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Resumen

El disefio de farmacos es el proceso por el cual se propone una nueva molécula que tenga una actividad
farmacologica. Este proceso puede llevarse a cabo, principalmente, a través de dos vias: Conociendo la
estructura del ligando (farmaco propuesto) o conociendo la estructura del receptor (blanco biolégico). En
este proyecto se plantea el modelado, optimizacion geométrica y obtencidon de parametros mecano-
cuanticos de una familia de quinolonas y derivados, con importancia clinica como antibiéticos, a través de
métodos de la quimica tedrica y computacional, empleando el paquete Gaussian 09. A su vez se plantea
establecer una correlacién entre las propiedades electrénicas y geométricas de las quinolonas con la
concentracion minima inhibitoria (MIC experimental) que tienen dichos compuestos sobre algunos cultivos
bacterianos, por medio de un estudio de Relaciéon Cuantitativa Estructura Actividad (QSAR, por sus siglas
en inglés). Para finalizar trataremos de entender el mecanismo por el cual las quinolonas inhiben el
crecimiento bacteriano por medio de un estudio Docking. Como resultados, se obtienen dos modelos
QSAR para esta familia de quinolonas y a su vez de disefian tres nuevos compuestos con posible actividad
antibiética, los cuales resultaron tener mejor actividad “teérica” que la familia de quinolonas estudiada.
También se obtuvo que las interacciones stacking cara-cara, entre los anillos de las quinolonas y los del
ADN, son de vital importancia y parte del mecanismo de accion de estos farmacos.

Abstract

Drug design is the process through which it is proposed a new molecule with possible pharmacological
activity. This process is carried out mainly in two ways: from the knowledge of the structure of the ligand
(like a lead drug) or from knowing the structure of the receptor (Biological target). In this project we are
proposing a QSAR model, we perform geometry optimization and calculate meaningful quantum
mechanics parameters of a family of quinolones and their derivatives, with clinical importance as antibiotic
agents, through theoretical and computational chemistry methods, using the Gaussian 09 package.
Furthermore we are proposing a correlation between electronic and geometrical properties with the
medium inhibitory concentration (Experimental MIC), from a study of Quantitative Structure Activity
Relationship (QSAR). The last lap of this work consist in understanding the mechanism of bacterial grow
inhibition, using Docking methodologies. As results, we are proposing two QSAR models for a selected
family of quinolones and we propose three new compounds as possible antibiotic agents, this last resulting
with a better predicted “theoretical” activity than the selected family of quinolones. Also, we obtain the
stacking interactions, face-to-face, between the quinolone and DNA rings, which are key in the action
mechanism of this kind of drugs.
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INTRODUCCION

Quinolonas

El desarrollo de antibiéticos de amplio espectro es
cada dia mas frecuente, precisamente las
guinolonas son un ejemplo claro, por la efectividad
gue tienen contra bacterias de tipo Gram (+) y (-),
aerobias, algunas anaerobias y otros organismos
como Chlamydia, Mycoplasma, Mycobacterium,
Rickettsia [1, 2, 3].

La importancia de seguir buscando nuevas
estructuras es debido a que los microorganismos
crean resistencia a los farmacos, de ahi la
importancia clinica del disefio de nuevos
antibioticos. El &cido nalidixico fue la primera
molécula usada para tratar infecciones de vias
urinarias y conforme se ha modificado la estructura
de dicha quinolona, se han generado nuevas
generaciones, cada vez mas efectivas [4].

Las quinolonas estan estructuralmente
conformadas por biciclos heteroaroméaticos, con un
nucleo de piridona-B-acido carboxilico y un anillo
aromatico [5]. EI mecanismo de accién de las
quinolonas consiste en generar un complejo con la
cadena de ADN de la enzima topoisomerasa (IV),
bloqueando la replicacion y trascripcion de la
bacteria [1,6] Estudios anteriores con quinolonas
(Fig. 1) pudieron discernir que el uso de
sustituyentes de diferente naturaleza permitia que
la molécula tuviera un mejor efecto como
antibiético, utilizando como sustituyentes Cl, Br,O y
CH3 (Fig. 2), determinando que las moléculas con
Br presentan mejor actividad, debido a su
capacidad electro-aceptora; otro punto importante
es geometria y el impedimento estérico que genera
en referencia a su diana bioldgica, lo cual en otro
estudio se hizo la intercalacién de una misma
estructura y un mismo sustituyente en diferentes
carbonos del anillo bencénico, pudiendo comprobar
gue dependiendo del carbono en el que se
encuentre, causara mayor impedimento,
presentando mayor efectividad. [7]

Qunioline nucleus as
DNA gyrase
inhibitors

Lipophilic Part
Fig. 1. Constituyentes clave en una quinolona.

Estudio QSAR

El QSAR es la relacién cuantitativa estructura
actividad, en la cual se genera un modelo
matematico lineal y multivariable, de manera que a
través de dicho modelo se predice un parametro
experimental de interés, utilizando una serie de
descriptores, estructurales o electronicos (afinidad
electronica, electronegatividad, Ecap,
electrofilicidad, superficie o area de la estructura,
ndmero de atomos electro-donadores, entre otros),
de un grupo de moléculas de prueba, de las que se
conoce cierta efectividad experimental [8, 9]. En
este trabajo se utilizara la concentracion minima
inhibitoria (MIC, por sus siglas en inglés) como dato
experimental [9] y parametro a calcular.
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Fig. 2. Estructuras lipofilicas que se pueden agregar a las
quinolonas.
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Estudio Docking

La manera de realizar los acoplamientos
moleculares in silico es teniendo conocimiento del
receptor (Diana biolégica) y de la estructura
cristalizada de dicho blanco biol6gico con un
ligando especifico. En este trabajo seleccionamos
como receptor de las quinolonas, la topoisomerasa
(IV), que se cree forma un complejo con metales en
medio fisioldgico [1, 9].

MATERIALES Y METODOS

Se selecciond y modelé una familia de quinolonas
(Fig. 3) y derivados por medio del software
GaussView 03 (GVO03) [10]. La seleccién fue a
través de su importancia clinica y respuesta
biologica (Medida por el MIC).
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Fig. 3. Familia de quinolonas para estudio QSAR.

Posteriormente se hizo la optimizacion y obtencion
de propiedades electronicas, a través de la teoria
de funcionales de la densidad conceptual
(conceptual DFT, por sus siglas en inglés, (Tab. 1),
empleando el software Gaussian 09 (G09), con un
nivel de teoria de TPSS/6-31G (d, p) [11].

El estudio QSAR se realizo por medio de la creacion
de un modelo matematico (Modelo QSAR)
empleando el software MobyDigs, y obteniendo los
descriptores a través de los software Dragon y
molecular operating environment (MOE) [12, 13],

asi como a partir de los descriptores globales
obtenidos de la etapa de optimizacion.

Los acoplamientos moleculares in silico de la familia
de las quinolonas, al igual que de las moléculas
propuestas por nuestro grupo de investigacion, se
realizaron empleando el paquete Molegro Virtual
Docker, con la funcién de scoring MoldockScore
[14] y utilizando especificamente la topoisomerasa
IV cristalizada, obtenida de la base de datos Protein
Data Bank, con cddigo PDB: 3RAE [15].

Tab. 1. Formulas para la obtencion de descriptores electronicos
a partir de DFT conceptual.

I = Ecation — Eneutro - _ @I+ A)Z
16(1 — 4)
A = Eneutro — Eanion
2
ot = (I +34)

EGap = Enomo — ErumoH 16(1 — 4)
I+ A n=I1—-A 1 XZ
R S = — =
T 1 Y=

I:potencial de ionizacion w:electrofilicidad
A:afinidad electronica  w™ :capacidad electrodonadora
x:electronegatividad wt:capacidad electroaceptora

n: dureza Egap: diferencia homo — lumo
S: blandura
RESULTADOS Y DISCUSION

Estudio QSAR

Considerando el analisis de componentes
principales para los descriptores obtenidos a partir
de Dragon y los generados por las ecuaciones ya
mencionadas (Tabla 1), podemos elegir aquellos
descriptores que sean mas independientes uno del
otro, por ejemplo Ecap y RGyr, resultan no tener
tanta correlacion entre ellos por estar separados
en la gréfica (Fig. 4).
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Fig. 4. Comparacion de la correlacion en los componentes
principales para el modelo QSAR en sus distintas dimensiones.

Los modelos QSAR seleccionados contienen
descriptores de Dragon y electronicos, los cuales
consideran caracteristicas electrénicas y
geométricas de las moléculas, que son de vital
importancia para la interaccion blanco-ligando.

Modelo 1

—Log(MIC) = —1.2063(RGyr) — 4.2572(EGAP)
—2.9652(w +) + 23.1043

Q2= 83.88; R?=94.79; $S=0.299; F=36.4 (df=3, 6)
Modelo 2

—Log(MIC) = —1.0900(RGyr) — 3.4316(EGAP)
— 4.3275(w) + 22.2257

Q2= 81.99; R?=94.05; S=0.320; F=31.6 (df=3, 6)

RGYr: Radio de giro en relacion a su masa (descriptor
geomeétrico).

w: Electrofilicidad (descriptor electrénico).

w*:Potencia electro-aceptora (descriptor electrénico).

EGAP: Diferencia entre Homo — Lumo

De acuerdo a los modelos realizados, se observé
que las moléculas propuestas deben cumplir con
ciertas caracteristicas, como un radio de giro de 3.7
a 3.9 y un potencia electro-aceptora <1 eV. Con
base en estas observaciones, se disefiaron tres
nuevas propuestas (Fig. 5) que cumplieran con
dichas caracteristicas y que potencialmente podrian
ser nuevos farmacos.

Fig. 5. Quinolonas propuestas a partir del QSAR.

Se evaluaron dichas propuestas en los dos modelos
QSAR, resultando que tienen una mejor actividad
“tedrica” que las moléculas comerciales estudiadas
(Tab. 2).

Tab. 2. Comparacion entre MIC experimental, calculado y
valores de descriptores usados.

. -Log (MIC)
Qui Tedrico
nol MIC -Log RGyr © W EGA
on Ex| MIC P
0 p (MIC) Mod 1 Mod
2

Nal | 63 | -080 | -166 | -173 | 3.00 (2).0 g'l 3.29
Ox | g2 | o070 | 065 068 | 325 |17 |18 |31
0 0 0
cin [31 | -049 | 015 |-0238 |323 | 2% |27 | 268
Lo | 012 | 092 | 100 116 | 396 | L7 [ 19| 269
m 4 8
Nt | 912 | 090 | 155 159 | 382 |16 |18 | o7

5 6 |1
cip | 006 | 122 | 1.04 100 | 3.89 ;'6 ;'8 2.80
En | 005 | 130 | 115 116 | 398 | 18 |21 | 250
0 8 9
Le | 000 16 | 18
i e 220 | 224 215 | 392 | 2|18 | 2m
Nr 1313 | 050 | 054 | 036 | 384 | 2% |29 | 240
n 7 |s
Ga | 0.00 17 | 19
‘ P 220 | 167 162 397 | 17|29 | 255
M | 025 | 060 | 079 054 | 417 ;'8 g.o 265
Un 00 | 00
o - - 7.25 87 |37 | 90 | 90 | 262
do 00 | 00
d 8.75 1002 | 377 | 20| 90| 226
Te | | — | se2 750 | 382 |00 |90 | 50
S 7 5

Estudio Docking

La calibracion del método a partir de la desviacion
cuadréatica media (RMSD) se realiz6 empleando la
proteina ya mencionada y el farmaco cocristalizado
que tenia incluido, obteniendo un RMSD de 1.038

(Fig. 6).

Cientifica, 2015

on

, Verano de la Investigaci

- | vol.1no.2

o
W



':!'-'u-'l‘i':‘. DE DIVULGACION CIENTIFICA
v

Fig. 6. Calibracion del método empleando Levofloxacina
cocristalizada. RMSD= 1.038

Fig. 7. Levofloxacina y ADN cristalizado

A partir de los resultados del docking, observamos
que, las quinolonas estudiadas resultaron acoplarse
en el surco mayor del ADN (Fig. 7, 8).
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Fig. 8. Gatifloxacina acoplada en el surco mayor del ADN
cristalizado.

También podemos observar que hay una
interaccién tipo stacking, cara-cara, entre la
quinolona y el surco del ADN, permitiendo entrar a
la quinolona en dicho surco mayor, pero ademas
hay una interaccién electrostatica entre la cadena
del ADN y el Magnesio del medio fisiolégico,
resultando en la inhibicion de la replicacion del
fragmento de ADN bacteriano.

Cémo ya se habia mencionado, nuestras tres
propuestas tuvieron buenas respuestas en los
modelos QSAR vy resultaron acoplarse de forma
similar que las quinolonas estudias, al “sitio activo”
del DNA (Fig. 9).
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Fig. 9. Pose de la molécula propuesta (Dos) en el “sitio activo”
del DNA.

Perspectivas

Realizar un estudio de orbitales moleculares y de
descriptores locales (funciones condensadas de
Fukui) de la interaccion DNA-quinolona.

CONCLUSIONES

Se propusieron dos modelos QSAR, con los cuales
se lograron proponer  tres  quinolonas,
aparentemente mas efectivas que las comerciales
estudiadas. Se pudo conocer un poco mas como es
el mecanismo de inhibicién de las quinolonas en el
ADN bacteriano.
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