaticamente los centros de
torsion y los enlaces rotables utilizando el programa ADT, de tal manera que los

enlaces sencillos tuvieron libre giro en el estudio de acoplamiento molecular.
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6.1.3 Acoplamiento molecular sitio-dirigido y semiflexible-flexible

La validaciéon del método de acoplamiento molecular (Re-Docking) se realizo
mediante el acoplamiento del ligando co-cristalizado TAM16 con la macromolécula
Pks13. Se selecciond un tamafio de rejilla de busqueda de 60x60x60 puntos con
espacio de malla de 0.375 A (generado con el programa auxiliar AutoGrid 4.2) y
con centro en el sitio activo, tomando como referencia las coordenadas del ligando
co-cristalizado en cada modelo. Se generaron 100 poses con el Algoritmo
Genético Lamarckiano (LGA), seleccionando un tamafio de poblacién de 150

estructuras y un nimero maximo de evaluaciones de 25x106.

Una vez que se obtuvo una desviacién cuadratica media (RMSD) de 0.86, se
procedio con el estudio de acoplamiento molecular sitio-dirigido de las moléculas
propuestas utilizando los parametros planteados anteriormente.

6.1.4 Estudio de permeabilidad en membrana

La evaluacion de la permeabilidad es uno de los pasos criticos para el desarrollo y
seleccién de moléculas bioactivas como potenciales farmacos. Para entender la
regulacion o los mecanismos del transporte se requiere de una estimacion
detallada de las interacciones entre las moléculas permeantes y los lipidos de las
membranas celulares.”® Los estudios de Dindmica Molecular (MD) son una
alternativa para entender, modelar y predecir los perfiles energéticos y describir
las orientaciones optimas de las moléculas en su paso a través de la membrana,
pero con un costo computacional elevado y un tiempo de analisis corto comparado

con el requerido para modelar completamente el proceso de permeacion.”

30



M ETODOLOGIA

6.1.4.1 PerMM

PerMM es un servidor web publico que implementa un método computacional
fisico basado en la teoria de solubilidad-difusion heterogénea y un modelo de
solvente anisotrépico, con el fin de realizar un analisis cuantitativo rapido de la
permeabilidad por difusion pasiva de moléculas neutras o idnicas con diferentes
estructuras y tamafios a través de membranas implicitas (Figura 17). Este
programa calcula las energias de afinidad (AGoind), barreras energéticas,
coeficientes de permeabilidad, ademas permite visualizar el perfil energético de

transferencia o la via de translocacién de la molécula permeante.°

En este trabajo se utilizé la herramienta PerMM como alternativa para evaluar el
comportamiento de las moléculas propuestas durante su trayectoria a través de
una membrana negra simulada de dioleoil-fosfatidilcolina (DOPC). Se seleccion6

el método de optimizacion “Drag” a una temperatura de 298 K, un pH de 7.4.

2
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Figura 17. Programa en linea PerMM para la prediccion de la permeabilidad a

través de la membrana.
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6.1.5 Andlisis de consenso farmacolégico

El uso de herramientas quimioinformaticas para la prediccion de las propiedades
ADMET es una alternativa valida a los ensayos experimentales, funciona como
filtro en las primeras fases del desarrollo de farmacos y para orientar la seleccion
de qué moléculas sintetizar y evaluar en ensayos in vitro. Los modelos detras de
los predictores deben ser lo més diversos posible para aumentar la precision de la

prediccion a través del consenso.

En este trabajo se utilizaron cuatro herramientas quimioinforméticas como
predictores para generar una estimaciéon de consenso de las propiedades
farmacolégicas de las moléculas evaluadas: drug-likness, lipofilicidad,
farmacocinética y toxicidad. Se consideraron como resultados mas representativos
aquellos que coinciden en dos de tres modelos de prediccién, lo que representa
mayor probabilidad de éxito en el perfil farmacologico que considerar una sola

prediccion.

e Drug-likness: se consideraron los criterios de Lipinski, Veber y Egan en la
evaluacion cualitativa, calculados con la herramienta SwissADME.

e Lipofilicidad: se utiliz6 como descriptor el coeficiente de particion entre n-
octanol y agua (log Pow) para la evaluacion de la lipofilicidad, generado
como la media aritmética de los modelos de prediccién implementados en
SwissADME (log Pow consenso).

e Propiedades toxicoldgicas: los compuestos propuestos se evaluaron en
las herramientas SwissADME, AdmetSAR 2.0, vNN-ADMET, para
determinar posibles inhibidores de la glucoproteina P (P-gp), asi como de
los citocromos (CYP) 1A2, 2C19, 2C9, 2D6 y 3A4. También se evaluaron

posibles inhibidores de canales hERG.
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6.1.5.1SwissADME

Es una herramienta de acceso libre que permite a los usuarios predecir
descriptores fisicoquimicos y propiedades farmacocinéticas para una coleccion de
hasta 10,000 moléculas. Se caracteriza por la facilidad en la interpretacion de los
resultados, ademas de proporcionar multiples predicciones de una propiedad
determinada para permitir una vision de consenso. Utiliza diferentes métodos de
entrada y la posibilidad de mostrar, guardar y compartir resultados por molécula

individual o mediante gréaficos globales intuitivos e interactivos.

Utiliza modelos computacionales que son capaces de predecir si una molécula
tiene més probabilidad de estar en una clase de comportamiento binario (por
ejemplo, si es sustrato o no de P-gp), de tal manera sus descriptores

fisicoquimicos se comparan con los de moléculas conocidas (Figura 18).8!

SwissADME

% SwissADME

Swiss Institute of
Bioinformatics Home FAQ Help Disclaimer

This website allows you to comFute_physiQGchemical descriptors as well as to predict ADME parameters, pharmacokinetic properties,
druglike nature and medicinal chemistry friendliness of one or multiple small molecules to support drug discovery.

The main article describing the web service and its underlying methodologies is SwissADME: a free web tool to evaluate
pharmacokinetics, drug-likeness and medicinal chemistry friendliness of small molecules. Sci. Rep. (2017) 7:42717.

For details about development and validation of ILOG, please refer to this article: ILOGP: a simple, robust, and efficient description of n-
octanol/water partition coefficient for drug design using the GB/SA approach. J. Chem. Inf. Model. (2014) 54(12):3284-3301

For details about development and validation of the BOILED-Egg, please refer to this article: A BOILED-Egg to predict gastrointestinal
absorption and brain penetration of small molecules. ChemMedChem (2016) 11(11):1117-1121.

Developed and maintained by the Molecular Modeling Group of the SIB | Swiss Institute of Bioinformatics.
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Figura 18. SwissADME para la prediccion de propiedades ADME

(http://www.swissadme.ch/).
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6.1.5.2 AdmetSAR 2.0

Es una base de datos que recopila, selecciona y administra mas de 210,000 datos
de propiedades ADMET de mas de 95,000 compuestos unicos de la literatura
publicada, incluyendo farmacos en fase experimental y aprobados por la FDA,

pesticidas, productos naturales y productos quimicos industriales (Figura 19).

La nueva version utiliza 47 modelos de relacion estructura-actividad (QSAR) vy
modelos de regresion para la prediccion de las propiedades ADMET de nuevas
moléculas, lo que facilita a los investigadores desarrollar modelos predictivos mas
Gtiles en el futuro. El servidor web muestra informacién general, propiedades

fisicoquimicas y el perfil ADMET de las moléculas evaluadas.®?

Distribution

Figura 19. AdmetSAR para la prediccion de propiedades farmacoldgicas

(http://lImmd.ecust.edu.cn/admetsar?).
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6.1.5.3 vNN-ADMET

Es una herramienta de acceso libre que utiliza 15 modelos de prediccion
construidos con el método VNN (Variable Nearest Neighbor) para predecir
propiedades ADMET. El método VNN tiene varias ventajas sobre los métodos in
silico existentes, ya que calcula la distancia de similitud entre moléculas en
términos de su estructura, y selecciona a los vecinos mas cercanos que cumplen
con una restriccion de umbral de similitud minima. Aunque el modelo se limita a
utilizar moléculas que son similares a las moléculas de referencia, esto garantiza

gue las predicciones que genera sean confiables (Figura 20).

Los modelos que utiliza evaltan rapidamente algunas de las propiedades mas
importantes de los posibles candidatos a farmacos como su citotoxicidad,
mutagenicidad, cardiotoxicidad, interacciones farmaco-farmaco, y la probabilidad

de causar dafio hepatico inducido por farmacos.23

A" N N 'AD M ET About~ Biotechnology HPC Software Applications Institute

VariasLE NEAReEsST NEicisor ADMET

The vNN-ADMET webserver is a publicly available online platform to predict absorption, distribution, metabolism, excretion, and toxicity (ADMET) properties and to build new
models based on our variable nearest neighbor (vMN) methodology. We have developed 15 ADMET prediction models to quickly, and with high confidence assess some of the
most important properties, such as cytotoxicity, mutagenicity, cardiotoxicity, drug-drug interactions, microsomal stability, and drug-induced liver injury.

Reference: Schyman, P., R. Liu, V. Desal, and A. Wallgvist. vNN web server for ADMET predictions. Frontiers in Pharmacology. 2017 December 4; 8:889. [PDF]

Login
«f Run ADMET Models
Username & Build Classification Model

Password

Login
Register Forgot password?

Contactus:vnnadmet@bhsai.org

This research was conducted in conjunction with the Telemedicine and Advanced Technology Research Center (TATRC) and US Army Medical Research and Development Command

Figura 20. VNN-ADMET para la prediccion de propiedades ADMET

(https://lvnnadmet.bhsai.org/vnnadmet/login.xhtml).
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6.1.6 Simulacién de Dinamica Molecular

6.1.6.1 Preparacion del sistema

Se selecciond el mejor modelo de las moléculas evaluadas en el acoplamiento
molecular contra la enzima Pks13, de tal manera que las coordenadas obtenidas
fueron utilizadas para el estudio de dinamica molecular con el programa
GROMACS 2020 (GROningen Machine for Chemical Simulations).8*

Se agregaron hidrégenos a los ligandos y a la macromolécula, posteriormente, se
calcularon las cargas con el método AM1-BCC (ANTECHAMBER) haciendo uso
del programa Chimera 1.13.1.8% La parametrizacién de cada ligando se realizé con

la herramienta ACPYPE (https://www.bio2byte.be/acpype/) para obtener la

informacion de las topologias mediante la implementacion del campo de fuerza de
AMBER .86

Se procedid a la solvatacion del sistema con moléculas de agua utilizando el
modelo TIP3P en una caja cubica con 1.0 nm de distancia del borde de la caja y
considerando condiciones de limite periddico. Posteriormente, se agrego el
numero adecuado de contraiones de Na* y ClI- a una concentracién de 0.15 M para

neutralizar el sistema.

6.1.6.2 Equilibrado

Se realiz6 la minimizacion de la energia del sistema con el campo de fuerza
AMBER99SB-ILDN y con el método de “descenso mas pronunciado” (steepest
descent method) hasta alcanzar una energia del sistema de 1000 kJ/mol.
Posteriormente, se moduld la temperatura del ensamble NVT hasta alcanzar los
300 K con 5x10° ciclos, utilizando el termostato de reescalamiento de velocidades

(Berendsen modificado), con un intervalo de 2 fs y un tiempo total de 10 ns
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(procesos isotérmico-isocorico). De igual manera, se modulé la presién isotrépica
del ensamble NPT a 1 bar haciendo uso del barostato Parrinello-Rahman, con un
intervalo de 2 fs cada ciclo (proceso isotérmico-isobarico), con un tiempo total de
10 ns.

6.1.6.3 Produccion

Se realizé la simulacién con 50x10° ciclos, cada uno con un intervalo de 2 fs, es
decir, con un tiempo total de simulacion de 100 ns a una temperatura de 300 K 'y
una presiéon constante. El calculo de las cargas electrostéticas se realizé con el
meétodo de Particulas en Malla de Ewald (Particle Mesh Ewald, PME) y el calculo
de las interacciones de tipo Lennard-Jonnes con un radio de corte (cut-off) de 1.0

nm.

Se determiné la desviacion cuadratica media (RMSD) vy la fluctuacion cuadratica
media (RMSF) tanto de la proteina y del ligando, y la formacién de puentes de
hidrégeno con los residuos 1630 al 1645.

6.1.6.4 Calculos de energia libre MM-PBSA

Se realizé el célculo de la energia libre de unién de los complejos por medio del
método Mecanica Molecular / Area de Superficie Poisson-Boltzmann (MM-
PBSA).8” Este se realizd con los archivos de las trayectorias obtenidas en la
dindmica molecular, la topologia, y el conjunto de atomos del complejo. Se
determind la energia de van der Waals, interacciones electrostaticas,

contribuciones polares y no polares, y la energia de union.
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6.2 Retrosintesis

Se obtuvieron los derivados de DHPIg mediante la ciclacion radicalaria del anillo
del pirrol trisustituido, el cual fue obtenido a través de una reaccion de van Leusen

entre los ésteres a,B-insaturados correspondientes y Me-TOSMIC (Esquema 1).

Ciclacion
intramolecular
radicalaria
(o) R
/\o
N-alquilacién
|:> o
Br
OCH;
OCH3
Reaccion de van
Leusen
Reaccion de

Horner-Wadsworth-
Emmons (o)
n ®-.C
0/\ S_N?
N 11
+ JOYEY
s

Esquema 1. Andlisis retrosintético para la obtencion de las DHPIq.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Parte computacional a priori

El resultado obtenido en la prediccion del pKa para el ligando TAM16 fue de 9.71,
obtenido con Chemicalize, el cual determina que el nitrdgeno de la piperidina se
encuentra protonado y con una carga de +1 a un pH de 7.4. También se determiné
el estado de protonacién al mismo pH de los residuos titulables de la enzima
Pks13. El &cido aspartico 1644, el cual se encuentra en el sitio de unién y juega un
papel importante para el reconocimiento del ligando, obtuvo un pKa de 0.0, por lo
cual, se encuentra en forma de aspartato y con una carga de -1 a un pH de 7.4.

H
Oro/
NH

®

TAM16

Del mismo modo, se calcul6 el estado de protonacion del hit 1A en la forma
hidrolizada del grupo éster (forma B), por lo que el &cido carboxilico resultante se
encontrara como carboxilato con carga negativa a un pH de 7.4.
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En la validacion del protocolo de docking con la enzima Pks13 y el ligando TAM16,
se obtuvieron cuatro clusters, de los cuales el mas poblado obtuvo un tamafio de
89 estructuras y un RMSD de 0.86 A, por lo que el protocolo fue adecuado para

aplicarlo en el acoplamiento molecular del hit 1A y su forma B (Figura 21).

W\ & #
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GLN-1633

by c)

Figura 21. Acoplamiento molecular de a) TAM16, b) 1A (hit fenotipico) y ¢) 1B con
la enzima PKS13.

Los tres ligandos evaluados reproducen las mismas interacciones en el sitio de
union tioestersada de la enzima Pksl13. El nitrégeno de TAM16, al tener carga
positiva, interacciona con el ASP1644 con carga negativa mediante interacciones
electrostaticas. Este residuo también funciona como aceptor de puentes de
hidrégeno con grupo hidroxi de TAM16, y se observa esta misma tendencia con el

grupo amino de los ligandos 1A y 1B.
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El triciclo de las DHPIq forma interacciones 1 con el anillo aromatico de la
PHE1670, del mismo modo como lo hace el anillo de benzofurano de TAM16. Los
hidrogenos de la amida de los residuos GLN1633 y ASN1640 son grupos
donadores de puentes de hidrogeno y el oxigeno del grupo carbonilo es un
aceptor, por lo que el grupo carboxilato del ligando 1B puede favorecer la
interaccion con el aminoacido ASN1640, permitiendo que el clister sea mas

poblado a comparacion de la molécula 1A (Tabla 1).

Tabla 1. Resultados del acoplamiento molecular con TAM16, 1A y 1B.

Molécula Tamanfo del cluster Scoring (Kcal/mol)
TAM16 89 -13.27

1A 34 -8.94

1B 61 -8.02

La funcion de puntuacion o scoring, también conocido como energia de afinidad
que utiliza el programa de acoplamiento molecular, no es suficientemente buena
para la prediccion de la afinidad o la actividad biol6gica aun siendo capaz de
reproducir estructuras experimentales de forma precisa, debido al hecho de que
sacrifica precisién en favor de la velocidad de calculo. Por esta razén, la métrica
de evaluacion mas significativa en este estudio para evaluar las variables de
estado (posing) de los ligandos acoplados en la enzima Pks13 es el tamafo del
cluster, es decir, la cantidad de conférmeros que se agrupan con un RMSD menor
a 2.0 A. Para el caso de la molécula 1B, en el acoplamiento molecular existen 61
conférmeros similares, lo que incrementa la probabilidad de que entre esos
conférmeros se encuentre la conformacion activa que producird una modificacion

o inhibicién de la respuesta fisiologica de la macromolécula Pks13 en Mtb.
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Se determiné un modelo de superposicion de los conférmeros TAM16 y 1A
utilizando la herramienta LS-align con las estructuras obtenidas del acoplamiento
molecular, se generd un alineamiento estructural rigido, de tal manera que se
compararon las posiciones de los a4tomos de la probable conformacion activa de

ambos ligandos (Figura 22).

Figura 22. Modelo de superposicion rigido de TAM16 (café) y 1A (cian).

Desde un punto de vista conformacional y basdndose en el principio de similitud-
propiedad, se determind que los grupos funcionales de la molécula TAM16 que
son importantes para la interaccion con la enzima Pks13, coinciden con los grupos
funcionales del hit experimental 1A. De manera que el grupo metoxilo de la
posicion 8 de la molécula 1A mantiene la interaccion con la enzima de la misma
forma como lo hace el grupo hidroxi del fenol en TAM16. El grupo amino de 1A
tiene la funcion tanto de aceptor como de donador de puentes de hidrogeno y
mantiene cercania con el grupo hidroxi del anillo A de TAM16 y con el nitrégeno

de la piperidina.

Con base en los resultados obtenidos en el acoplamiento molecular y en el modelo
de superposicion rigido, se disefiaron 17 compuestos (2A-18A) tomando en

consideracion la relacion estructura-actividad establecida. Dado que el hit 1A
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contiene un grupo amino en la posicion meta en el anillo del benceno, se decidié
evaluar mediante acoplamiento molecular este grupo en las posiciones orto y para,
por lo que se modelaron los compuestos 2A y 3A respectivamente. Los
compuestos 4A y 17A contienen los grupos hidroxi libres de las posiciones 8 y 9.
Para la construccién de los compuestos 5A-9A se considerd la presencia de
grupos donadores y aceptores de puentes de hidrogeno en la posicion meta del
anillo de benceno, también se decidio evaluar la presencia de halégenos como el
cloro y el flior (14A y 15A, respectivamente) en la misma posicion. Finalmente, se
modelaron tres de los compuestos previamente evaluados en el cribado fenotipico
contra Mtb, con el fin de explicar la diferencia en la actividad bioldégica observada
cuando las DHPIq con derivados de urea contienen un anillo de pirrolidina (12A) o
de piperazina (18A), ademas se considerd el grupo piperazina sin el metilo en el
nitrégeno de la posicion 4 (11A).
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Se determiné el pKa del &cido carboxilico (con la herramienta Chemicalize) de la
posicibn meta del benceno en 6A y el del acido sulfénico de 8A, siendo de 4.11y
de -1.79 respectivamente, lo que indica que a un pH de 7.4 ambos grupos se
encontraran en su forma desprotonada (ver Anexo B). Ambas moléculas fueron

modeladas siguiendo esta consideracion.
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7.1.1 Acoplamiento molecular de los derivados propuestos

En la Tabla 2 se muestra el tamafio del cluster generado (de 100 conférmeros) de
los derivados de DHPIg propuestos y el scoring obtenido en el acoplamiento
molecular con la enzima Pks13, donde los resultados se comparan con el obtenido
del hit experimental 1A. El cluster de las moléculas B fue considerablemente mas
poblado, donde la presencia del grupo carboxilato permite que los conférmeros
generados con el algoritmo Lamarckiano sean méas similares en su posing y se

agrupen con base en su RMSD (Figura 23).

Tabla 2. Resultados del acoplamiento molecular de los derivados
propuestos de DHPIq con la enzima Pks13.
Molécula Tamarfo de Scoring Tamario de Scoring
cluster (A) (kcal/mol) cluster (B) (kcal/mol)
1 (hit) 34 -8.94 61 -8.02
2 13 -7.78 20 -6.90
3 21 -8.42 39 -7.36
4 50 -10.24 77 -9.49
5 39 -8.47 59 -7.50
6 16 -8.19 34 -7.64
7 18 -9.08 27 -8.06
8 20 -8.58 26 -8.12
9 19 -10.29 27 -9.33
10 78 -9.54 92 -8.54
11 12 -9.53 29 -6.60
12 18 -8.99 36 -8.77
13 17 -8.07 27 -7.25
14 25 -8.00 52 -7.56
15 21 -8.68 33 -7.00
16 69 -10.14 54 -9.27
17 a7 -9.84 90 -9.21
18 12 -10.70 21 -9.58
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Figura 23. Visualizacién de los resultados del acoplamiento molecular de los
derivados de las DHPIq (1-18 A y B).

La posicibn meta del grupo amino en la molécula 1 permite un acoplamiento
favorable a la enzima Pks13, de tal manera que en su forma A y B se mantiene la
interaccién con el aminoacido ASP1644. Sin embargo, cuando el amino se
encuentra en la posicion orto (2), la interacciéon se favorece con la ASN1640 pero
con un tamafo de clister menor y un scoring considerablemente mayor. Cuando
se evalta el grupo amino en la posicion para (3), se genera la inversion de la
molécula en el sitio activo, ya que el amino forma puentes de hidrégeno con la

GLN1633 y los metoxilos interaccionan con el ASP1644.
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También se observa la inversion de la molécula cuando los metoxilos de las
posiciones 8 y 9 son reemplazados por grupos hidroxi, ya que se favorece la
formacion de puentes de hidrogeno de estos con el carboxilato del ASP1644,
generando un posing muy similar en las formas A y B. Esto se observa en los
compuestos 4 y 17, donde este ultimo contiene un grupo hidroxi en la posicion

meta del benceno.

Si en la posicion meta del benceno se consideran grupos funcionales cargados
negativamente como el carboxilato de 6A y el sulfonato de 8A, la molécula se
invierte, de manera que el ASP1644 genera repulsion a estos grupos funcionales
por su carga negativa. Sucede lo mismo con la presencia de un grupo nitro (10A)

debido a la distribucién de carga negativa entre sus atomos de oxigeno.

En el cribado fenotipico realizado previamente, la molécula 12 que es un derivado
de urea con un anillo de pirrolidina y la molécula 18 con una piperazina N-
metilada, obtuvieron una MIC de >500 uM y 62.5 uM respectivamente (Figura 24).
Para estudiar su posible modo de unién a la enzima Pks13, primero se determind
el pKa de la amina terciaria del compuesto 18, el cual fue de 7.0. La curva de
titulacion muestra dos microespecies predominantes (2 y 3) a un pH de 7.4
(Gréfico 2), por lo que se decidié modelar ambas estructuras.

Figura 24. Actividad biolégica de los compuestos 12A y 18A contra Mtb.
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Gréafico 2. Abundancia de las microespecies del compuesto 18 dependiente del
pH.
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Adicionalmente se construyeron los compuestos 18C y 18D, posteriormente se

evaluo su acoplamiento molecular con la enzima Pks13 (Tabla 3).

Tabla 3. Resultados del acoplamiento de las formas A-D del compuesto 18.

Molécula Tamarfo del cluster Scoring (kcal/mol)

18A 12 -10.70
18B 21 -9.58
18C 20 -9.23
18D 34 -6.54

La forma 18D obtuvo un clister mas poblado que el resto, pero con un scoring
mayor que 18A. Con base en el posing observado de 18D, la carga positiva de la
amina terciaria puede ser atraida por la carga negativa del carboxilato, forzando a
la molécula a plegarse entre si e impedir una interaccion favorable con los

residuos importantes para el reconocimiento del ligando (Figura 25).
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Figura 25. Visualizacién de los resultados del acoplamiento molecular de las

formas A-D del compuesto 18.

El nitrbgeno de la pirrolidina en el compuesto 12 no puede formar puentes de
hidrégeno con el ASP1644 ni con la GLN1633, debido a la poca disponibilidad del
par de electrones libre del nitrégeno, siendo este deslocalizado en el grupo
carbonilo. A pesar de que la amina terciaria protonada en el compuesto 18 puede
generar mejores interacciones en el sitio activo a comparacion del compuesto 12,
su acoplamiento a la enzima Pks13 no se favorece lo suficiente debido a posibles
atracciones electrostéaticas intermoleculares. Esto permite explicar la diferencia en
la actividad biologica entre ambos compuestos. El efecto no cambia si la amina de
la piperazina no se encuentra metilada, ya que el compuesto 11 presenta el mismo
resultado que el compuesto 18 en el estudio de acoplamiento molecular (Figura
26 y Tabla 4).

54



RESULTADOS YDISCUSION

‘\‘ . ) / C
X (&) \ GLN-1633
m' -~ . GLN-1633 m\ N .((
f \\\:
PHE-1670 VAT
ASP-1644
). x
K . f
4 . ASN-1640 \

O y,

Q- ’-—:f?:?;-mss o(
11D S '\ \)

11C

Figura 26. Visualizacién de los resultados del acoplamiento molecular de las

formas A-D del compuesto 11.

Tabla 4. Resultados del acoplamiento de las formas A-D del compuesto 11.

Molécula Tamafio del cluster Scoring (kcal/mol)
11A 12 -9.53
11B 19 -8.63
11C 18 -9.04
11D 29 -6.60
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7.1.2 Estudio de permeabilidad en membrana

Con la herramienta PerMM se simul6 una membrana negra (BLM, Black Lipid
Membrane) como modelo de bicapa lipidica formada de dioleoil-
fosfatidilcolina (DOPC) a un pH de 7.4 y una temperatura de 298 K. Ambas capas
de fosfolipidos tienen una separacion de 30 A ente si. Se simul6 la trayectoria de
los derivados de DHPIqg a través de la membrana, lo que permitio calcular sus
energias libres de unién con respecto a la distancia en angstroms del centro de la

membrana (Figura 27).

En todas las moléculas se observa la misma tendencia en su perfil energético.
Cuando la distancia de la molécula en estudio es cero, es decir, se encuentra en el
centro de la membrana, aumenta su energia libre considerablemente debido a la
region altamente hidrofobica. En una distancia aproximada de 15 A la energia es
mas baja debido a la interaccion de la region hidrofilica de los fosfolipidos con las
moléculas. Los compuestos con carga negativa (formas B, C y D) tienen una
energia libre de union mas elevada en el centro de la membrana en comparacion
con las moléculas neutras (formas A). Sin embargo, la diferencia energética no es
significativa a una distancia de 15 A, lo que permite inferir que ambas formas (A y

B) tienen la misma probabilidad y facilidad de atravesar la membrana (Grafico 3).

Figura 27. Recorrido de la molécula 1A a través de la membrana simulada.
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Gréafico 3. Perfil energético de los derivados de DHPIq (a-q) con respecto a la

distancia del centro de la membrana simulada de DOPC.
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La Tabla 5 muestra las energias libres de uniébn mas bajas de los derivados de
DHPIq en su recorrido a través de la membrana simulada, las cuales son muy
similares con respecto a TAM16. Los compuestos 1, 4, 5, 10, 16 y 17, los cuales
obtuvieron los mejores resultados en el acoplamiento molecular, presentan un
mejor perfil energético en sus formas A y B en comparacion con TAM16 (Gréfico
4).

Tabla 5. Energia libre de union de los derivados de DHPIq en kcal/mol en una
membrana simulada de DOPC.
Molécula A ‘ B C D ‘
1 -2.93 -2.64 - -
2 -3.28 -2.93 - -
3 -3.08 -2.77 - -
4 -3.71 -3.38 - -
5 -3.06 -2.74 - -
6 -2.19 -2.17 - -
7 -2.32 -2.1 - -
8 -1.74 -1.38 - -
9 -2.38 -1.94 - -
10 -5.11 -4.06 - -
11 -1.82 -1.28 -1.71 -2.5
12 -3.25 -3.12 - -
13 -4.27 -3.77 - -
14 -4.25 -3.86 - -
15 -3.93 -3.53 - -
16 -3.50 -3.03 - -
17 -3.44 -3.21 - -
18 -1.82 -1.31 -1.77 -2.81
TAM16 -3.84
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Gréafico 4. Perfil energético de los analogos de DHPIq seleccionados con
respecto a la distancia de la membrana simulada de DOPC.
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7.1.3 Andlisis de consenso farmacoldgico

Existen diversas métricas y descriptores moleculares que se han desarrollado para
perfilar a los compuestos y seleccionar aquellos con buenas propiedades
farmacocinéticas. El mas utilizado son las reglas empiricas de Lipinski que se
basan en el estudio de las propiedades fisicoquimicas de farmacos que se
absorben por via oral. Una buena biodisponibilidad oral esta relacionada con la
capacidad de disolucion en el tracto gastrointestinal, permeabilidad a través de la
membrana y el metabolismo intestinal o hepético de primer paso. Establece que
los farmacos tendran buena absorcion y biodisponibilidad si cumplen con los

siguientes criterios:

e Masa molar < 500 g/mol
e Log P o lipofilicidad <5
e Numero de donadores de puentes de hidrégeno <5

e Numero de aceptores de puentes de hidrégeno < 10

Las reglas de Lipinski son utilizadas como una guia (predictor cualitativo) en lugar
de ser utilizados como criterios absolutos para identificar compuestos con

biodisponibilidad oral y absorcién intestinal pasiva.

Por otra parte, Veber determiné que la lipofilicidad y la masa molar como
descriptores no ofrecen informacion sobre las propiedades especificas de la
estructura que influyen en la biodisponibilidad oral. Aquellos compuestos que
tengan < 10 enlaces rotables y un area de superficie polar topolégica (TPSA) <
140 A2 (0 que la suma del nimero de aceptores y donadores de puentes de
hidrogeno sea < 12) tendran una alta probabilidad entre el 20 y 40% de tener una
biodisponibilidad oral en rata, por lo que Veber establecid que el efecto de la
rigidez molecular es independiente de la masa molar.8® Egan determind la
necesidad de que los compuestos tengan un TPSA < 131.6 A2y un log P < 5.88
para una prediccion exitosa de la absorcion intestinal pasiva con una probabilidad
de entre 74-92%.%°
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La Tabla 6 muestra los parametros fisicoquimicos calculados con SwissADME de
las DHPIq con los mejores resultados obtenidos en el acoplamiento molecular y en
el estudio de permeabilidad a través de la membrana. Todos los compuestos
cumplen con los criterios de Lipinski, Veber y Egan, con un coeficiente de particion
(Log P) mayor que el obtenido con molécula TAM16. Estos resultados permiten
determinar una mayor probabilidad de absorcién por via oral y confirman una
mejor permeabilidad a través de la membrana. A pesar de que el programa sefiala
el anillo de catecol de los compuestos 4 y 17 como probables falsos positivos o
PAINS (Pan Assay Interference Structures), el compuesto TAM16 también cuenta
con un posible falso positivo que se atribuye al anillo de benceno del benzofurano,

identificado como mannich_A.

Tabla 6. Parametros fisicoquimicos y prediccién de la biodisponibilidad oral
de los compuestos seleccionados.

, MM TPSA N
Molecula  (g/mol) (A?) Log P | Lipinski Veber Egan PAINS

1A 406.47 | 75.71 | 373 Si Si Si 0
1B 37741 | 8954 | 277 Si Si Si 0
4A 378.42 [ 97.71 | 302 Si Si Si 1
4B 349.36 [ 11154 | 213 Si Si Si 1
5A 407.46 | 69.92 | 3387 Si Si Si 0
5B 378.40 [ 83.75 | 2096 Si Si Si 0
10A 391.42 | 103.07 | 3.03 Si Si Si 0
10B 362.36 | 116.90 | 21 Si Si Si 0
16A 361.44 | 83.27 | 324 Si Si Si 0
16B 332.38 | 97.10 2.3 Si Si Si 0
17A 379.41 [ 91.92 | 317 Si Si Si 1
17B 350.34 [ 105.75 | 223 Si Si Si 1
TAM16 | 381.44 | 87.14 [ 191 Si Si Si 1

MM= masa molar
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La glucoproteina P (P-gp) es una bomba de eflujo que forma parte de los
mecanismos de resistencia bacteriana de Mtb. La mayoria de las DHPIq
evaluadas presentan un resultado similar al obtenido para la molécula TAM16,
donde se determiné que son posibles sustratos y no inhibidores de P-gp. Todos
los compuestos tienen baja probabilidad de ser inhibidores de las principales
isoformas del citocromo P450 (CYP), es decir, tienen baja probabilidad de causar
efectos adversos por interacciones farmaco-farmaco, ademas de no ser
inhibidores de los canales hERG, lo cual esta relacionado con problemas de
cardiotoxicidad (Tabla 7).

Tabla 7. Prediccion de las propiedades toxicolégicas de los compuestos
seleccionados.

Inhibidor de CYP
Sustrato Inhibidor hERG inh

Molécula
1A2 2C19 2C9 2D6 3A4

1B Si NO NO [ NO | NO | NO [ NO N/A
4A si NO si | No [ No | NO|NO| NO
4B Si NO si | NO | NO | NO | NO NO
5A NO Sl [No| si | si|nNolsi NO
5B NO NO NOo | NO [ NO | NO | NO NO
10A Si Sl [Nno| si | si|nNolsi NO
108 Si NO | NnofnNo| si|No|No| nNO
16A Si Si si | si | No | NO| si NO
168 Si NO si [ Nno | No | NO|[NO| NO
17A Si NO si{Nno| si|No|No| NO
178 Si NO si [ Nno | No | NO|[NO| NO
TAM16 Si NO si [ Nno | No | NoO|NO| NO
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7.1.4 Dindmica molecular

Se realizo el estudio de dinamica molecular de los complejos ligando-proteina con
las moléculas 1, 4, 5y 17, considerando sus formas A y B. Con el fin de confirmar
la estabilidad dinamica de los modelos generados con la enzima Pks13, primero
se estudio el complejo con TAM16, el cual sirvio como un estudio de validacion del

protocolo propuesto.

La molécula TAM16 permitié que el esqueleto de la enzima mantuviera un RMSD
menor a 3 A y que fuera constante a través del tiempo de simulacion (Graficos 5y
6). Esto se confirma con la variacion del RMSD del ligando (Gréficos 7 y 8) el cual
fue de aproximadamente de 2 A, ya que la molécula no se desplazo del sitio activo

y conservo su conformacion inicial.

Con base en los resultados que se presentan en el Gréafico 5, la molécula 17A
gener6 el cambio conformacional mas notable en el esqueleto de la enzima, con
un RMSD arriba de los 3 A. Sin embargo, la molécula 17B (sin el grupo éster)
presentdé un RMSD muy similar al resto de los ligandos que también se encuentran
en su forma B (Gréfico 6). Cuando el grupo carboxilato esta presente en la
molécula, no hay una diferencia significativa en la variacion del RMSD del

esqueleto de la proteina con respecto al calculado con la molécula TAM16.

A pesar de que la molécula 17A incrementé el RMSD del esqueleto de la proteina,
fue la molécula con la mayor estabilidad conformacional a través del tiempo. Su
RMSD fue muy similar cuando se calculé sin considerar el movimiento de los
atomos de hidrégeno (Grafico 8). En cambio, la molécula 1A (hit experimental)
presento saltos conformacionales notables a los 35 y los 85 ns, pero la estabilidad

también mejoro cuando se encuentra en su forma B (Graficos 9y 10).
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Gréafico 5. RMSD del esqueleto de la enzima Pks13 en complejo con los ligandos
Ay TAM16.
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Gréafico 6. RMSD del esqueleto de la enzima Pks13 en complejo con los ligandos
By TAM16.
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Gréfico 7. RMSD de los ligandos A y TAM16 presentes en los complejos

proteina-ligando.
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Gréafico 8. RMSD de los ligandos A y TAM16 (sin considerar los atomos de

hidrogeno) presentes en los complejos proteina-ligando.
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Grafico 9. RMSD de los ligandos B y TAM16 presentes en los complejos

proteina-ligando.
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Grafico 10. RMSD de los ligandos B y TAM16 (sin considerar los atomos de
hidrogeno) presentes en los complejos proteina-ligando.
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El valor de RMSD de la molécula 4B fue inestable a través del tiempo debido a su
desplazamiento del sitio original, ya que a los 100 ns de simulacion la molécula se
encuentra en los limites del sitio activo. Por otra parte, 4A permanecio en el sitio

activo a pesar de presentar un cambio conformacional alrededor de los 50 ns.

La molécula 17A se mantuvo en el sitio activo, y a diferencia del resto de las
moléculas evaluadas, esta conserva las interacciones con los mismos residuos
hasta los 100 ns de simulacion. Sin embargo, su forma B también se desplaza del

sitio original debido a repulsiones electrostaticas con el ASP144 (Figura 28).
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Figura 28. Acoplamientos de las moléculas evaluadas (1, 4, 5y 17 en sus formas
Ay B) a50y 100 ns de simulacion.
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Los grupos hidroxilo de 4A mantienen las interacciones como donadores de
puentes de hidrogeno con el ASP1644, el grupo amino con la GLN1633 y el anillo
de isoquinolina con la PHE1670, de la misma manera que se observo en el
acoplamiento molecular. El resto de las moléculas presentaron diferencias
iImportantes en cuanto a las interacciones establecidas con los residuos que se

encuentran en el sitio activo (Figura 29).
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Figura 29. Modelos en 2D del complejo ligando-proteina a los 100 ns de

simulacion (generados con el programa MOE).

Todos los ligandos presentan interacciones con los residuos mas importantes para
el reconocimiento y el acoplamiento de estos a la enzima Pksl3 (ASP1644,
GLN1633, ASN1640 y PHE1670). Sin embargo, entre los residuos que también
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interaccionan con los ligandos disefiados son: TYR1582, ASP1666, THR1589,
HIS1632.

Se determind el factor de ocupacién de los residuos 1630-1640, es decir, el
porcentaje del tiempo de simulacién en el que un puente de hidrogeno se forma
con el ligando. Las moléculas 4A y 17A son aquellas que presentaron el mayor
factor de ocupacion con los residuos que también interaccionan con TAM16, como
es el caso de ASP1644 y GLN1633. Estas dos moléculas permanecen en el sitio
de union durante la simulacién molecular, sus interacciones con los residuos no
permiten que las moléculas de agua entren a la cavidad y el ligando se desplace

hasta salir del sitio activo (Figura 30).

Figura 30. Molécula 17A en el sitio activo de la enzima Pksl3 durante la

simulaciéon de dinamica molecular.
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El resto de las moléculas tienden a formar puentes de hidrégeno con el residuo

GLN1633, el cual presenté un factor de ocupacion alto en comparacion con la
molécula TAM16 (Tabla 8).

Tabla 8. Factor de ocupacion de los residuos 1630-1645 con los derivados de

DHPIgy TAM16.

Residuo TAM16| 1A
1630 0% 17% | 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
1631 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
1632 0% 0% 0% 0% 9% 3% 0% 0% | 41%
1633 17% | 21% | 41% | 44% | 18% | 63% | 42% | 12% | 78%
1634 0% 8% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
1635 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
1636 0% 0% 0% 0% | 14% | 0% 0% 0% 1%
1637 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
1638 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
1639 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
1640 94% 0% 1% 1% 2% 0% 0% | 30% | 0%
1641 0% 0% 0% 1% 0% 0% 0% | 11% | 0%
1642 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
1643 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
1644 | 100% | 0% 0% | 98% | 0% 0% 0% | 83% | 0%
1645 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
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—TAM16 1A —4A 5A —17A
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Grafico 11. RMSF del esqueleto de la enzima Pksl13 en complejo con los
ligandos Ay TAM16.
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Grafico 12. RMSF del esqueleto de la enzima Pks13 en complejo con los
ligandos B y TAM16.
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Los Gréficos 11 y 12 presentan la desviacion promedio de los residuos de Pks13,
donde se muestran las porciones de la enzima que fluctian con respecto a su
posicion original durante la simulacion de dinamica molecular. Con la presencia
del inhibidor TAM16, la libertad de movimiento fue menor con respecto al resto de
las moléculas evaluadas. Sin embargo, cuando se compara el RMSF obtenido con
las moléculas disefiadas y el del hit experimental 1A, se observa que la libertad de
movimiento es considerablemente menor con la molécula 17A. La Figura 31
muestra el factor B (también conocido como factor térmico) de la enzima Pks13,
donde se muestran las regiones proteicas cuya movilidad aumenté o disminuyé
debido a cambios estructurales durante la dinamica molecular. El sitio tioesterasa
(sefialado con un recuadro color rojo) presenta menos fluctuaciones cuando se
forma el complejo ligando-proteina con 17A, es decir, tiene un factor B mas bajo

que el obtenido con el hit experimental 1A.

Figura 31. Factores B calculados a partir del RMSF del esqueleto de Pks13.

Se calculo el RMSF y se determino el factor B de los ligandos para estudiar la
movilidad de sus atomos durante la dinamica molecular. Los resultados obtenidos
muestran que el metilo que pertenece al grupo éster de la posicién 1y los metilos
de los metoxilos de las posiciones 8 y 9 no juegan un papel importante para la
interaccion con la enzima Pks13, ya que su movilidad es alta y puede ser causa de

las fluctuaciones en el RMSD del complejo ligando-proteina (Figura 32).
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Factor B (A?)
= i
0 40

TAM16
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1A 1B
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4A 4B
X535
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M
17A
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Figura 32. Factores B calculados a partir del RMSF de los ligandos.
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7.1.4.1 Calculo de la energia libre de unién

La Tabla 9 muestra las contribuciones energéticas a la energia libre de union de
los ligandos evaluados calculada mediante el método de MM-PBSA. No se
consideraron las moléculas TAM16, 1B, 4B, 5B y 17B debido a la sobreestimacion

de las cargas electrostaticas del ligando.

Tabla 9. Contribuciones energéticas a la energia libre de union
en Kcal/mol.

Molécula ‘ AE\qw AEcie AGpoI AanoI AGunion ‘

1A |-47.21] -8.29 26.17 -5.15 -34.48
apn |-51.17[ -26.32 45.92 -4.96 -36.53
5A  |-45.64 -7.13 26.69 -4.74 -30.81
17A  |-45.13[ -14.69 38.73 -4.74 -25.83

La molécula 4A presenta una energia de union (AGunisn) Mas baja en comparacion
con el hit experimental 1A. Este resultado muestra que el reemplazo de los grupos
metoxilo por hidroxilos en las posiciones 8 y 9 en la molécula que contiene el
grupo amino en la posicion meta del fenilo, mejora la afinidad a la enzima Pks13.
Por otro lado, la energia de unién es mayor cuando el grupo amino es
reemplazado por un hidroxilo y la energia electrostatica (AEee) se ve favorecida
cuando la molécula contiene tres grupos hidroxilo. Para todos los complejos se
observa que la mayor contribucion a la uniéon del ligando al sitio activo de la
enzima Pksl3 se debe a las interacciones de van der Waals (AEvaw), cuya
diferencia en energia entre las moléculas evaluadas no es mayor a -2.08

Kcal/mol.

Las interacciones no polares (AGnpol) SON poco representativas debido a una baja
area superficial accesible al solvente de las moléculas cuando se unen al sitio
activo, ya que su modo de unién no pemite que estén expuestas al solvente. Las
contribuciones polares (AGpo) N0 son favorables para la union de los ligandos a la

enzima.
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Se estudié la contribucion de la energia de mecanica molecular (AEwwm) por
residuo, la cual considera la energia de no enlace como la suma de la AEviw Yy la
AEele. Se excluyeron los residuos con carga como el ASP, GLU, LYS y ARG. El
Grafico 13 muestra que los residuos ASN1640, PHE1670, TYR1637 son los mas

importantes para el acoplamiento de la molécula TAM16.
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Grafico 13. Contribucién por residuo a la AEmm en el complejo con TAM16.
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Grafico 14. Contribucion por residuo a la AEmm en el complejo con 1A.
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En el caso de la molécula 1A, el residuo que contribuye con la AEum mas
favorable es la GLN1633, el cual es uno de los residuos mas importantes para el

reconocimiento del ligando y su acoplamiento a la enzima Pks13 (Grafico 14).

La Tabla 10 muestra la contribucion energética por residuo a la AEmm para la
unién de los ligandos evaluados, confirmando que el residuo GLN1633 es el mas
importante para la interaccion de la enzima con los derivados de DHPIq,
contribuyendo con energias por debajo de -1.4 Kcal/mol. El residuo ASN1640
presentdé mejores interacciones con los ligandos disefiados 4, 5 y 17 en
comparacion con el hit experimental 1, siendo el mas favorable la molécula 17A.
Se ha comprobado que la interaccion de los inhibidores con este residuo favorece
las interacciones del tipo m-stacking con la PHE1670 para una mejor estabilizacion
de la hélice a8 de la enzima Pks13.52

Tabla 10. Descomposicion de la AEwwm por residuo (Kcal/mol).

,\Rﬂif('a‘iﬂ?; 1A 1B 4A 4B 5A 5B | 17A 17B
TYR1582 324 | -292 | -230 | 0.07 | -1.73 | -1.76 | -0.06 | -1.77
ILE1630 -2.06 | 0.29 | -0.01 | 0.11 | -0.08 | 0.33 | -0.03 | 0.33
GLN1633 -5.28 | -3.25 | -3.16 | -0.05 | -4.65 | -1.18 | -1.46 | -0.78
SER1636 -0.23 | -1.00 | -1.06 | -0.09 | -2.74 | -2.13 | -1.36 | -1.40
TYR1637 -0.82 | -1.01 | -457 | 0.02 | -1.73 | -1.36 | -2.16 | -1.99
ASN1640 -0.08 | -1.60 | -2.52 | -0.14 | -0.75 | -0.73 | -4.57 | -2.80
ALA1667 -0.02 | -1.19 | 0.06 | -0.19 | -1.22 | 0.09 | -1.69 | -1.11
PHE1670 -0.01|-335|-3.79 | -0.18 | -1.93 | -1.07 | -2.79 | -1.92
THR1727 001 ] 177 |-001| 197 | 0.00 | 1.64 | -0.03 | 0.17
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7.2 Sintesis quimica

Con base en los resultados obtenidos en el estudio computacional, los
compuestos 4A, 5A y 17A fueron seleccionados para su sintesis y su posterior

evaluacion biolégica.

Todos los reactivos que fueron utilizados en el desarrollo de la ruta sintética fueron

adquiridos comercialmente en Sigma-Aldrich.

Los disolventes utilizados fueron previamente destilados. El diclorometano (DCM)
fue secado con hidruro de calcio, el tolueno con sodio metalico y como indicador
benzofenona, el dimetilsulféxido (DMSO) con sulfato de magnesio a presion
reducida.

El monitoreo de las reacciones se realiz6 mediante cromatografia en capa fina
(CCF) con placas Alugram Sil G/UV254. Se visualizaron en lampara de UV de
onda corta y onda larga, o con reveladores quimicos (p-anisaldehido, vainillina,
yodo, permanganato de potasio y sulfato cérico amoniacal). Los crudos de
reaccion y productos se secaron con Na2SOa. La purificacion de los productos se
realizd6 con cromatografia en columna, utilizando silica gel 60 (230— 400 mallas
ASTM) de Macherey-Nagel GmbH & Co.

Los puntos de fusién se determinaron utilizando capilares abiertos en un equipo

Mel-Temp Il y un termémetro de mercurio Lauka358 (-10 a 400°C).

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H de los productos
finales se obtuvieron en los espectrémetros Avance 400 MHz Brucker y Fourier
300 MHz Brucker en cloroformo deuterado (CDCIs3) y dimetilsulfoxido deuterado
(DMSO-ds). Los espectros de RMN de 3C se obtuvieron a 76 MHz en los mismos
equipos. Los espectros de masas se obtuvieron en el espectrémetro JEOL The
AccuTOF: JMS-T100LC con la técnica de analisis directo de tiempo real (DART+).
Los espectros de IR fueron obtenidos en un espectrometro FT-IR Bruker ALPHA

con la técnica de ATR.
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e Protecciéon del m-hidroxibenzaldehido

K.COs3, acetona g
OH Reflujo, 3h OBn

MB5_OBn

Esquema 2. Reaccién de proteccion del m-hidroxibenzaldehido.

Se disolvié 8.3 mmol de la materia prima en 15 ml de acetona, se agreg6 1.5
equivalentes de carbonato de potasio y se mantuvo en agitacion durante 15
minutos. Se agrego6 1.0 equivalentes de bromuro de bencilo, la mezcla de reaccién
se llevé a reflujo constante durante 3 horas. Una vez terminada la reaccion, el
precipitado obtenido se filtré realizando lavados con agua fria. No fue necesario

purificar el producto obtenido.

3-(benziloxi)benzaldehido (MB5_ OBnN).

Se obtuvo un soélido blanco con un rendimiento del 85%,
con un punto de fusién 56-58 °C, el cual coincide con el
descrito en la literatura.’® CCF (Hex/AcOEt, 8:2 v/v): Rs
0.57.

OBn
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e Obtencion de los ésteres a,B-insaturados

o o
o] P o]
H OEt - O/\
NaH, DMF
OBn 0°C a 40 °C, 3h OBn
MB5_OBn MB4_OBn

Esquema 3. Reaccion de Horner-Wadsworth-Emmons para la obtencion de los

ésteres a,B-insaturados.

Se pesoO 1.5 equivalentes de NaH y se agregd 40 ml de DMF anhidro. Se llevé a
un bafio frio a 0 °C y se agregd 0.8 equivalentes de fosfonoacetato de trietilo, se
mantuvo en agitacion durante 40 minutos en atmdésfera inerte con nitrégeno. En un
segundo matraz se disolvié 1.0 equivalentes de la materia prima MB5_OBn en 15
ml de DMF anhidro, con ayuda de una céanula se traspasé al matraz que contiene
el NaH y se bajé la temperatura hasta -40 °C. Se dejo reaccionar durante 3.5 h,
posteriormente se agregd 30 ml de solucién saturada de NH4Cl. Se realizaron
extracciones con AcOEt y lavados con agua. El producto se purific6 en

cromatografia en columna con un sistema Hex/AcOEt 8:2.

(E)-3-(3-(benziloxi)fenil)acrilato de etilo (MB4_OBn).

Se obtuvo un soélido blanco con un rendimiento del 52.8%,
con un punto de fusion de 39-40 °C, el cual coincide con el
descrito en la literatura.®? CCF (Hex/AcOEt, 8:2 v/v): Rs
0.6.

OBn
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1 @2C  NaOH 30%, CHl n @C

nN\- a n
/©/° DCM, n-BuaNI, 0 °C /©/°T

Esquema 4. Reaccion de metilacion de TosMIC.

Se disolvio 10.2 mmol de isocianuro de p-toluensulfonilmetilo (TosMIC) en 20 ml
de DCM junto con 0.2 equivalentes de n- BusSnH. Se afiadié 10 ml de solucion de
NaOH al 30% y se dej6 en agitacion durante 40 minutos. Posteriormente, se
agregé 1.5 equivalentes de CHsl y se permiti0 reaccionar durante 2 h a
temperatura ambiente. Se repitid el proceso dos veces mas. Finalmente, se
agreg6 10 ml de agua destilada y se realizaron extracciones con DCM. El producto
se purific6 con una columna de cromatografia comenzando con un sistema de
elucién Hex/AcOEt 9:1 hasta llegar a 7:3. El producto obtenido se sec6 en vacio

durante dos horas y se conservo en refrigeraciéon a 0 °C.

1-(1-isocianoetillsulfonil)-4-metilbenceno (Me-TosMIC).

n (?(/,C Se obtuvo un aceite café con un rendimiento del 79.4%,

11 , . L, . . . .
/©/0\|/ cuyas caracteristicas fisicas coinciden con el descrito en la

literatura.®® CCF (Hex/AcOEt, 8:2 v/v): Rf 0.35.
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0 R
o
> ’N\ CH,
NaH H
R MB4 Dietil éter, DMSO 2:1
30 min. MB3

Esguema 5. Reaccion de van Leusen para la sintesis de pirroles.

Se colocaron 2.2 equivalentes de NaH en 6 ml de dietil éter anhidro en un bafio de
hielo con sal. En un matraz diferente se pesdé 1.0 equivalentes del éster a,B3-
insaturado (MB4) junto con 1.3 equivalentes de Me-TosMIC, se disolvié con 10 mi
de una mezcla de dietil éter/DMSO 2:1. La mezcla se traspasé al matraz que
contenia el NaH con ayuda de una canula de dos entradas. Se retir6 el bafio de
hielo y se permiti6 reaccionar en atmosfera inerte durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Se agregd 10 ml de agua y se realizaron extracciones con
AcOEt. El producto fue purificado en columna de cromatografia con una fase movil
Hex/AcOEt 7:3.

14-(3-(benziloxi)fenil))-5-metil-1H-pirrol-3-carboxilato

o oBnl de etilo (MB3_OBnN).

Se obtuvo un sélido blanco con un rendimiento del
I\ .,
CH; 60.7%, con un punto de fusion de 94-96 °C, el cual

Iz

coincide con el descrito en la literatura.®3 CCF
(Hex/AcOEt, 7:3 v/v): Rs 0.32.
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4-(3-aminofenil)-5-metil-1H-pirrol-3-carboxilato de

etilo (MB3_NH2).

Se obtuvo un sélido blanco con un rendimiento del 95%,
\

d CH;3 con un punto de fusion de 47-48 °C, el cual coincide

con el descrito en la literatura.®®> CCF (Hex/AcOEt, 1:1

v/v): R 0.25.

Iz

e Sintesis del agente alquilante

H,CO OH oo HsCO OH 0-TsC H,CO OTs
—_— >
H,CO A DCM, 3h HsCO > Br  TEA,14h H;CO > Br

Esquema 6. Sintesis del agente alquilante C.

Se disolvié 16.5 mmol de la materia prima A en 50 ml de DCM anhidro, se
agregaron 1.4 equivalentes de N-bromosuccinimida (NBS). Se permitié reaccionar
durante 3 horas a temperatura ambiente, en agitacion y atmésfera inerte de
nitrdgeno. La reaccion se monitore6 con CCF con un sistema de elucion
Hex/AcOEt 6:4, el producto B tiene un Rf de 0.42 similar a la materia prima, pero
no revela con p-anisaldehido. Posteriormente, se agregd 1.3 equivalentes de
cloruro de p-toluensulfonilo (p-TsClI) disuelto previamente en 50 ml de DCM. Se
agregaron 9 ml de trietilamina (TEA). Se dej6 en agitacién toda la noche a
temperatura ambiente y al dia siguiente se elimindé el DCM en el rotavaporador,
posteriormente se agreg0 agua y se realizaron extracciones con AcOEt. El
producto revela de color amarillo utilizando como revelador el yodo. Finalmente, se
purificd el producto en cromatografia en columna con un sistema de elucién de
Hex/AcOEYTEA 76:19:5.
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4-metilbencenosulfonato de 2-bromo-4,5-

dimetoxifeniletilo (C).

H;CO OTs
j@(\/ Se obtuvo un solido blanco con un rendimiento del
H3CO Br

56.8%, con un punto de fusién de 66-68 °C, el cual
coincide con el descrito en la literatura.® CCF
(Hex/AcOEt, 6:4 viv): Rt 0.42.

e Sintesis general de los N-alquil pirroles

o ¢ Hr
/\o
7N\ H.CO OTs I\
o ¢ H-r 3 N~ CHs
/\O
— H,CO Br C
N. CHs NaH, DMSO Br
H 12 h
OCH,
MB3 OCH;, MB2

Esquema 7. Reaccion de alquilacion de los pirroles.

Se disolvié 1.5 mmol del pirrol (MB3) en 8 ml de DMSO anhidro y se agregé 3.0
equivalentes de NaH. Se mantuvo en agitacion durante 2 h a temperatura
ambiente y en atmosfera inerte de nitrégeno. Posteriormente, se agrego 1.5
equivalentes del agente alquilante C y después de 1 h se agregd 1.0 equivalentes
mas del alquilante y se dejo en agitacion toda la noche. El producto tiene el mismo
Rt que el alquilante (Hex/AcOEt, 6:4 v/v): Rt 0.42, pero este Ultimo no revela con p-
anisaldehido.

Finalmente, se agregd agua destilada y se realizaron extracciones con AcOEt.
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(o) OBn|
//\o
]\
N CH;
Br
OCH;
OCH;
(o) NH,
/’\0
]\
N CH;
Br
OCH;
OCH;3

4-[3-(benziloxi)feni])-1-(2-bromo-4,5-dimetoxifenil)etil-
5-metil-1H-pirrol-3- carboxilato de etilo (MB2_OBn).

Se obtuvo un aceite amarillo viscoso con un rendimiento
del 91.38%, cuyas caracteristicas fisicas coinciden con el
descrito en la literatura.®® CCF (Hex/AcOEt, 8:42v/v): Ry
0.2.

4-(3-aminofenil)-1-(2-bromo-4,5-dimetoxifenil)etil-5-
metil-1H-pirrol-3-carboxilato de etilo (MB2_NH2).

Se obtuvo un sdélido blanco con un rendimiento del
75.19%, con un punto de fusion de 47-64 °C, el cual
CCF

descrito en la literatura.®?

(Hex/AcOE/TEA, 50:45:5 v/v): Rf 0.45.

coincide con el
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e Procedimiento general para la ciclacidon intramolecular radicalaria

o ¢ Hr
AO
I CH,3
N DLP, n-BusSnH
Br Tolueno, 7 h
OCH; MB2
OCH,

Esquema 8. Reaccion de ciclacion intramolecular radicalaria para la obtencion de

los compuestos triciclicos.

Se peso6 1.29 mmol del N-alquilpirrol (MB2) y se disolvié en 20 ml de tolueno
anhidro, se procedié a desoxigenar la mezcla burbujeando con nitrégeno durante
media hora. Se calentd hasta reflujo constante y se agregd 0.5 equivalentes de
peroxido de dilaurilo (DLP) cada media hora durante 7 horas. Durante ese tiempo,
también se aflade gota a gota 3.5 equivalentes de hidruro de tributilestafio n-

BusSnH en 5 ml de tolueno con una bomba de adiciéon. La reaccibn se monitorea

por CCF con un sistema Hex/AcOEt 6:4 y el producto revela con p-anisaldehido de
color amarillo. Una vez concluida la reaccion, se elimina el tolueno en el
rotavaporador y se realizan extracciones con acetonitrilo y hexano para eliminar
los residuos de DLP y de los subproductos menos polares. Se obtuvo un aceite
café que se purificé por cromatografia en columna con un sistema Hex/AcOEt/TEA
50:45:5.
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2-(3-(benziloxi)fenil)-8,9-dimetoxi-3-metil-5,6-
dihidropirrolo[2,1-a]isoquinolina-1-carboxilato
de etilo (MB1_OBn).

Se obtuvo un sdlido blanco con un rendimiento del
22.6%, con un punto de fusion de 66-68 °C, el
cual coincide con el descrito en la literatura.
CCF (Hex/AcOEt, 6:4 v/v): Rt 0.42.

2-(3-aminofenil)-8,9-dimetoxi-3-metil-5,6-
dihidropirrolo[2,1-a]isoquinolina-1-carboxilato
de etilo (1A).

Se obtuvo un solido blanco con un rendimiento del
52%, con un punto de fusion de 166-168 °C, el
cual coincide con el descrito en la literatura.®
CCF (Hex/AcOEt, 6:4 v/v): Rs 0.32.
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OBn
H., Pd/C 10%

EtOH, 24 h

MB1_OBn 5A

Esgquema 9. Reaccion de desproteccion del compuesto bencilado.

Se disolvieron 0.3 mmol de la materia prima MB1_OBn en 5 ml de etanol absoluto
(EtOH) y se coloco 0.2 equivalentes de Pd/C al 10%. La mezcla se coloc6 en un
reactor de hidrogendlisis, se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente y a una
presion constante de 200 psi durante 24 h. Una vez concluido el tiempo de
reaccion, se filtré la mezcla sobre celita y el filtrado se concentré6 en el

rotavaporador.

8,9-dimetoxi-2-(3-hidroxifenil)-3-metil-5,6-
dihidropirrolo[2,1-a]Jisoquinolina-1-carboxilato
de etilo (5A).

Se obtuvo un aceite amarillo con un rendimiento
del 85%, cuyas caracteristicas coinciden con las
descritas en la literatura.®®> CCF (Hex/AcOEt, 6:4
vIv): Rt 0.42.
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e Reaccidon de desmetilacion para la obtencion 4A

NH,
BBrj3

n

CH; DCM, -78°Cat.a., 3h

Esquema 10. Reaccion de desmetilacién para la obtencién del compuesto final
4A.

Se disolvieron 0.1 mmol de la materia prima 1A en 6 ml de DCM anhidro, se agitd
en un bafo frio a -78 °C en atmdésfera inerte de nitrégeno. Con ayuda de una
canula y una jeringa, se colocé 5.0 equivalentes de BBrs. Se agitd6 durante 15
minutos y se retird el bafo frio, se permitié reaccionar a temperatura ambiente
durante 3 horas. La reaccion se monitore6 con CCF con un sistema DCM/MeOH
95:5 y el producto revela con un color azul con yodo. Al finalizar la reaccién, se
agregé MeOH y se concentré en el rotavaporador, se repiti6 el proceso cinco
veces mas hasta que dejé de observarse desprendimiento de gases. El crudo de
reaccion fue purificado por cromatografia en columna con un sistema de elucién
de DCM/MeOH 95:5.

2-(3-aminofenil)-8,9-dihidroxi-3-metil-5,6-
dihidropirrolo[2,1-a]isoquinolina-1-carboxilato
de etilo (4A).

Solido color naranja con rendimiento del 17.2%,
p.f. 180-182 °C. CCF (DCM/MeOH, 95:5 v/v): Rt
0.4.
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RMN-!H (400 MHz, DMSO-ds) 50.98 (t, 3H, J=7.2 Hz), 2.30 (s, 3H), 2.87 (t, 2H,
J=6.7 Hz), 3.84 (t, 2H, J=6.7 Hz), 4.01 (q, 2H, J=7.2 Hz), 6.44-6.33 (M, 3H), 6.53
(s, 1H), 6.55 (s, 1H), 7.22 (s, 1H), 7.41 (s, 1H), 7.89 (s, 1H).

e Reacciéon de desmetilacion para la obtencion 17A

BBrj3

MB1_OBn 17A

Esquema 11. Reaccion de desmetilacion para la obtencién de 17A.

Se disolvieron 1.4 mmol de la materia prima MB1_OBn en 3 ml de DCM anhidro,
se agité en un bafio frio a -78 °C en atmadsfera inerte de nitrogeno. Con ayuda de
una canula y una jeringa, se colocé 5.0 equivalentes de BBrs. Se agité durante 15
minutos y se retird el bafio frio, se permiti6 reaccionar a temperatura ambiente
durante 3 horas, la solucion cambié de color amarillo a color rojo. La reaccion se
monitore6 con CCF utilizando un sistema DCM/Acetona 7:3, el producto revela
con un color rojo con el revelador quimico vainillina. Al finalizar la reaccion, se
agregé MeOH y se concentré en el rotavaporador, se repitid el proceso cinco
veces mas hasta que deja de observarse desprendimiento de gases. El crudo de
reaccion se observa como soélido color rojo intenso, el cual fue purificado por

cromatografia en columna con un sistema de elucibn de DCM/Acetona 9:1.
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8,9-dihidroxi-2-(3-hidroxifenil)-3-metil-5,6-
dihidropirrolo[2,1-a]isoquinolina-1-carboxilato
de etilo (5A).

Salido color rojo con rendimiento del 28%, con un
punto de fusion de 188-190 °C. CCF
(DCM/Acetona, 7:3 viv): Rt 0.35.

RMN-H (300 MHz, DMSO-de) 51.18 (t, 3H, J=7.10 Hz), 2.32 (s, 3H), 2.90 (t, 2H,
J=6.8 Hz), 3.86 (t, 2H, J=6.89 Hz), 4.01 (g, 2H, J=7.10 Hz), 6.45 (dd, 1H, J=8.1,
2.2 Hz), 6.67 (s, 1H), 6.76 (s, 1H), 7.25 (s, 1H), 7.28 (s, 1H), 7.93 (s, 1H). RMN-13C
(76 MHz, DMSO-ds) & 10.41, 18.85, 26.90, 36.59, 107.14, 111.12, 113.39, 114.54,
117.60, 118.22, 123.07, 123.66, 124.82, 125.44, 131.06, 142.01, 143.79, 146.31,
150.52, 162.03.
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8. CONCLUSIONES

Los resultados del estudio de acoplamiento molecular y el modelo de
superposicion rigido entre la molécula TAM16 y el hit experimental 1A
permitieron evidenciar la similitud en el modo de union a la enzima Pks13. Los
compuestos diseflados a partir del hit experimental mostraron interacciones
con los residuos involucrados en el reconocimiento del ligando: ASP1640,
ASN1644, GLN1633 y PHE1670.

Los derivados de DHPIq con un grupo donador de puentes de hidrégeno en la
posicion meta del fenilo mostraron mayor afinidad al sitio activo de la enzima,
debido a una interaccion mas efectiva con el ASP1640 o la GLN1633.

El pKa de los ligandos evaluados jugd un papel importante en el modo de
unién a la enzima. Aquellos que tienen carga positiva y un grupo carboxilato
con carga negativa tienden a presentar conformaciones con menor area
superficial y generan interacciones menos efectivas.

Los compuestos disefiados en su forma de carboxilato (B) presentaron un
cluster mas poblado que aquellos que contienen el grupo éster (A), por lo que
muestran mayor estabilidad conformacional. Esto se confirmé en el analisis
de la simulacion de dindmica molecular, donde el metilo del grupo éster
muestra los valores mas altos de RMSF en todos los compuestos evaluados.
Los compuestos 1, 4, 5y 17, tanto en su forma A y B, mostraron ser lideres
computacionales seguros al presentar buenos resultados en sus propiedades
farmacoldgico en el andlisis de consenso y en el estudio de permeabilidad a
través de la membrana.

A pesar de que los compuestos en su forma B presentaron mejor estabilidad
conformacional, en el estudio de dinamica molecular tienden a desplazarse del
sitio activo debido a repulsiones electrostaticas con el ASP1640 con carga

negativa.
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El residuo GLN1633 presentd un factor de ocupacion mas alto con los
ligandos disefiados en comparacién con el hit experimental.

La evaluacion de la contribucidn energética a la energia libre de unién mostré
gue las interacciones de van der Waals son las responsables de la unién de
las DHPIq al sitio activo de la enzima Pks13.

Se realiz6 la sintesis de los compuestos 1A, 4A, 5A y 17A con rendimientos

de moderados a buenos.
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9. PERSPECTIVAS

Realizar la evaluacion biolégica de los derivados de DHPIq disefiados y
sintetizados contra Mtb H37Ruv.

Emplear los resultados del trabajo computacional para el disefio y
optimizacion de nuevos derivados de DHPIg.

Realizar el analisis quimioinformatico y de modelado molecular de nuevos
derivados de DHPIqQ en el que se reemplace el grupo éster por un grupo
funcional que disminuya la libertad conformacional y sea menos propenso a

la hidrolisis por esterasas.
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ANEXOS

11. ANEXOS

ANEXO A

Validacion de la geometria de la enzima Pks13 con la herramienta MolProbity.

M\)L Analysis output: geometry for pks13_clean.pdb m Duke Blochemistry .

PrROBITY

Summary statistics

Poor rotamers 1 [0.45% Goal: <0.3%
Favored rotamers 218 [08.20% Goal: >98%
Ramachandran outliers 0 [0.00% Goal: <0.03%
Protein Ramachandran favored 268 [o8.17% Goal: >98%
Geometry Rama distnbution Z-score 090+047 Goal: abs(Z score) <2
CB deviations »0.254 1 [0.40% Goal: 0
Bad bonds: 0/2211 [0:00% Goal: 0%
Bad angles 12/3003 [0:40% Goal: <0.1%
Peptide Omegas Cis Prolines: 2/17 H 11.76% Expected: =1 per chain, or 3%
o CaBLAM outliers 1 [0:4% Goal: <1.0%
Low-resolution Criteria - —
CA Geometry outliers 0 [0.00% Goal: <0.5%
Additional validations Chiral volume outliers 0/320

In the two column results, the left column gives the raw covat, rizht column gives the percentage

Key to table colors and cutoffs here:

ANEXO B

Prediccién del pKa de los ligandos evaluados en el acoplamiento molecular,

utilizando la herramienta Chemicalize.

H,C -1.54
\ o)
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A 2aaE HHARBERELER EEE3ERFoRon R8RS aREE 2EE 3t AAARGRAIREEEEEE
I SV = N —— e b e dN N N e————
ANEXO C //16—17
[o) 15 1 OH
IH NMR (700 MHz, Chlorofor#)-5 7.93 (s, 1H), 7.21 (d,= 7.7 Hz, 1H), 6.82 (d= 7.6 Hz, 1H), 22 // \1 —4
6.75 (s, 2H), 6.72 (s, 1H), 4.05 4 7.1 Hz, 2H), 3.93 (s, 2H), 3.91 (s, 7H), 2.99+6.6 Hz, 2H), H3203 0/21\ /
2.18 (s, 3H), 0.94 (f,= 7.2 Hz, 3H). i i\
1 1 *—~cH
H32C4 0\1”0/ 1\1|2/ 3\ |N/ 20 3
H,C P 5
325\ O/ 9\ 8/ \ 6/
5A
H () E (5)
6.72 3.93
1(s) F(d)||G (d) D (q) C(t) B (s) A(t)
7.93 7.21 || 6.82 4,05 2.99 2.18 0.94
I(s) K(s)
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]
19 23
B I
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I | ﬂl 6 |
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13C NMR (76 MHz, CHLOROFORMD{6 167.38, 155.31, 148.06, 147.81, 138.21, 130.83, 128.90,
125.68, 125.26, 123.29, 122.65, 121.40, 117.02, 113.04, 110.70, 110.26, 60.16, 56.09, 56.02, 41.

13.74, 10.39.
H,CO
H,CO
5A
(&)
q =
] 0 ~ oo
/ 1 o M M
— o o - 5
i g o K
o 5 83 | | |
0 9% '
M~ | -
E Y
|
T T T T T T T T T T T T T I T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)
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13C NMR (76 MHz, CHLOROFORDIS 128.91, 122.64, 117.02, 113.04, 110.69, 110.24, 60.17, 5

56.02, 41.25,29.23, 13.74, 10.40.

]
by I S o
H o ~_wod
H ™ -l =
— o “9~0
ERELE
i

i --I'\-ll‘x“"l

I

56.08
[ —56.02

—13.74
—10.40

s0.17

T T T T T ¥ T T T T T ¥ T T T T T T T T T T I T T T T " I T T

140 135 130 125 120 115 110 105 100 9 90 85 80 Y5

70 65
f1 (ppm)

60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
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1 = o HHE OB HEEEIE ETCREREE SERBAFAOORTEHMZCZZERT 59D
1H = [ IS [T e Y o o 0000 0 Cled d el e el el e el 0D 0 el el e e Ol e ———
I | N | | & =50 = S %W
|H NMR (301 MHz, DMSQ—) 5793 (s, 1H), 7.28 (s, 1H), 7.25 (s, 1H), 6.76 (s, 1H), 6.67 (s, 1H, I{ (
6.45 (ddJ=8.1,2.2 Hz, 1H), 4.01 g 7.1 Hz, 2H), 3.86 (= 6.8 Hz, 2H), 2.90 ¢i= 6.8 Hz, 2H), [ |
2.32 (s,3H), 1.18 d,= 7.1 Hz, 3H). If |f ‘
r [ f
[ f
[ ([ j | |
J r J) e J ) s
20
1(s) G (s) E(q) '
7.28 6.67 4,01
K (s) I(s) H (s) | F (dd) D () C(t B|(s) AT
7.93 7.25 6.76 || 6.45 3.86 2.90 2132 1.18
16— 17
/7 N\
o 15\ 18— OH
o 22 2/1/ 14719
H323 SEEN 2/
19 H // \\3\
1 1 CH
:él 15! o\10/ 1\12/ S\N/ 20 3 5 o
, | | |
| =T 5 I I
| 17 v N N 17A | 23
I Ifl i
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1

13 13C NMR (76 MHz, DMSOG)S 162.03, 150.62, 146.31, 143.79, 142.01, 131.06, 125.44, 124.82,
123.66, 123.07, 118.22, 117.60, 114.54, 113.39, 111.12, 107.14, 36.59, 26.90, 18.85, 10.41.
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INSTITUTO DE QUIMICA, UNAM
LABORATORIO DE ESPECTROMETRIA DE MASAS

Acq. Data Name: 1223 177AMBG Experiment Date/Time: 10/4/2021 11:29:54 AM
Creation Parameters: Average(MS[1] Time:2..2) Instrument : JEOL The AccuTOF : JMS-T100LC
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1H), 6.44 — 6.33 (m, 3H), 4.014e 7.2 Hz, 2H), 3.84 (= 6.7 Hz, 2H), 2.87 ¢t= 6.7 Hz, | 75\
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INSTITUTO DE QUIMICA, UNAM
LABORATORIO DE ESPECTROMETRIA DE MASAS

Acq. Data Name: 1224 4AAMBG Experiment Date/Time: 10/4/2021 11:33:31 AM
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