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RESUMEN

El Zika (ZIKV) es un flavivirus que produce la enfermedad del Zika, la cual ha sido asociada a
patologias neurologicas severas como el sindrome de Guillain-Barré y la microcefalia neonatal.
Desafortunadamente, hasta el dia de hoy no existe vacuna o algiin medicamento antiviral para prevenir o
tratar la enfermedad del Zika. Para la replicacion de ZIKV se necesita de la serina proteasa NS2B/NS3, lo
que la vuelve un farget atractivo para el desarrollo de compuestos antivirales. Con el fin de identificar y
proponer nuevas moléculas con capacidad antiviral contra el Zika se realizé un modelo farmacéforo a partir
de inhibidores alostéricos de la proteasa NS2B/NS3 reportados en la literatura y se propusieron nuevos
derivados con el fin de mejorar la afinidad al sistema biologico de interés y el perfil farmacocinético. Los
candidatos que exhibieron un mejor potencial para su futuro desarrollo fueron las moléculas R-12, 6-ZINC-
MOD1 y 6-ZINC-MOD3, pues presentaron energias de union favorables y al menos 3 de 4 descriptores
evaluados en niveles adecuados. Se recomienda dar seguimiento a esta investigacion realizando un analisis
de acoplamiento molecular dindmico para eliminar las limitantes asociadas al tratamiento estatico o
semiflexible de los estudios de acoplamiento molecular comunes y comparar los resultados con los
obtenidos en este estudio. También se recomienda sintetizar los candidatos propuestos para determinar su

potencial farmacoterapéutico, eficacia y seguridad mediante estudios in vitro ¢ in vivo.

Vi



I. INTRODUCCION

El virus del Zika (ZIKV) es un flavivirus de ARN que provoca la enfermedad del Zika. Hasta el dia de
hoy, no existen vacunas o drogas antivirales para prevenir o tratar la infeccion por ZIKV (Tripp & Ross,
2016). Los métodos in silico para el descubrimiento de nuevos farmacos antivirales en contra de los
flavivirus han ganado popularidad en los ultimos afios. En especifico, se ha utilizado la proteasa viral
NS2B/NS3 como target para el descubrimiento de inhibidores pues esta proteasa juega un rol importante
en el procesamiento adecuado de la poliproteina que se traduce del genoma de los flavivirus, lo cual es
esencial para la replicacion de estos (Cox, Stanton & Schinazi, 2015). Previamente se han estudiado varios
inhibidores de la proteasa viral NS2B/NS3, entre los cuales se encuentran la bromocriptina (Chan et al,
2017), el boronato cn-716 (Lei et al, 2016) y varias moléculas pequeiias (Lee ef a/, 2017). Sin embargo, el
disefio de inhibidores para este tipo de proteasas es un reto, pues el sitio activo es flexible, poco profundo

y se encuentra expuesto al solvente (Lee et al, 2017).

Mas adelante, Roy et al encontraron que 5 flavonoides y un fenol poseen la capacidad de inhibir la
NS2B/NS3 de manera no competitiva, identificando por primera vez la susceptibilidad de esta proteasa a
ser inhibida alostéricamente como se ha encontrado previamente en otros complejos NS2B/NS3 flavivirales
(de Sousa et al, 2015) (Othman et al, 2008) (Yildiz, Ghosh, Bell, Sherman & Hardy, 2013) (Mahawaththa
et al, 2017). El descubrimiento de este sitio alostérico, que ademas es altamente probable que se conserve
en todos los complejos NS2B/NS3 flavivirales (Lim ef al, 2020), abre las puertas al desarrollo de nuevas
moléculas pequeilas con capacidad antiviral en contra del Zika y probablemente en contra de los flavivirus

en general.

Para poder encontrar nuevos inhibidores se credé un modelo farmacoforo a partir de 5 inhibidores
alostéricos propuestos en la literatura, para asi obtener mas moléculas con la capacidad de inhibir la proteasa
NS2B/NS3 del Zika (Roy et al, 2017), (Millies et al, 2019). A partir de estos nuevos inhibidores, se
escogieron las moléculas con mejores energias de union para realizarles modificaciones estructurales semi-
empiricas que pretendian mejorar la afinidad al sitio activo y algunas caracteristicas farmacocinéticas.
Finalmente, se seleccionaron los mejores candidatos para su posterior investigacion seglin su afinidad al

sistema bioldgico de interés, su perfil farmacocinético y su seguridad.

Al finalizar la experimentacion, se identificaron los mejores candidatos a ser farmacos antivirales
contra el Zika, los cuales fueron R-12, 6-ZINC-MODI1 y 6-ZINC-MOD?2. Se recomienda dar seguimiento
a esta investigacion realizando un analisis de acoplamiento molecular dindmico para eliminar las limitantes
asociadas al tratamiento estatico o semiflexible de los estudios de acoplamiento molecular comunes y
comparar los resultados con los obtenidos en este estudio. Asimismo, se recomienda realizar la sintesis de
los candidatos para realizar estudios in vitro e in vivo que ayuden a determinar su potencial

farmacoterapéutico y para demostrar la eficacia y seguridad de estos.



II. OBJETIVOS
A. Objetivo general:

Proponer una lista corta de posibles farmacos antivirales dirigidos al virus del Zika
mediante el uso de un modelo farmacoforo basado en inhibidores alostéricos de la proteasa
NS2B/NS3 reportados en la literatura y la obtencion de derivados mediante modificaciones
estructurales semi-empiricas que mejoren la afinidad al sitio alostérico y las caracteristicas de

absorcion, distribucion, excrecion y toxicidad.

B. Objetivos especificos:

e Obtener un modelo farmacoforo con base en inhibidores alostéricos de la proteasa
NS2B/NS3 del Zika reportados en la literatura y evaluar una base de datos para obtener
al menos 10 moléculas que se ajusten a dicho modelo.

e Proponer modificaciones estructurales semi-empiricas para las moléculas afines al sitio
alostérico de la proteasa NS2B/NS3 para mejorar su afinidad al sistema bioldgico de
interés y sus caracteristicas farmacocinéticas.

e Evaluar las propiedades de absorcion, distribucion, excrecion y toxicidad de todas las
moléculas y seleccionar los compuestos que serian los mejores candidatos para ser

farmacos antivirales en contra del Zika.



III. JUSTIFICACION

El Zika es una enfermedad transmitida por vectores que constituye a uno de los principales desafios de
salud publica en las Américas (OPS Guatemala, 2018). A pesar de que la enfermedad provocada por el
virus del Zika no se considera peligrosa en la mayoria de los casos, la infeccion durante el embarazo es
causa de microcefalia y otras malformaciones congénitas. Asimismo, se asocia a complicaciones del
embarazo, como el parto prematuro, el aborto espontaneo y la muerte intrauterina. La infeccion también es
un desencadenante del sindrome de Guillain-Barré, neuropatia y mielitis, sobre todo en adultos y nifios
mayores (Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2018). Hasta el dia de hoy, no existen vacunas o drogas
antivirales para prevenir o tratar la infeccion por ZIKV (Tripp & Ross, 2016).

Previamente se han estudiado varios inhibidores de la proteasa viral NS2B/NS3, entre los cuales se
encuentran la bromocriptina (Chan et al, 2017), el boronato ¢n-716 (Lei et al, 2016) y varias moléculas
pequetias (Lee et al, 2017). Sin embargo, el disefio de inhibidores para este tipo de proteasas sigue siendo
un reto, pues el sitio activo es flexible, poco profundo y se encuentra expuesto al solvente (Lee et al, 2017).
Recientemente se ha descubierto que estos complejos son susceptibles a inhibicion alostérica (Roy et al,
2017), lo que abre un nuevo campo de estudio para el descubrimiento y disefio de moléculas pequeiias que

actien como inhibidores no competitivos.

Asi, el presente trabajo busca sacar provecho de los métodos computacionales para el desarrollo de
farmacos, para proponer, modificar y predecir la efectividad de moléculas que puedan inhibir la proteasa
NS2B/NS3 del Zika alostéricamente, lo que resulta en la pérdida de su conformacion activa (Lim et al,

2020).

El estudio pretende proveer una base sobre la cual continuar el desarrollo de nuevos inhibidores como

futuras drogas en contra del Zika.



IV. MARCO TEORICO
A. Virus del Zika

El virus del Zika (ZIKV) es un flavivirus de ARN que fue aisaldo por primera vez en 1947 en
Uganda, Africa. No se consideraba una enfermedad relevante hasta que en 2016 la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) la declaré6 como una emergencia de salud publica de importancia global
(Masmejan et al, 2020). El virus se transmite por mosquitos del género Aedes y la enfermedad
desencadena sintomas usualemente leves en una de cuatro personas infectadas. La infeccion durante el
embarazo causa malformaciones congénitas en el recien nacido, como la microcefalia. Ademas, se
asocia a varias complicaciones en el embarazo. En adultos y en nifios mayores puede desencadenar el
sindrome de Guillain-Barré, neuropatia y mielitis (OMS, 2018).

1. Taxonomia del virus: El ZIKV es un virus del género Flavivirus de la familia
Flaviviridae, grupo IV del orden sin clasificar, al cual también pertenecen varios otros virus
transmitidos por vectores relevantes para la salud humana como el virus del dengue (DENV), el virus
de la fiebre amarilla (YFV), el virus de la encefalitis japonesa (JEV), el virus del Nilo Occidental
(VNO) y el virus de la encefalitis transmitida por garrapatas (TBEV) (Hasan et al, 2018). A

continuacion se presenta la clasificacion taxondmica completa del ZIKV:

Cuadro 1: Taxonomia de ZIKV

Dominio: Riboviria
Grupo: v

Reino: Orthornavirae
Filo: Kitrinoviricota
Familia: Flaviviridae
Género: Flavivirus
Especie: Virus Zika

(Chambers & Monath, 2003)

2. Mecanismos de transmision: El ZIKV se transmite a las personas principalmente
por la picadura de un mosquito Aedes aegypti (Figura 1) y Aedes albopictus que se encuentre
infectado. Estos mosquitos también transmiten los virus del dengue y del chikungunya (CDC, 2019).
Ae. aegypti se encuentra presente en todas las regiones tropicales, lo que coloca a estas areas en mayor
riesgo de nuevos brotes. Ae. albopictus parece jugar un rol menor. También se ha encontrado el virus

en las especies Culex, entre otras, pero su habilidad para transmitir el virus a humanos es inexistente

(Mesemjan ef al, 2020).



Figura 1. Mosquito Aedes aegypti

(Centers for Disease Control and Prevention [CDC], 2021)

La transimision también se puede dar verticalmente, es decir, de madre a hijo, resultando
en malformaciones congénitas severas como el aborto espontaneo, el parto prematuro y la muerte
intrauterina (OMS, 2018). La infeccion en el primer trimestre tiene la mayor probabilidad de

desencadenar el Sindorme Congénito por Zika (CZS, por sus siglas en inglés) (Hoen et al, 2018).

El Zika parece ser el tinico arbovirus que se puede transmitir por contacto sexual y se han
descrito transmisiones mujer-a-hombre, hombre-a-mujer y hombre-a-hombre. En los hombres el
ZIKV podria causar infertilidad, sin embargo, se necesitan realizar mas estudios para confirmar

esta declaracion (Ma et al, 2017).

También se han identificado posibles casos de transmision por medio de transfusiones de
sangre y se cree, pero ain no se ha demostrado, que podria ser transmitido por el contacto con

fluidos corporales infectados (Mesmejan et al, 2020).

3. Sintomatologia: La infeccién en fetos resulta en malformaciones severas. El CZS es
una combinacion de anomalias neurologicas severas que incluyen malformaciones estructurales
del cerebro, hidropesia fetal, hipertonia, trastornos de la deglucion, microcefalia (Figura 2), entre
otros. Se han reportado complicaciones ain en nifios que no tienen anormalidades fisicas
(Mesemejan et al, 2020). Los sintomas de la enfermedad del Zika generalmente son leves y de 2
a 7 dias de duracion, entre estos se encuentran fiebre, erupciones cutaneas, conjuntivitis, dolores
musculares y articulares, malestar y cefaleas (OMS, 2018). En nifios los sintomas parecen ser mas
leves en comparacion con los adultos y, en adultos el 75 al 80% de las infecciones son
asintomaticas. Se pueden llegar a desencadenar complicaciones neurologicas como el sindrome de
Guillain-Barré, mielitis o meningoencefalitis sobre todo en adultos y nifios mayores (Mesmejan et

al, 2020).



Figura 2. Microcefalia en recién nacidos provocado por el virus del Zika.
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4, Estructura y replicacion: Al igual que otros flavivirus, el ZIKV es un virus con

envoltura cuyo genoma es un ARN de cadena sencilla de orientacion positiva, con un tamafio de
aproximadamente 11.000 (11 kb) nucleotidos. El genoma codifica tres proteinas estructurales, las
cuales son proteinas de capside (C), de membrana (prM) y de envoltura (E) que forma la particula
del virus con siete proteinas no estructurales (NS) (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5)
(Cabezas & Garcia, 2017)

El procesamiento co y post-traduccional por las proteasas de la célula huésped y la
proteasa NS2B/NS3 del ZIKV en sitios de escision especificos genera las proteinas estructurales

y no estructurales (NS) necesarias para la replicacion viral (Figura 3) (Barrows et al, 2018)

Figura 3. Organizacion gendmica de los flavivirus y procesamiento de la poliproteina
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(Voss & Nitsche, 2020)

Por lo general, los virus con envoltura se unen y entran a sus células huéspedes mediante
la fusién con la membrana celular, utilizando un mecanismo de endocitosis y transporte por
endosomas que depende en parte de la exposicion a un pH bajo y se lleva a cabo a través de las
proteinas virales de fusion de membrana, las cuales son las principales implicadas en la union al

receptor, en la fusion y en la entrada a las células del huésped (White & Whittaker, 2016).

B. Virus y farmacos antivirales

Los viruses son los mayores agentes patdogenos que causan una variedad de enfermedades

graves en humanos, otros animales y plantas. Las infecciones virales mas comunes son las



respiratorias, gastrointestinales, hepaticas y de la piel. En general, los viruses son un paquete de
material genético, que puede ser ADN o ARN, que se encuentra rodeado por una capa de proteinas.
Algunos viruses poseen una capa adicional llamada envoltura, la cual esta hecha de lipidos, de esta
manera estos pueden ser divididos en dos categorias principales: con envoltura y sin envoltura.
Una particula viral que consiste de una capa externa llamada capside y un nucleo de acidos
nucleicos se denomina virion. Cuando el virion entra en contacto con células huesped, este se
fusiona e inserta su material genético en esa célula, lo que le permite tomar el control de su
maquinaria para replicarse. Como consecuencia, existe debate en la comunidad cientifica sobre si

los viruses realmente deben considerarse organismos vivos (Vardanyan & Hruby, 2016).

Para que el virus pueda iniciar su actividad, primero debe adherirse a un receptor en la
superficie celular. Cada virus tiene su receptor especifico, el cual es un componente vital de la
superficie celular. En el primer paso el virus se internaliza mediante endocitosis mediada por
receptores y luego se transporta a lo largo de la via endocitica hacia los endosomas. Después de la
fusion entre las membranas viral y endosomal catalizada por la proteina HA y la hemaglutinina,
se da la liberacion de ribonucleoproteinas virales que se importan al nicleo para la expresion y

replicacion de genes virales (Vardanyan & Hruby, 2016).

1.  Clasificacion y mecanismos de accion: Las moléculas capaces de combatir las
infecciones causadas por un virus se llaman farmacos antivirales. Para entender como estos
funcionan, es necesario entender el ciclo de vida general de los viruses. Los ciclos de vida virales
varian dependiendo de la especie de virus, pero todos comparten un patrén general:

Unidn y penetracion del virus a la célula huésped.

a
b. Descubrimiento del genoma viral dentro de la célula huésped.

e

Sintesis de componentes virales dentro de la célula huésped.

o

Ensamblado de componentes virales en particulas virales completas.
e. Liberacion de particulas virales para infectar otras células huésped.

(Stringer, 2011).

Entonces, los farmacos antivirales pueden ser clasificados segun su farget (objetivo) de la
siguiente manera:

a. Dbloqueadores de entrada, que interfieren con la unién y penetracion del virus en la célula
huésped;

b. andlogos de nucledtidos/nucledsidos y andlogos de no nucleodsidos, que interfieren con la
sintesis de &cidos nucleicos mediante el bloqueo de la ADN polimerasa viral o la
retrotranscriptasa en el caso de viruses de ARN. Se denominan como inhibidores de
transcriptasa inversa analogos de nucleodtidos/nucledsidos (ITIAN(T)) e inhibidores de
transcriptasa inversa no nucledsidos (ITINN), respectivamente;

c. interferones (IFNs), que inhiben la sintesis de proteinas necesarias para la replicacion viral; e



d. inhibidores de proteasa, que interfieren con la maduracion del virus y su inefectividad

(Caracciolo & Giordano, 2010).

C. Caracteristicas farmacocinéticas y farmacodinamicas

La farmacocinética describe el curso temporal de la concentracion de un farmaco en un
fluido corporal, preferiblemente plasma o sangre, que resulta de la administracion de un cierto
régimen de dosificacion, e incluye los procesos de absorcion, distribucién, metabolismo y
excrecion (ADME). La farmacodinamica describe la intensidad del efecto de un farmaco en
relaciéon con su concentracion en un liquido corporal, normalmente en el lugar de accion del
farmaco. En palabras simples, la farmacocinética es “lo que el cuerpo le hace al fArmaco” y la
farmacodinamica es “lo que el farmaco le hace al cuerpo”. En la farmacodinamica se incluye la

toxicidad del medicamento (Holford & Sheiner, 1982).

Un farmaco exitoso debe lograr una combinacion finamente ajustada de comportamiento
bioquimico, farmacocinético y seguridad. Ademas de una alta potencia y selectividad, un perfil
deseable de absorcion, distribucion, metabolismo, excrecion y toxicidad (ADMET) es igualmente
critico para el éxito de un farmaco candidato (Xiong et al, 2021). Especificamente, un farmaco
ideal debe ingresar apropiadamente al cuerpo, distribuirse razonablemente a varios tejidos y
organos, metabolizarse de una manera que no elimine inmediatamente su actividad, eliminarse de
manera adecuada y confirmarse la no toxicidad. Estos temas estdn estrechamente relacionados

entre si, y abarcan todo el proceso desde la administracion hasta la eliminacion (Hodgson, 2001).

Las propiedades fisicoquimicas de un farmaco tienen un efecto significativo sobre su
comportamiento farmacocinético, disposicion en el organismo y toxicidad. Por lo tanto, una
compresion solida y una prediccion precisa de estas propiedades son cruciales para el
descubrimiento exitoso de farmacos. La Figura 4 muestra el impacto de varias propiedades
fisicoquimicas en la farmacocinética de los medicamentos. Estas propiedades incluyen solubilidad

acuosa, pKa y permeabilidad (Algahtani, 2017).

Figura 4: Efecto de varias propiedades fisicoquimicas en la farmacocinética y disposicion de

farmacos.

Aqueous
solubility

(Algahtani, 2017)



D. Desarrollo in silico de farmacos

El disefio de farmacos asistido por computadoras (Computer-aided drug design, CADD)
es una disciplina que integra multiples estrategias moleculares y cuanticas con el propdsito de
descubrir, disefiar y desarrollar nuevos agentes quimicos terapéuticos. Muchos acercamientos
CADD se basan en las relciones entre estructura y actividad (Structure-Activity Relationships,
SAR). Los objetivos principales del CADD forman parte de un trabajo multidisciplinario para el
mejoramiento de moléculas bioactivas, el desarrollo de alternativas terapéuticas y el entendimiento
de eventos bioldgicos a nivel molecular. En general, el proceso de descubrimiento de farmacos
consta de tres etapas clave: La primera es la fase de descubrimiento, en la cual se busca identificar
targets (objetivos) moleculares relevantes y moléculas activas o hits. Luego, en la fase de
desarrollo los compuestos se evaltian usando modelos in vitro e in vivo y se subdivide en varias
etapas: preclinina, clinica I, IT y III. Por tltimo, la fase de registro que permitiria la distribucion al
mercado y el uso clinico de estos farmacos. El CADD ha demostrado ser una herramienta
importante en la fase de descubrimiento, pues el objetivo es el de filtrar y seleccionar solo las

moléculas mas prometedoras para que pasen a la fase de desarrollo (Roy, 2019).

1. Clasificacion de los métodos de CADD: Los métodos del CADD se pueden

clasificar en tres grupos principales: structure-based (basados en la estructura), ligand-based

(basados en el ligando) y métodos hibridos.

a. M¢étodos Structure-Based:Estos métodos dependen de la informacion tridimensional
de la molécula objetivo. Algunos ejemplos de estos incluyen docking (acoplamiento molecular) y
dindmica molécular (MD por sus siglas en inglés). Con estos métodos se puede lograr la
caracterizacion de los sitios de union, elucidacion del mecanismo de accion de moléculas activas
a nivel molecular y evaluar la cinética y termodindmica involucrada en el reconocimiento entre el

ligando y el receptor (Sledz & Caflisch, 2018).

b. M¢étodos Ligand-Based:Se basan en la informacion de las estructuras quimicas de un
set de ligandos con actividad bioldgica conocida. Estos métodos buscan identificar compuestos
bioactivos o mejorar la actividad de moléculas activas. Algunos ejemplos son los métodos de
busqueda de similitudes (similarity searching) y los modelos de relacién cuantitativa entre

estructura y actividad (QSAR por sus siglas en inglés) (Siju et al, 2017).

c. Métodos hibdridos: Se utilizan cuando tanto la estructura del receptor como la
estructura de moléculas activas se conocen. Entre estos métodos se encuentran el modelo del
farmacoforo, estrategias in silico para predecir la bioactividad de una molécula basado en el

perfil biologico de los compuestos evaluados contra uno o multiples receptores, entre otros

(Yongye & Medina-Franco, 2012).



2. Modelo de farmacoforo: Un farmacéforo es una descripcion abstracta de las
caracteristicas moleculares que son necesarias para que una macromolécula biologica reconozca
molecularmente a un ligando. Segun la TUPAC, un farmacoéforo es “un ensamblado de
caracteristicas estéricas y electronicas que son necesarias para garantizar una interaccion
supramolecular 6ptima con un target bioldgico especifico y para detonar o bloquear su respuesta
biologica”. El modelo del farmacéforo explica como ligandos estructuralmente diferentes pueden
unirse a un mismo receptor, por lo que que se utiliza para identificar ligandos nuevos mediante el
disefio de novo o mediante un virtual screening (cribado virutal). En la quimica computacional se
utilizan farmacoforos para definir las caracteristicas esenciales de una o varias moléculas que
comparten la misma actividad biologica. Luego, una base de datos de diversos compuestos
quimicos puede ser examinada para buscar mas moléculas que compartan las mismas
caracteristicas en la misma orientacion relativa. A este proceso se le conoce como virtual screening
(cribado virtual) (John, 2018). Los farmacéforos también se utilizan como punto de partida para
el desarrollo de modelos QSAR en 3D. Estas herramientas en combinacion con el concepto de
“estructuras privilegiadas”, que son marcos de referencia moleculares capaces de proporcionar
ligandos para mas de un tipo de receptor o farget enzimatico mediante cuidadosas modificaciones

estructurales, son utiles para el descubrimiento de nuevos farmacos (Li et al, 2017).

Figura 5. Modelo farmacéforo compuesto de diferentes caracteristicas que representan las
propiedades esenciales para ejercer la actividad bioldgica. Entre estas se encuentran aceptores y

donadores de hidrogenos, grupos anionicos, cationicos, hidrofébicos y aromaticos.

H-bond acceptor .-{

H-bond donor m{—"-\

Anionic w
Cationic 0&

Hydrophobic

Aromatic

(Qing et al, 2014)

E. Inhibiciéon enzimética

Varios agentes quimicos pueden afectar la actividad de las enzimas. A estos compuestos
se les denomina efectores y juegan un papel fisioldgico muy importante, ademas que su estudio
permite analizar los procesos enzimaticos. Los efectores se pueden clasificar como inhibidores,
cuando se disminuye la actividad de la enzima, y como activadores, cuando se activa o se aumenta

su actividad. La modificacion de la actividad enzimatica provocada por los efectores puede ser
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reversible, cuando el efecto se manifiesta desde que el compuesto se afiade a la solucidén enzimatica
y desaparece cuando se elimina, e irreversible, cuando el efecto persiste después de la eliminacion
del efector. En la disminucion en actividad se habla de inhibicion si es reversible o de inactivacion
si es irreversible. Si las asociaciones entre el inhibidor y el sustrato con la enzima son mutuamente
excluyentes, la inhibicion se denomina competitiva y si no lo son, incompetitiva (si el inhibidor
tiene afinidad solamente por el complejo binario enzima-sustrato) o no competitiva (si el inhibidor
puede unirse indistintamente con la enzima libre o con el complejo enzima-sustrato (Carbonero,

1975)

1. Inhibicion competitiva: En este caso, la enzima se asocia reversiblemente al sustrato
o al inhibidor, pero no hay complejo ternario. El inhibidor compite con el sustrato por el sitio
activo de la enzima y forma u complejo que no se convierte en producto. El efecto inhibidor
depende de las concentraciones relativas del sustarto y el inhibidor y de las afinidades relativas de
ambos por la enzima. Este tipo de inhibicién suele implicar una analogia estructural entre
inhibidores y sustratos. Los productos de la reaccion también se comportan como inhibidores
competitivos. Por ejemplo, los tiogalactosidos son inhibidores especificos competitivos de la B-

galactosidasa, el malonato es inihibidor de la succinico deshidrogenasa, etc (Carbonero, 1975).

2. Inhibicién no competitiva: En este tipo de inhibicién el inhibidor se combina con la
enzima independientemente del sustrato, sin modificar la afinidad de la enzima por el sustrato,
pero generando un complejo ternario inactivo. El inhibidor se une a la enzima en un sitio distinto

al sitio activo (Carbonero, 1975).

a. Inhibicidn alostérica: Algunas enzimas pueden suftir cambios en sus conformaciones
activas e inactivas por la accion de la union de un inhibidor a un sitio que no es el sitio activo.
Cuando el modulador y el sustrato son idénticos se denominan homotropicos y si son distitnos,
heterotropicos. La unién del ligando, o del sustrato en el caso de las enzimas, origina cambios de
conformacion que afectan la actividad de esta. Los ligandos alostéricos se unen de manera
reversible y no covalente, y estos suelen ser metabolitos pequefios o cofacores (Nelson & Cox,

2009)

F. Inhibicion alostérica de la proteasa NS2B/NS3 del Zika

El genoma del ZIKV es traducido a una poliproteina de aproximadamente 3500 residuos,
las cuales se segmentan en 3 proteinas estructurales y 7 no-estructurales, entre las cuales se
encuentra el complejo NS2B/NS3 (Cox, Stanton & Shinazi, 2015) que consiste de la
proteasa/helicasa NS3 y su cofactor, NS2B (Barnard et a/, 2020). Los estudios de rayos X y de
Resonancia Magnética Nuclear (NMR) han demostrado que la proteasa puede adoptar una
conformacién “cerrada”, que es la conformacion cataliticamente activa, y una “abierta” que no

permite la actividad catalitica de la enzima (Yao et al, 2019).
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La replicacion de los flavivirus se da gracias al correcto procesamiento de la poliproteina,
la cual requiere tanto de la célula huésped como de la proteasa NS2B/NS3 del virus, por lo que
este complejo de los flavivirus ha sido utilizado como target para el desarrollo de farmacos

antivirales en diversos estudios (Roy et al, 2017).

Roy et al descubrieron que la NS2B/NS3pro es altamente susceptible a inhibicion alostérica,
asi como se ha visto en los complejos NS2B/NS3pro de otros flavivirus previamente. Roy y su
equipo observaron que cinco flavonoides y la curcumina inhiben de manera no competitiva a esta
enzima, identificando por primera vez la susceptibilidad de esta proteasa a ser inhibida
alostéricamente, como se ha encontrado previamente en otros complejos NS2B/NS3 flavivirales
(de Sousa et al, 2015) (Othman et al, 2008) (Yildiz, Ghosh, Bell, Sherman & Hardy, 2013)
(Mahawaththa et al, 2017). Es altamente probable que este sitio alostérico se conserve en todos

los complejos NS2B/NS3 flavivirales (Lim et al, 2020).

Se cree que la mayoria de moléculas pequenias que han sido reportadas como inhibidores
alostéricos se unen a un sitio adyacente al sitio activo, estabilizando una conformacion de la NS3
que previene la formacion de la conformacién “cerrada” con el C-terminal de 1la NS2B y, por lo
tanto, no permite a la proteasa existir en su conformacioén “cerrada” o activa (Voss & Nitsche,

2020).
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V. METODOLOGIA

A.  Muestra
Cuadro 2. Moléculas de referencia utilizadas para la creacion del modelo farmacoforo
No. Nombre Referencia
1 Miricetina (Roy et al, 2017)
2 Luteolina (Roy et al, 2017)
3 Quercetina (Roy et al, 2017)
4 Curcumina (Roy et al, 2017)
5 R-12 (Millies et al, 2019)

(Roy et al, 2017), (Millies et al, 2019)
B. Recursos materiales

1. Hardware: Computador TOSHIBA Satellite P55t con procesador Intel Core i7, 12.0

GB de memoria RAM y sistema operativo Windows 10.

2. Software: Avogadro 1.2.0, Openbabel 2.3.1, Marvin JS 21.15.0, PharmaGist,
ZINCPharmer, RStudio 1.4.1717, AutoDock 4.2.6, MGLTools 1.5.6, PyMol 2.5.0, SwissADME,
ADMETIab 2.0, PLIP 2021 y UCSF Chimera (Hanwell et al, 2012), (O’Boyle et al, 2011),
(ChemAxon, 2021), (Schneidman-Duhovny et al, 2008), (Koes & Camacho, 2012), (Rstudio
Team, 2021), (Morris et al, 2009), (Schrodinger & DeLano, 2020), (Daina, Michielin & Zoete,
2017), (Xiong et al, 2021), (Adasme et al, 2021) y (Pettersen et al, 2004).

C. Métodos

1. Obtencion de moléculas: Se buscé cada ligando de referencia por nombre en
PubChem y se obtuvieron los respectivos cddigos SMILES (Kim ef al, 2019). Se descargd en
formato PDB la proteasa NS2B/NS3 del Zika en complejo con un inhibidor en el sitio activo (cn-

716) (cédigo PDB SLCO) (Lei et al, 2016).

2. Preparacion de moléculas para modelo farmacoforo: Los codigos SMILES de
las moléculas se introdujeron en Avogadro, se agregaron los hidrégenos faltantes, se optimizaron
geométricamente las estructuras para obtener la configuracion mas energéticamente estable
utilizando el campo de fuerza MMFF94 y se guardaron los archivos en formato CML (Hanwell et
al, 2012). Se transformaron los archivos de formato CML a formato MOL2 utilizando OpenBabel
(O'Boyle et al, 2011).

3. Modelo farmacoforo: Los cinco ligandos de referencia (Cuadro 2) se ingresaron a
PharmaGist y se descarg6 el modelo farmacoforo generado (Schneidman-Duhovny et al, 2008).
El modelo se ingres6 en ZINCPharmer y se obtuvieron +102,000 moléculas que coincidian con
las caracteristicas minimas propuestas (Koes & Camacho, 2012). Los resultados fueron
descargados en formato SDF y se utilizo RStudio para analizar y seleccionar las primeras 10

moléculas que cumplieran con: (1) tener O fallas a la ‘Regla de 5° de Lipinski (Lipinski, Lombardo,
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Dominy & Feeney, 1997) y (2) tener el menor valor RMSD posible, lo cual indica que la molécula
se ajusta bien al modelo farmacoforo propuesto (Ver Figura 8 en ANEXOS) (Schneidman-
Duhovny et al, 2008).

4. Preparaciéon de moléculas para acoplamiento molecular: Se obtuvieron los
codigos SMILES para las 10 moléculas seleccionadas de la base de datos y se ingresaron en
Avogadro, se agregaron los hidrogenos que faltaban y se optimizaron geométricamente (Hanwell
et al, 2012). Se utiliz6 OpenBabel para transformar los archivos de formato CML a PDB (O'Boyle
et al, 2011). Se prepard la proteasa con AutoDockTools, removiendo el inhibidor ¢n-716 y las
moléculas de agua, se agregaron los hidrogenos a la proteasa acorde a la naturaleza quimica de
cada aminodacido, basandose en la forma ionizada esperada a pH fisiologico (7.4) y se agregaron
las cargas de Kollman. Finalmente, se fusionaron los hidrogenos apolares y se guardo el archivo
en formato PDBQT (Huey, Morris & Forli, 2012).

3. Primer acoplamiento molecular (Docking): Se realizé acoplamiento molecular
a las 5 moléculas utilizadas para el modelo farmacéforo y las 10 moléculas seleccionadas de
ZINCPharmer, colocando la caja en el sitio alostérico propuesto anteriormente (Chen ef al, 2016)
y (Roy et al, 2017). Debido a que esta proteasa es un dimero, unicamente es necesario tomar en
cuenta uno de estos, por lo que se utiliz6 la cadena “A” de la proteasa como el sitio de estudio (Lei
et al, 2016). Las coordenadas de la caja utilizadas fueron 90.46, 49.76, 143.94 en x, y y z,
respectivamente, y el tamafio de la caja se establecid en (40, 54, 50). El acoplamiento molecular
se llevo a cabo como indicado por Huey y colaboradores utilizando AutoDock 4 (Huey, Morris &
Forli, 2012). Finalmente, se identificaron las interacciones en el sitio alostérico utilizando PLIP
(Adasme et al, 2021) y se utiliz6 PyMol para visualizarlas (Schrodinger & DeLano, 2020).

6. Disefio de nuevos derivados: A partir de los resultados obtenidos se seleccionaron
las tres moléculas con mejor afinidad al sitio alostérico (energia de unién mas negativa) y se
realizaron modificaciones tomando en cuenta los siguientes criterios: (1) Se mantuvieron los
grupos que mostraron ser importantes para la afinidad al sitio alostérico, observando las
interacciones intermoleculares, (2) se retiraron los grupos funcionales que podrian ser
problematicos, ingresando la molécula a SwissADME y observando si se daban alertas PAINS o
Brenk (Daina, Michielin & Zoete, 2017), (Brenk, 2008), (Bael & Holloway, 2010) y (3) se
agregaron distintos grupos seleccionados para mejorar las propiedades farmacocinéticas,
dependiendo de cada una de las moléculas. Las moléculas base para el disefio de derivados se
muestran en el Cuadro 3. Los sustituyentes seleccionados y su justificacion se muestran en el

Cuadro 4.
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Cuadro 3. Moléculas base para el disefio de derivados

R-12 5-ZINC08971844 6-ZINC08971849

(ChemAxon, 2021)

Cuadro 4. Grupos funcionales para la obtencion de nuevos derivados y su justificacion

Nombre del grupo Estructura Justificacion

= Donador de electrones (disminuye acidez
de fenoles o acidos carboxilicos, mejora
la densidad electronica de arenos y
Propilo R/\/ heteroarenos)
=  Mayor aumento en liposolubilidad que
con alcanos ramificados (mayor area

lipofilica)

=  Donador de electrones
Isopropilo R4< = Menor aumento en liposolubilidad que

alcanos lineales

=  Bioisostero del hidrogeno
=  Grupo atractor de electrones suave

=  La fluorizacion de un grupo areno

Flior F ] o )
bloquea la hidroxilacion metabdlica, lo
que podria aumentar la vida media del
farmaco y su disponibilidad oral

=  Aumentan la solubilidad (mas que los
alquilos, menos que los alcoholes)
Metil éter HSC\ 7~ R ]
o) =  Aceptor de hidrogenos (para formar
puentes de hidrogeno)
R = Buena accesibilidad sintética
=  Aumenta liposolubilidad
Fenilo
= Un grupo atractor de electrones ayuda a
que se metabolice mas lento
=  Aumenta hidrosolubilidad
Cianuro R—==N

=  Grupo atractor de electrones fuerte
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R CH, =  Aumentan hidrosolubilidad
Dimetilamino _\—;\< = Aceptor de hidrogenos (para formar

CH, puentes de hidrégeno)

(Doérwald, 2013), (ChemAxon, 2021).

7. Preparacion y acoplamiento molecular de las nuevas moléculas: Se
prepararon los ligandos y se llevd a cabo el acoplamiento molecular como descrito anteriormente
en los pasos 4 y 5, respectivamente.

8. Caracteristicas ADMET: Se evalu6 la absorcién, distribucién, excrecion y

toxicidad de todas las moléculas utilizando la pAgina ADMETlab 2.0 (Xiong et al, 2021).
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VI. RESULTADOS

Se evaluaron las energias de union al sitio alostérico de las 5 moléculas utilizadas para la creacion del
modelo farmacoforo y las 10 moléculas seleccionadas de la base de datos ZINC (Sterling & Irwin, 2015).
Estas se enumeraron del 1 al 10 en orden ascendente de valor RMSD para hacer mas practica su
identificacion. Todas las moléculas evaluadas en este paso, excepto 2-ZINC78904136, dieron como
resultado energias de union negativas, lo que indica que estas presentan afinidad al sitio alostérico de la
proteasa NS2B/NS3 del Zika. Ademas, esto demuestra que de las 10 moléculas obtenidas del modelo
farmacoforo, 9 presentaron la capacidad de inhibir alostéricamente esta proteasa. Los residuos que
interactian con las moléculas evaluadas en este paso fueron VAL-76, ALA-77, LEU-78, PHE-84, ASP-
1071, LYS-1073, GLN-1074, THR-1118, LYS-1119, ASP-1120, ILE-1123, GLY-1124, ASN-1152, ALA-
1164, THR-1166 y GLN-1167. Las interacciones que se dieron entre los residuos y las moléculas evaluadas
fueron principalmente puentes de hidrogeno e interacciones hidrofobicas, sin embargo, también se
encontraron puentes salinos, como fue en el caso de las moléculas 1-ZINC03182810 y 3-ZINC94610804 y
un enlace de halégeno, como fue el caso de la molécula 6-ZINC08971849 (Cuadro 5).

Las moléculas R-12, 5-ZINC08971844 y 6-ZINC08971849 fueron las que presentaron las energias de
unién mas negativas, siendo la molécula R-12, reportada por Millies y colaboradores, la que mostré la
mejor afinidad (-7.63 kcal/mol) (Millies et al, 2019). Estas tres moléculas fueron seleccionadas para realizar

las modificaciones estructurales semi-empiricas en el siguiente paso.

Cuadro 5. Interaccién molecular de las moléculas reportadas en la literatura y las obtenidas mediante

el modelo farmacoforo en el sitio alostérico de la proteasa NS2B/NS3 del virus Zika.

Aminoacidos que Energia de
Interacciones moleculares en el sitio
Molécula interaccionan con el union
alostérico
ligando (kcal/mol)

PH: THR-1118, ASP-
1120, GLN-1074, LYS-
1073, ASN-1152, LEU-78
IH: LEU-78, GLN 1074

Myricetina -6.44

ASN-1152
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Interacciones moleculares en el sitio

Molécula

alostérico

Aminoacidos que
interaccionan con el

ligando

Energia de
union

(kcal/mol)

THR-1118

Quercetina

ASP-1120

Luteolina

THR-1166

Curcumina

R-12

1-
ZINC03182810

ASN-1152

PHE-84

THR-1166

; THR-1118

ILE-1123
ALA

PH: LEU-78, LYS-1073,
GLN-1074, THR-1118,
ASP-1120, ASN-1152,

THR-1166
IH: LEU-78, PHE-84,
GLN-1074

PH: LEU-78, LYS-1073,
GLN-1074, THR-1118,
ASP-1120, ASN-1152,

THR-1166
IH: LEU-78, PHE-84,
GLN-1074, ILE-1123

PH: VAL-76, LYS-1119,
ILE-1165, GLN-1167
IH: LEU-78, PHE-84,
LYS-1073, GLN-1074,
LYS-1119, ILE-1123,
ALA-1164, THR-1166

PH: LEU-78, LYS-1119,
ASP-1120
IH: ALA-77, THR-1118,
ASP-1120, ILE-1123,
GLN-1167

PH: LEU-78, LYS-1073,
THR-1118
IH: LEU-78, PHE-84,
LYS-2073, GLN-1074,
ILE-1123, ALA-1164,
THR-1166
PS: ASP-1071

-6.37

-7.21

-7.63

-7.14
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Aminoacidos que Energia de
Interacciones moleculares en el sitio
Molécula interaccionan con el union
alostérico
ligando (kcal/mol)

ILE-1123

GLY-1124
PH: GLY-1124, ASN-

PHE-84 \
, m ; 1152, GLN-1167
R IH: PHE-84, ILE-1123, +45.1
ZINC78904136 :
ALA-1164, ILE-1165,
>\ GLN-1167
AsN-ae THR-1166
PH: LEU-78, LYS-1073
3- IH: LEU-78, PHE-84, s
ZINC94610804 GLN-1074 o
PS: LYS-1073
PH: LEU-78, LYS-1073,
4- GLN-1167
-7.45
ZINC83925409 IH: LEU-78, PHE-84,
ILE-1123, GLN-1167
PH: LYS-1073, GLN-
G674 b g 1074, THR-1118, ASP-
5- ; 1120
-7.61
ZINC08971844 IH: LEU-78, LYS-1073,
GLN-116 GLN-1074, ILE-1123,
GLN-1167
PH: LYS-1073, ASP-1120
6- IH: LEU-78, GLN-1074, s
ZINC08971849 ASP-1120 '
EH: VAL-76
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Molécula

Interacciones moleculares en el sitio

alostérico

Aminoacidos que
interaccionan con el

ligando

Energia de
union

(kcal/mol)

7-
ZINC65567489

8-
ZINC71900698

9-
ZINC84335291

10-
ZINC84452096

PH)

THR-IIGG} R

ALA-1164

LYS-1073

THR-1118

THR-116

120

THR-1166

]

PH: LEU-78, LYS-1073,
THR-1118

IH: PHE-84, ILE-1123,

ALA-1164, THR-1166

PH: LEU-78, LYS-1073,
THR-1118
IH: LEU-78, LYS-1119,
ASP-1120, ILE-1123

PH: LEU-78, LYS-1073,
THR-1118
IH: LEU-78, PHE-84,
ASP-1120, THR-1166

PH: LEU-78, LYS-1073,
THR-1118
IH: LEU-78, PHE-84,
THR-1166

-6.97

-5.75

-6.82

-6.98

(Morris et al, 2009), (Adasme et al, 2021), (Schrodinger & DeLano, 2020)

Se realizaron modificaciones estructurales a las tres moléculas con mejor afinidad del paso anterior

para mejorar sus propiedades farmacocinéticas, obteniendo cinco derivados de cada una para un total de 15
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moléculas nuevas. Los residuos involucrados en las interacciones moleculares entre la proteasa y las
moléculas evaluadas fueron los mismos que los del paso anterior, sin embargo, se identificé un nuevo tipo
de interaccion, el cual fue un enlace cation-rt entre la molécula 5-ZINC-MOD?2 y el residuo LYS-1073

(Cuadro 6).

De los derivados de R-12, ninguno obtuvo una energia de uniéon mas negativa que la molécula original,
por lo que las modificaciones realizadas no presentaron una mejora en la afinidad al sitio alostérico de la
proteasa NS2B/NS3 del virus Zika. Sin embargo, tanto el derivado 5-ZINC-MODS5 como los derivados 6-
ZINC-MOD1, 6-ZINC-MOD2, 6-ZINC-MOD3 y 6-ZINC-MOD4 presentaron menores energias de union
que sus moléculas base y que el compuesto R-12, que fue el que obtuvo la mejor afinidad en el paso anterior
(-7.63 kcal/mol). De estos derivados, la molécula 6-ZINC-MOD2 mostr6 tener la menor energia de union
(-7.91 kcal/mol) y, por lo tanto, la mayor afinidad al sitio alostérico del sistema biologico de interés (Cuadro
6).

Cuadro 6. Interaccion molecular de las moléculas modificadas en el sitio alostérico de la proteasa

NS2B/NS3 del virus Zika

Aminoacidos que Energia
Molécula Interacciones moleculares en el sitio alostérico interaccionan con el de unién
ligando (kcal/mol)

PH: THR-1118,
GLN-1167
IH: VAL-76, LEU-78,
PHE-84, GLN-1074,
THR-1118, ILE-1123
PS: ASP-1120

R12-MOD1 -7.38

ASP-1120
PH: LYS-1119, ASP-

1120
IH: LEU-78, PHE-84,
GLN-1074, THR- -6.79
1118, ASP-1120,
ALA-1164, THR-
1166

R12-MOD2
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Molécula

Interacciones moleculares en el sitio alostérico

Aminoacidos que
interaccionan con el

ligando

Energia
de unién

(kcal/mol)

R12-MOD3

R12-MOD4

R12-MODS5

5-ZINC-
MOD1

GLN-107

PHE-84

PH: LEU-78, LYS-
1073
IH: LEU-78, PHE-84,
ILE-1123, ALA-1164,
THR-1166

PH: LEU-78, LYS-
1073
IH: LEU-78, PHE-84,
ILE-1123, GLN-1167

PH: LEU-78, THR-
1118, LYS-1119,
ASP-1120, ASN-
1152, THR-1166

IH: LEU-78, GLN-
1074, THR-1118,

THR-1166

PH: LEU-78, LYS-
1073, GLN-1074,
THR-1118
IH: LEU-78, PHE-84,
GLN-1074

-7.22

-7.57

-7.55

-7.12
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Molécula

Interacciones moleculares en el sitio alostérico

Aminoacidos que
interaccionan con el

ligando

Energia
de unién

(kcal/mol)

5-ZINC-
MOD2

5-ZINC-
MOD3

5-ZINC-
MOD4

LN-1167

PH: LEU-78, LYS-
1073, LYS-1119,
ASP-1120
IH: ALA-77,LYS-
1073, ASP-1120, ILE-
1123
Cation-pi: LYS-1073

PH: LYS-1073, THR-
1118, ASN-1152,
THR-1166, GLN-

1167
IH: LEU-78, LYS-
1073, GLN-1074,
ILE-1123

PH: LYS-1073, THR-
1118
IH: LEU-78, LYS-
1073, GLN-1074,
ILE-1123, GLN-1167

-7.16

-7.12

-7.33
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Aminoacidos que  Energia de

Molécula Interacciones moleculares en el sitio alostérico interaccionan con el unién
ligando (kcal/mol)
PH: LYS-1073, GLN-
1167
5-ZINC- IH: LEU-78, PHE-84,
MOD5 GLN-1074, THR- 78l
1118, ILE-1123
PS: ASP-1071
PH: LEU-78, GLN-
6.ZINC- 1074, THR-1118,
MOD1 ASP-1120, ILE-1165 -7.73
IH: LEU-78, PHE-84,
THR-1118, ILE-1123
PH: LEU-78, LYS-
6-ZINC- 1073
MOD2

-7.91
IH: LEU-78, GLN-

1074, ASP-1120
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Aminoacidos que Energia
Molécula Interacciones moleculares en el sitio alostérico interaccionan con el de union

ligando (kcal/mol)

LYS-1073
PH: LEU-78, LYS-

6-ZINC- 1073
MOD3 IH: LEU-78, GLN- o7
1074
LYS-1073
ASP-1120

PH: LEU-78, LYS-

6-ZINC- 1073, THR-1118

MOD4 IH: LEU78, PHE-84, 2
ASP-1120, ILE-1123

PlE-84 THR-1118

PH: LEU-78, LYS-

6-ZINC- 1073, THR-1118

MODS5 IH: LEU-78, PHE-84, 7

ILE-1123

ILE-1123

(Morris et al, 2009), (Adasme ef al, 2021), (Schrodinger & DelLano, 2020)
Se evaluaron los descriptores de absorcion intestinal en humanos, union a proteinas plasmaticas,

depuraciéon y toxicidad aguda oral en ratas, que representan las caracteristicas de absorcion,

distribucion, excrecion y toxicidad, respectivamente. Se predijo que todas las moléculas evaluadas
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presentan una absorcion intestinal en humanos adecuada. En los demas descriptores se predijeron

diversos resultados que se pueden encontrar en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Descriptores de absorcion, distribucion, excrecion y toxicidad de las moléculas evaluadas

Absorcion Unién a
Molécula Intestinal en proteinas Depuracién Toxicidad agua
— plasméticas (mL/min/kg) oral en ratones
Curcumina HIA- 99.80% 13.839 (++)
Myricetina HIA- 92.77% 7.716 (--)
Luteolina HIA- 95.44% 8.146 (--)
Quercetina HIA- 95.50% 8.284 (=)
R-12 HIA- 98.22% 6.247 (=)
1-ZINC03182810 HIA- 86.66% 4.747 (+++)
2-ZINC78904136 HIA- 89.42% 2.049 ()
3-ZINC94610804 HIA- 85.61% 11.087 ()
4-ZINC83925409 HIA- 98.39% 4.84 (--)
5-ZINC08971844 HIA- 98.44% 1.436 (--)
6-ZINC08971849 HIA- 98.65% 1.575 ©)
7-ZINC65567489 HIA- 98.88% 13.462 (=)
8-ZINC71900698 HIA- 42.21% 3.659 (--)
9-ZINC84335291 HIA- 97.36% 12.312 (--)
10-ZINC84452096 HIA- 90.58% 13.727 ©)
R-12-MOD1 HIA- 47.56% 7.561 (++)
R-12-MOD2 HIA- 48.18% 7.925 )
R-12-MOD3 HIA- 93.07% 7.581 (++)
R-12-MOD4 HIA- 94.74% 7.658 (+++)
R-12-MODS HIA- 92.29% 7.701 (+++)
5-ZINC-MOD1 HIA- 82.96% 3.174 (--)
5-ZINC-MOD2 HIA- 92.13% 1.684 (--)
5-ZINC-MOD3 HIA- 80.19% 3.95 (--)
5-ZINC-MOD4 HIA- 91.16% 1.835 (--)
5-ZINC-MODS5 HIA- 79.59% 4.175 )
6-ZINC-MOD1 HIA- 78.82% 4.461 ©)
6-ZINC-MOD2 HIA- 91.21% 2.081 ()
6-ZINC-MOD3 HIA- 75.82% 5.068 )
6-ZINC-MOD4 HIA- 91.19% 2.151 +)
6-ZINC-MODS HIA- 75.85% 5.129 (+)

HIA-: > 30% de absorcion intestinal en humanos

Toxicidad aguda oral en ratas: Probabilidad de que la molécula sea toxica, de 0 a 1.

(---) es 0-0.1, (--) es 0.1-0.3, (-) es 0.3-0.5, (+) s 0.5-0.7, (++) €s 0.7-0.9 y (+++) es 0.9-1.
(Xiong et al, 2021)
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Para hacer mas sencilla la identificacion de los mejores candidatos, se elaboraron graficas de los

tres descriptores restantes (Union a proteinas plasmaticas, depuracion y toxicidad aguda oral en ratas).

Figura 6. Union a proteinas plasmaticas de las moléculas evaluadas

6-ZINC-MOD5 o
6-ZINC-MOD4 o
6-ZINC-MOD3 o
6-ZINC-MOD2 o
6-ZINC-MOD1 ]
5-ZINC-MOD5 o
5-ZINC-MOD4 o
5-ZINC-MOD3 o]
5-ZINC-MOD2 o}
5-ZINC-MOD1 o
R-12-MOD5 o
R-12-MOD4 o
R-12-MOD3 o
R-12-MOD2 o
R-12-MOD1 o
10-ZINC84452096 o
9-ZINC84335291 o
8-ZINC71900698 o
7-ZINC65567489
6-ZINC08971849
5-ZINC08971844
4-ZINC83925409
3-ZINC94610804 o
2-ZINC78904136 o
1-ZINC03182810 o
R-12 o
Quercetina o
Luteolina o
Myricetina o
Curcumina o
T T T T T

0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

Porcentaje de unién a proteinas plasmaticas

(Rstudio Team, 2021)

Las moléculas que mostraron un porcentaje de union a proteinas plasmaticas ideal (menor al 90%)
fueron 1-ZINCO03182810, 2-ZINC78904136, 3-ZINC94610804, 8-ZINC71900698, R-12-MOD1, R-12-
MOD?2, 5-ZINC-MOD1, 5-ZINC-MOD3, 5-ZINC-MOD35, 6-ZINC-MOD1, 6-ZINC-MOD3 y 6-ZINC-
MODS. Ninguno de los inhibidores alostéricos reportados anteriormente tiene una unioén a proteinas

plasmaticas ideal (Roy et al, 2017), (Millies ef al, 2019).
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Figura 7. Depuracion de las moléculas evaluadas

6-ZINC-MOD5 o
6-ZINC-MOD4 o]
6-ZINC-MOD3 (<]
6-ZINC-MOD2 o

6-ZINC-MOD1 o
5-ZINC-MOD5 o)
5-ZINC-MOD4 o

5-ZINC-MOD3 o
5-ZINC-MOD2 o

5-ZINC-MOD1 o
R-12-MOD5 o
R-12-MOD4
R-12-MOD3
R-12-MOD2 o

R-12-MOD1 o]

10-ZINC84452096 o
9-ZINC84335291 o]
8-ZINC71900698 o
7-ZINC65567489 o
6-ZINC08971849 ]

5-ZINC08971844 o

4-ZINC83925409 o
3-ZINC94610804 o
2-ZINC78904136 (o}

1-ZINC03182810 o
R-12 o

Quercetina o

Luteolina o

Myricetina o

Curcumina o

%o

Depuracién (ml/min/Kg)

(Rstudio Team, 2021)

Con respecto al indice de depuracion, se predijo que las moléculas que mostrarian una depuracion ideal
(mayor a 5 ml/min/kg) fueron todos los inhibidores alostéricos reportados anteriormente (curcumina,
quercetina, luteolina, myricetina y R-12), 3-ZINC94610804, 7-ZINC65567489, 9-ZINC84335291, 10-
ZINC84452096, todos los derivados de R-12, 6-ZINC-MOD3 y 6-ZINC-MODS5. Ninguno de los derivados

de 5-ZINC mostraron tener un valor de depuracion ideal.
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Figura 8. Toxicidad aguda oral en ratones de las moléculas evaluadas (1 es la probabilidad de que sean

toxicas)
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(Rstudio Team, 2021)

Las moléculas para las que se predijo baja probabilidad de ser toxicas por administracion oral en ratas
fueron los compuestos naturales reportadas por Roy, excepto la curcumina (Roy et al, 2017), R-12, todas
las moléculas obtenidas de la base de datos de ZINC, excepto 1-ZINC03182810 (Sterling & Irwin, 2015),
todos los derivados de 5-ZINC08971844, excepto 5-ZINC-MODS vy el derivado 6-ZINC-MOD1.

Finalmente, se seleccionaron las moléculas con mejor posibilidad de seguir siendo desarrolladas como
farmacos antivirales contra el Zika segin sus caracteristicas farmacocinéticas y seguridad, tomando en
cuenta Unicamente aquellas cuya una energia de union al sitio alostérico era mas negativa que -7.5 kcal/mol,

las cuales fueron R-12, 6-ZINC-MOD1 y 6-ZINC-MOD3 (Cuadro 8 y Cuadro 10 en ANEXOS).
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Cuadro 8. Moléculas que exhibieron el mejor potencial para su futuro desarrollo como farmacos

antivirales contra el virus Zika

Nombre Estructura Energia de union (kcal/mol)

R-12 o -7.63

6-ZINC-MOD1 -7.73

6-ZINC-MOD3 -7.67

(ChemAxon, 2021), (Morris et al, 2009)
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VII. DISCUSION

El Zika es una enfermedad provocada por el virus Zika que se transmite principalmente por la picadura
de mosquitos. La mayoria de las veces los sintomas que se presentan son leves, sin embargo, este virus esta
asociado a graves complicaciones en el cerebro o sistema nervioso como el sindrome de Guillain-Barré. En
personas embarazadas, la infeccion durante el embarazo podria llevar a complicaciones como el aborto
espontaneo y es causa de microcefalia y otras malformaciones congénitas. Actualmente no existen vacunas
o farmacos antivirales para prevenir o tratar la infeccion por Zika (OMS, 2018). La proteasa NS2B/NS3
del virus Zika es un farget atractivo para el desarrollo de fArmacos antivirales ya que juega un rol importante

en la replicacion viral (Cox, Stanton & Schinazi, 2015).

Previamente se han reportado varios inhibidores competitivos para la enzima NS2B/NS3 del Zika
(Chan et al, 2017) (Lei et al, 2016) (Lee et al, 2017). Sin embargo, el disefio de inhibidores para este tipo
de proteasas es un reto ya que el sitio activo es flexible, poco profundo y se encuentra expuesto al solvente
(Lee et al, 2017). Roy y colaboradores encontraron que algunas moléculas naturales inhibian la proteasa de
manera no competitiva y, mas adelante, se identificé en una investigacion realizada por Lim y
colaboradores, que la inhibicion alostérica del complejo NS2B/NS3 se da al desestabilizarse la
conformacion cerrada, que es la conformacion activa (Roy et al, 2017), (Lim et al, 2020). El presente
estudio tuvo como finalidad realizar un analisis in silico de moléculas obtenidas a partir de un modelo
farmacoforo generado de inhibidores alostéricos reportados y disefiar posibles derivados con actividad

farmacoterapéutica.

Las interacciones intermoleculares que se dan en el complejo proteina-ligando son importantes para
determinar la afinidad y especificidad de una molécula al sitio de unidn, ya que a veces permiten aumentar
la energia libre de Gibbs, que es importante para determinar la estabilidad de cualquier complejo bioldgico.
Una energia de unién mas negativa indica que la molécula muestra una mejor interaccion y posiblemente
una mejor actividad inhibitoria (Bisantz, Kuhn & Stahl, 2010). Todas las moléculas evaluadas, excepto 2-
ZINC78904136, tuvieron un valor de energia de union negativo, indicando su posible capacidad inhibitoria.
Los mejores candidatos (Cuadro 8) tuvieron de las mejores energias de union observadas, lo que indica una

buena afinidad a la proteasa NS2B/NS3 del virus Zika.

El modelo farmacoforo se generd a partir de cinco inhibidores alostéricos de la proteasa NS2B/NS3
del Zika reportados en la literatura y se realizé un cribado virtual (virtual-screening) para encontrar mas
moléculas que compartieran las mismas caracteristicas en la misma orientacion relativa (Gajipara &
Georrge, 2018). De las 10 moléculas seleccionadas, inicamente una (2-ZINC78904136) no mostr6 afinidad
al sitio activo, ya que la energia de unidn era positiva (+45.1 kcal/mol), lo que indica que el modelo
farmacoforo permiti6 identificar, en su mayoria, moléculas que inhiben alostéricamente a la proteasa viral

NS2B/NS3 del Zika (Cuadro 5).

Luego del primer estudio de acoplamiento molecular se seleccionaron las tres moléculas con menores

energias de union para realizarles modificaciones estructurales. Estas fueron R-12 (-7.63 kcal/mol), 5-
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ZINC08971844 (-7.61 kcal/mol) y 6-ZINC08971849 (-7.58 kcal/mol) (Cuadro 5). Para analizar si las
modificaciones mejoraron la afinidad a la proteasa viral NS2B/NS3 del Zika, se compararon las energias
de union de las moléculas originales con las de sus derivados. Para el compuesto R-12, las modificaciones
estructurales no mejoraron su afinidad al sitio alostérico debido a que sus derivados presentaron energias
de unién menos negativas (Cuadro 6). Para el compuesto 5-ZINC08971844, tnicamente el derivado 5-
ZINC-MODS present6 una energia de enlace mas negativa (-7.81 kcal/mol) y, por lo tanto, una mayor
afinidad (Cuadro 6). Finalmente, para el compuesto 6-ZINC08971849, los derivados 1 — 4 presentaron
energias de unidon mas negativas que la molécula original (-7.73, -7.91, -7.67 y -7.82 kcal/mol,
respectivamente), indicando que las modificaciones estructurales realizadas mejoraron su afinidad al sitio

alostérico (Cuadro 6).

La prediccion de abosrcion intestinal en humanos es un objetivo importante para el disefio,
optimizacion y seleccion de candidatos para su desarrollo como farmacos orales (Wessel, Jurs, Tolan, &
Muskal, 1998). Se predijo que todas las moléculas evaluadas tendrian un porcentaje de absorcion intestinal
adecuado (>30%), por lo que se podria pensar que presentarian una absorcion por la via oral adecuada en

estudios in vivo (Cuadro 7).

Uno de los factores mas importantes que afectan el perfil farmacocinético y farmacodinamico de un
medicamento es la union a proteinas plasmaticas, pues este controla la concentracion de farmaco libre y
terapéuticamente activo en el plasma (Zhivkova & Doytchinova, 2012). Como regla general, los farmacos
que tienen una baja unidn a proteinas plasmaticas penetran mejor en los tejidos que aquellos que tienen una
alta union, pero se excretan mucho mas rapido (Scheife, 1989). Una regla ampliamente aceptada, pero que
no se cumple en el 100% de los casos, es que un farmaco mas lipofilico presentard mayor unioén a las
proteinas plasmaticas (Yartsev, 2021). Las moléculas seleccionadas para el disefio de derivados (R-12, 5-
ZINCO08971844 y 6-ZINC08971849) presentaron una union a proteinas plasmaticas muy alta (>90%), sin
embargo, se observa que algunos derivados obtuvieron mejores resultados para este descriptor (Cuadro 7 y

Figura 6).

En el caso de los derivados de R-12, se puede observar que los compuestos R-12-MOD1 y R-12-MOD2
fueron los que presentaron una menor union plasmatica. En el Cuadro 9 (Ver ANEXOS) se observa que la
adicion de grupos alquilo (propilo e isopropilo), disminuyeron el porcentaje de uniéon a proteinas
plasmaticas, a pesar de que hayan aumentado el valor de logP de la molécula original. Esto deja en evidencia
que la regla general de “entre mas lipofilica es la molécula mayor sera su porcentaje de union a proteinas
plasmaticas” no se cumple estrictamente, ya que existen otros factores que afectan la union a proteinas
plasmaticas, como la semejanza de la molécula a ligandos endogenos y la existencia de sitios de unioén

selectivos a cierto tipo de familia de farmacos (Yartsev, 2021).
Los compuestos 5-ZINC08971844 y 6-ZINC08971849 son enantiomeros, por lo que sus derivados

también lo son entre ellos. En el caso de sus derivados, se observa que las modificaciones 1, 3 y 5 fueron

las que demostraron un porcentaje de union a proteinas plasmaticas menor (Cuadro 7 y Figura 6). Si se
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observan sus estructuras (Cuadro 9 en ANEXOS) se puede notar que fueron los sustituyentes polares los
que permitieron disminuir el valor de este descriptor. En este caso, se evidencia que la adicion de grupos
polares en la molécula disminuye su afinidad por las proteinas plasmaticas, pues se disminuye la

hidrofobicidad.

La depuracion es un parametro farmacocinético importante que define, junto al volumen de
distribucion, la vida media de un fAirmaco, y por lo tanto, la frecuencia de dosificacion. Se refiere al volumen
de plasma que es procesado, por unidad de tiempo, para eliminar el determinado farmaco (Maya, 2007).
Como se observa en la Figura 7, los 5 inhibidores alostéricos reportados mostraron tener una depuracion
moderada (5 — 15 ml/min/kg). Las moléculas 5-ZINC08971844 y 6-ZINC08971849 obtuvieron un valor de
depuracion baja (<5 ml/min/kg). Las derivados de R-12 aumentaron el valor para este descriptor pero se
mantuvo en el rango de depuraciéon moderada. Todos los derivados de 5-ZINC08971844 mostraron tener
una baja depuracion, mientras que los derivados 6-ZINC-MOD3 y 6-ZINC-MODS fueron los nicos que

mostraron un valor de depuracion satisfactorio, justo por encima de 5 ml/min/kg (Cuadro 7).

La determinacion de toxicidad aguda oral en mamiferos (por ejemplo, ratas) es una de las tareas mas
importantes para evaluar la seguridad de los compuestos y es uno de los pasos clave en el disefio de
medicamentos (Hughes ef al, 2008). Las moléculas evaluadas podrian caer en dos clasificaciones, en donde
un valor de LDso > 500 mg/kg se considera de “baja toxicidad” y las moléculas con LDso < 500 mg/kg se
consideran de “alta toxicidad”. En la Figura 8 se muestra que el valor de salida es la probabilidad de que la
molécula evaluada sea toxica, entre el rango de 0 a 1 (Xiong et al, 2021). De los inhibidores alostéricos
reportados, inicamente la curcumina parece ser toxica. De las 10 moléculas obtenidas a partir del modelo
farmacoforo, unicamente el compuesto 1-ZINC03182810 parece ser toxico, lo que se puede deber a la
presencia de un grupo fosfato en su estructura (Ver Cuadro 9 en ANEXOS), que contribuye a propiedades
farmacocinéticas poco favorables (Brenk et a/, 2008). Se predijo que los derivados de R-12 mostrarian una
alta toxicidad aguda oral, al igual que el derivado 5 del compuesto 5-ZINC08971844 y los derivados 2 — 5
del compuesto 6-ZINC08971849 (Figura 8).

Es importante mencionar, que los resultados de toxicidad (-) y (+) (valores de probabilidad entre 0.3 —
0.7) se encuentran en el limite entre “tdxico” y “no toxico”, por lo tanto, se recomienda no confiar
completamente en este resultado y realizar una evaluacion mas a profunidad (Xiong et al, 2021). Tomando
en cuenta este aspecto, no se puede concluir con certeza que los compuestos 5-ZINC-MODS y los 5

derivados de 6-ZINC08971849 sean toxicos o no toxicos segun este modelo de prediccion.

Para seleccionar las tres moléculas que se consideran los mejores candidatos para farmacos antivirales
contra el Zika, se tomaron en cuenta Uinicamente las que presentaron energias de uniéon mas negativas que
-7.5 kcal/mol. Este valor de energia de union se escogio asi de manera empirica, para cerciorarse de que las
moléculas candidatos mostraran alta afinidad por la proteasa viral NS2B/NS3 del Zika. De las 30 moléculas
evaluadas, solamente 10 se encuentran por debajo de este valor de energia de unién (Ver Cuadro 5y 6).
Luego, se utilizd un sistema de categorizacion binario de los tres descriptores farmacocinéticos (absorcion

intestinal, union a proteinas plasmaticas y depuracion) y el descriptor farmacodinamico (toxicidad agua
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oral en rata) para escoger los mejores candidatos, en donde “0” representa un valor no ideal y “1” representa
un valor ideal para ese descriptor en especifico. En el Cuadro 9 (Ver ANEXOS) se puede observar este
sistema de clasificacion para las moléculas evaluadas. Los tnicos compuestos que cumplieron con al menos
3 puntos de 4 y que se consideran como los compuestos con mejor potencial para su posterior investigacion

fueron R-12, 6-ZINC-MOD1 y 6-ZINC-MOD3.

El compuesto R-12, propuesto por Millies y coraboradores, mostr6 tener un valor para absorcion
intestinal en humanos mayor al 30%, una depuracion de 6.2 ml/min/kg y una baja toxicidad aguda oral en
ratas. Sin embargo, el porcentaje de union a proteinas plasmaticas parece estar por encima del ideal (98.2%),
lo que podria limitar la habilidad del fArmaco de penetrar en los tejidos y representa un obstaculo en el
desarrollo de medicamentos. La adicién de un centro basico o el aumento del pKa basico de una molécula

podria disminuir el grado de union a proteinas plasmaticas (Gleeson, 2006).

El compuesto 6-ZINC-MODI1 es el que presentd una energia de union mas negativa (-7.73 kcal/mol)
que los candidatos propuestos, lo que indica que es el candidato con mayor capacidad inhibitoria. Demostrd
tener descriptores de absorcion intestinal, union a proteinas plasmaticas y toxicidad aguda oral en ratas
adecuados, siendo el descriptor de depuracion el unico fuera del rango de idealidad, que dio un valor de 4.5
ml/min/kg (Cuadro 7). Cabe mencionar que la probabilidad de este compuesto de ser toxico es de 0.3 — 0.5,
por lo que se requieren de una investigacion mas a profundidad para predecir la toxicidad aguda oral (Xiong

et al, 2021).

Finalmente, el compuesto 6-ZINC-MOD?3 present6 una energia de union de -7.67 kcal/mol y valores
adecuados para los descriptores de absorcion, distribucion y excrecion, sin embargo, el resultado para
toxicidad aguda oral en ratas fue desfavorable y representa una limitante. Como se mencion6 anteriormente,
debido a que el compuesto tiene una probabilidad entre 0.5 y 0.7 de ser tdxico, se recomienda investigar

mas a profunidad la toxicidad de este para hacer una conclusion certera (Xiong et al, 2021).

Es importante mencionar que en los estudios de acoplamiento molecular los estados de protonacion,
especialmente dentro del sitio de unién, son de crucial importancia para predecir el modo de union y la
afinidad (Berry, Fielding & Gamieldien, 2015). Si se asignan estados de protonacion incorrectos, esto
afectara el estado de los donadores y aceptores de hidrogenos, lo que limita enormemente la prediccion
precisa de las interacciones proteina-ligando (Polgar & Keserii, 2005). Ademas, las cadenas laterales de los
aminoacidos ionizables también pueden variar sus estados de protonacion dependiendo del ambiente local
y el pH. Comunmente, los aminoacidos asparagina y glutamina se encuentran desprotonados y arginina y
lisina se encuentran protonados, sin embargo, esta es una generalizacion (Berry, Fielding & Gamieldien,
2015). Para obtener resultados acertados se deben tomar en cuenta el microambiente del residuo y el pH

fisiologico del receptor (Polgar & Keserii, 2005).

Por ejemplo, el compuesto 5-ZINC-MOD?2 tiene una interaccion del tipo cation-m entre el anillo

bencénico y el residuo LY S-1073 (Cuadro 6). Si la cadena lateral de este residuo no se encontrara protonada

34



debido al microambiente en donde se encuentra, esta interaccion no se daria y la energia de union seria
diferente. Se deben utilizar técnicas para predecir correctamente los estados de protonacion, pero esto
depende del tipo de receptor que se esta estudiando, por lo que se requiere una investigacion profunda y

verificacion de las técnicas utilizadas para este fin (Berry, Fielding & Gamieldien, 2015).

Los estudios in silico presentan diversas ventajas para el descubirmiento de farmacos como la
prediccion de factores importantes, entre los cuales destacan la interaccion molecular con enzimas y
descriptores farmacocinéticos. Sin embargo, este tipo de estudios presentan limitantes relacionadas con el
tratamiento estatico o semiflexible de los ligandos y los targets. Ademads, no toman en cuenta la solvatacion
y el efecto entrdpico, lo que limita fuertemente su poder predictivo. Por esta razdén, se recomiendan las
simulaciones de dinamica molecular (MD) pues estas permiten una exploracion completa del
reconocimiento y union del ligando al target de interés, tanto desde el punto de vista energético como

mecanistico (Gioia, Bertazzo, Recanatini, Masetti & Cavalli, 2017).
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VIII. CONCLUSIONES

El modelo farmacoforo generado a partir de inhibidores alostéricos de la proteasa viral NS2B/NS3 del
Zika permitié obtener moléculas con capacidad inhibitoria ya que se obtuvieron energias de enlace
favorables (-7.61 a -4.52 kcal/mol), exceptuando el compuesto 2-ZINC78904136, que mostr6é una energia
de enlace positiva (+41.5 kcal/mol). Por lo tanto, pueden inhibir la proteasa viral del Zika dando como

resultado su muerte.

Se encontré que de los inhibidores reportados y de las 10 moléculas obtenidas del modelo farmacoforo,
las moléculas con una energia de union mas negativa y, por lo tanto, mejor afinidad al sitio alostérico fueron
R-12 (-7.63 kcal/mol), 5-ZINC08971844 (-7.61 kcal/mol) y 6-ZINC08971849 (-7.58 kcal/mol). Los
derivados generados a partir de estas moléculas presentaron en algunos casos energias de uniéon mas
negativas que los compuestos originales, indicando que algunas modificaciones estructurales mejoraron su

afinidad al sitio alostérico.

Los candidatos que exhibieron un mejor potencial para su futuro desarrollo farmacoterapéutico fueron
las moléculas R-12, 6-ZINC-MOD1 y 6-ZINC-MOD3, pues presentaron energias de union favorables de -
7.63 kcal/mol, -7.73 kcal/mol y -7.67 kcal/mol, respectivamente. Ademas, también presentaron al menos 3

de 4 descriptores farmacocinéticos y farmacodinamicos en niveles adecuados.

La molécula R-12 fue el candidato que presento el perfil farmacologico mas seguro por su resultado

no toxico en el descriptor de toxicidad aguda oral en ratas.
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IX. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar un andlisis a profundidad de los estados de protonacién en el sitio alostérico

para predecir el modo de union y la afinidad de manera precisa.

Se recomienda dar seguimiento a esta investigacion realizando un analisis de acoplamiento molecular
dinamico para eliminar las limitantes asociadas al tratamiento estatico o semiflexible de los estudios de

acoplamiento molecular comunes y comparar los resultados con los obtenidos en este estudio.
Se recomienda realizar la sintesis de los candidatos R-12, 6-ZINC-MODI1 y 6-ZINC-MOD?2 para

realizar estudios in vitro e in vivo que ayuden a determinar su potencial farmacoterapéutico y para demostrar

la eficacia y seguridad de los mismos.
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XI. ANEXOS

Figura 9. Proteasa NS2B/NS3 del virus Zika A) con el inhibidor cn-716 en el sitio activo y B) sin
inhibidor. La cadena roja representa la molécula “A” y la azul representa la molécula “B” (codigo PDB
5LCO).

(Pettersen et al, 2004)

Figura 10. Proteasa NS2B/NS3 del virus Zika con el cubo de interaccion molecular (verde) en las
coordenadas x = 90.46, y = 49.76 y z= 143.94 y tamafio 40, 54 y 60, respectivamente.

(Pettersen et al, 2004)



Figura 11. Script realizado en RStudio para tratar los resultados obtenidos de ZINCPharmer (paso 3 en
Métodos).

#Librerias
install.packages('cinf', repos='http://R-Forge.R-project.org')
library('cinf')
install.packages('rcdk')
library('rcdk')
chooseCRANmirror()
install.packages("BiocManager")
library(BiocManager)
BiocManager::install('ChemmineR"')
library(ChemmineR)
install.packages('writexl')
library(writexl)

#Cargar base de datos
moleculassdf <- read.SDFset("/Users/anajuarez/Desktop/Universidad/TESIS/query_results.sdf")
moleculassmi <- read.SMIset("TESISAJ/query.smi")

#Crear vector con SMILES en formato adecuado (IAtomObject) (en 3 vectores)
vector <- c()
for (i in 1:length(moleculassmi)){
mol <- moleculassmi[[i]]
mol <- as.character(mol)
mol <- parse.smiles(mol[[1]1])
vector <- c(vector, mol[[1]])
}

#Evaluar ley de Lipinski (en tres vectores)

vector2 <- c()

for (i in 1:length(moleculassmi)) {
desc <- eval.desc(vector[[i]],"org.openscience.cdk.qgsar.descriptors.molecular.RuleOfFiveDescriptor")
vector2 <- c(vector2, desc)

#Juntar listas para crear la lista de Lipinski
listalipinski <- c(vector4, vector5, vectoré)

#Convertir lista a vector que contenga unicamente las fallas de Lipinski

for (i in 1:length(listalipinski)){
lip <~ listalipinski[[i]]
vectorLipinski <- c(vectorLipinski, lip)

#Vector nombres

Nombres <- c()

for (i in 1:length(moleculassmi)) {
nombre <- sdfid(moleculassdf[[i]])
Nombres <- c(Nombres, nombre[[1]])

#Vector SMILES

vectorSmiles <- c()

for (i in 1:length(moleculassmi)) {
smi <- moleculassmi[[i]]
smi <- as.character(smi)
vectorSmiles <- c(vectorSmiles, smi)

#Vector RMSD

vectorRMSD <- c()

for (i in 1:length(moleculassmi)) {
rmsd <- datablock(moleculassdf[[i]])
vectorRMSD <- c(vectorRMSD, rmsd[[1]])

}

#Crear data frame
dataframelLip <- data.frame(Nombres, vectorSmiles, vectorLipinski, vectorRMSD)

#Exportar como Excel
write_xlsx(dataframelLip, '/Users/anajuarez/Desktop/Universidad/TESIS/LIPINSKI_ZINC.x1lsx')
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Cuadro 9. Moléculas evaluadas en el estudio

Nombre Cédigo SMILES Estructura
O/CHJ
Curcumina COC1=C(C=CC(=C1)C=CC(=0)CC(=0 " o
)C=CC2=CC(=C(C=C2)0)00)0  mew e
o (o]
L C1=C(C=C(C(=C10)0)0)C2=C(C(=0)
Myricetina C3=C(C=C(C=C302)0)0)0
_ C1=CC(=C(C=C1C2=CC(=0)C3=C(C=
Luteolina C(C=C302)0)0)0)0
, C1=CC(=C(C=C1C2=C(C(=0)C3=C(C
t
Quercetina ~C(C=C302)0)0)0)0)0
EN o
0C1=C(0)C=C2N=C(NC(=0)[C@@H] é
R-12 3CCCN3S(=0)(=0)C3=CC=C(C=C3)N( o

1-ZINC03182810

2-ZINC78904136

3-ZINC94610804

=0)=0)SC2=C1

CCN(P1(=0)OC(=Nc2clc(C)nn2clceee
cl)clec(OC)e(c(c1)OC)OC)CC

COclce(c(cc10C)Br)S(=0)(=0O)N[C@
@H]1CCC[C@@H]1C(=O)N

CCCCIC@@H([C@Q@](clecc(c(c1)OC
)O)(0O)C)C(=0)[O-]
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Nombre Cédigo SMILES Estructura

H,C

~

COclcc2c(cc10C)ne([nH]c2=0)clec(Cl

4-71 254
NC83925409 )e2¢(c1)0CCCO2

COc1¢(0C)ce(cc10C)C(=0)[C@H]1C(
5-ZINC08971844 =NO[C@@]21C(=0O)Nclc2ccecl)clece
(cc])Cl

COc1c(0C)cc(cc10C)C(=0)[C@H]1C(
6-ZINC08971849 =NO[C@]21C(=0O)Nclc2cccel)clece(ce
1)Cl

CCN(C(=0)[C@@H]1CSCN1S(=0)(=

7-ZINC65567489
O)clece2e(c1)0OCCCO2)CC

COC[C@@](C(=0)N)(NS(=0)(=O)clcc

8-ZINC71900698 (OC)e(ce1 C)OC)C

0=C(clec(Cl)e2e(c1)OCCO2NO[C@H N

9-ZINC84335291
J1CCCCOl o

Cl
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Nombre

Cédigo SMILES

Estructura

10-ZINC84452096

R-12-MOD1

R-12-MOD2

R-12-MOD3

R-12-MOD4

R-12-MODS

0=C(clece2e(c1)OCCO2)NO[C@H]1C
CCCOl

CCCNICCCCIC(=0)NC1=NC2=CC(O
C)=C(0C)C=C2S1

COC1=C(OC)C=C2N=C(NC(=0)C3CC
CN3C(C)C)SC2=C1

COC1=C(OC)C=C2N=C(NC(=0)C3CC
CN3C3=CC=CC=C3)SC2=C1

COC1=C(OC)C=C2N=C(NC(=0)C3CC
CN3C3=CC=C(F)C=C3)SC2=C1

COC1=C(0C)C=C2N=C(NC(=0)C3CC
CN3C3=CC=C(C=C3)CH#N)SC2=C]1

\NH

O

Qj(”*/:j@(o

b i

0.
o

3
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Nombre

Cédigo SMILES

Estructura

5-ZINC-MOD1

5-ZINC-MOD2

5-ZINC-MOD3

5-ZINC-MOD4

5-ZINC-MODS5

6-ZINC-MOD1

COC1=CC(=CC(0OC)=C10C)C(=0)[C
@H]1C=NO[C@]11C(=0)NC2=C1C=C
Cc=C2

CCCC1=NO[C@@]2([C@H]1C(=0)C1
=CC(0C)=C(OC)C(OC)=C1)C(=0)NC1
=C2C=CC=C1

COC1=NO[C@@2([C@H]1C(=0)C1=
CC(OC)=C(OC)C(OC)=C1)C(=0)NC1=
C2C=CC=Cl

COC1=CC(=CC(0OC)=C10C)C(=0)[C
@H]1C(=NO[C@]11C(=0)NC2=C1C=
CC=C2)C(C)C

COC1=CC(=CC(0OC)=C10C)C(=0)[C
@H]1C(CCN(C)C)=NO[C@]11C(=0)N
C2=C1C=CC=C2

COC1=CC(=CC(0OC)=C10C)C(=0)[C
@H]1C=NO[C@@]11C(=0)NC2=C1C
=CC=C2

HsC
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Nombre

Cédigo SMILES

Estructura

6-ZINC-MOD2

6-ZINC-MOD3

6-ZINC-MOD4

6-ZINC-MODS

CCCC1=NO[C@]2([C@H]1C(=0)C1=
CC(OC)=C(OC)C(OC)=C1)C(=0)NC1=
C2C=CC=Cl

COC1=NO[C@]2([C@H]1C(=0)C1=C
C(OC)=C(OC)C(OC)=C1)C(=0)NC1=C
2C=CC=C1

COC1=CC(=CC(0OC)=C10C)C(=0)[C
@H]1C(=NO[C@@]11C(=0)NC2=C1C
=CC=C2)C(C)C

COC1=CC(=CC(0OC)=C10C)C(=0)[C
@H]1C(CCN(C)C)=NO[C@@]11C(=0
NC2=C1C=CC=C2

HiC

(ChemAxon, 2021)

50



Cuadro 10. Descriptores de absorcion, distribucion, excrecion y toxicidad de las moléculas con
energia de unién mas negativa que -7.5 kcal/mol (binaria).

Absorelbn —y, ina Toxicidad
intestinal , .,
Nombre en proteinas Depuracion  aguda oral TOTAL
plasmaticas en ratas
humanos
R-12 1 0 1 1 3
5-ZINC08971844 1 0 0 1 2
6-ZINC08971849 1 0 0 1 2
R-12-MOD4 1 0 1 0 2
R-12-MODS5 1 0 1 0 2
5-ZINC-MODS5 1 1 0 0 2
6-ZINC-MOD1 1 1 0 1 3
6-ZINC-MOD2 1 0 0 0 1
6-ZINC-MOD3 1 1 1 0 3
6-ZINC-MOD4 1 0 0 0 1

Absorcion intestinal en humanos: 1 es HIA-, 0 es HIA+

Union a proteinas plasmaticas: 1 es < 90%, 0 es > 90%

Depuracion: 1 es > 5 ml/min/kg, 0 es <5 ml/min/kg

Toxicidad aguda oral en ratas: 1 es probabilidad de ser toxico < 0.5, 0 es probabilidad de ser toxico > 0.5
(Xiong et al, 2021)
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