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RESUMEN

Las infecciones por Staphylococcus aureus son un problema de salud publica a
nivel mundial debido a su resistencia a diversos antibiéticos, lo que crea la
urgente necesidad de desarrollar nuevos farmacos con diferentes blancos de
accion. En este sentido, una estrategia es buscar inhibidores de enzimas
importantes en el metabolismo de este patdégeno. Bajo este enfoque, la ruta del
shikimato es una via metabdlica importante para la supervivencia de S. aureus.
Las enzimas involucradas en esta ruta se consideran excelentes blancos para el
desarrollo de nuevos farmacos antimicrobianos. Una de estas enzimas es la
shikimato deshidrogenasa que cataliza la cuarta reaccion de la via, la cual
consiste en la reduccion reversible dependiente de NADPH de 3-
dehidroshikimato a shikimato. En el presente trabajo, se planteé una estrategia
de busqueda de nuevos inhibidores basados en la similitud estructural de
inhibidores de la SaSDH reportados por nuestro grupo de investigacion, a partir
de la cual se lograron identificar y evaluar in vitro 50 compuestos, de los cuales
el compuesto 31 (acido 5-[4-(1H-imidazol-2-ilcarbonil)fenil]thiofen-2-carboxilico)
y el compuesto 37 (6-hidroxi-7-metil-1-benzofuran-3(2H)-ona) inhibieron la
actividad de la SaSDH en un 98%. La caracterizacion del mecanismo de
inhibicion indic6 que se trata de inhibidores de tipo acompetitivo y mixto. Estudios
de acoplamiento y dindmica molecular entre los complejos enzima-inhibidor
mostraron interacciones con los residuos His12, Serl3, Leul4, Lys64 y Asp100,
importantes para la catalisis de la enzima. Adicionalmente, estos compuestos
cumplen con las propiedades fisicoquimicas y toxicologicas para continuar con
su estudio. Finalmente, los compuestos identificados en el presente estudio
pueden servir como lideres en el desarrollo de nuevos agentes

quimioterapéuticos contra SARM.

Palabras clave: shikimato deshidrogenasa; cinética enzimatica; SARM.



ABSTRACT

Infections caused by Staphylococcus aureus are a worldwide public health
problem due to its resistance to many antibiotics, creating the urgent necessity to
develop new drugs with different action mechanisms. In this sense, an approach
is to look for inhibitors of important enzymes in the pathogens metabolism.
According to this, the shikimate pathway is an important metabolic pathway for S.
aureus to survive. The enzymes involve in the pathway are considered as great
targets for the developing of new antimicrobial drugs. One of this enzymes is the
shikimate dehydrogenase that catalyzes the fourth step in the pathway, which is
the reversal reduction from 3-dehydroshikimate to shikimate, depending on
NADPH as cofactor. In the present work, a structural similarity search strategy
was proposed, based on the structures of inhibitors previously reported by our
investigation group, 50 compounds where identified and evaluated in vitro, from
witch two compounds 31 (5-[4-(1H-imidazol-2-ylcarbonyl)phenyl]thiophene-2-
carboxylic acid) and 37 (6-hydroxy-7-methyl-1-benzofuran-3(2H)-one) inhibited
the SaSDH activity in 98%. The characterization of their inhibition mechanism
indicated mixed and uncompetitive inhibitors. Molecular docking and molecular
dynamic simulations studies between the enzyme-inhibitor complexes showed
interactions with residues His12, Serl3, Leul4, Lys64 and Aspl100, important for
the enzymatic catalysis. Additionally, the compounds comply with the
physicochemical and toxicological properties to continue with their study. Finally,
the compounds identified in the present work can be considered as leads in the

development of new chemotherapeutic agents for MRSA.

Key words: shikimate dehydrogenase; enzyme kinetics; MRSA.
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l. INTRODUCCION

La resistencia bacteriana se ha convertido en un problema de salud publica a
nivel mundial debido a la pérdida de eficacia de los tratamientos, el incremento
en su costo y aumento en los tiempos de hospitalizacion. Todo esto genera un
alto impacto en los sistemas de salud y en la sociedad, creando la urgente
necesidad de desarrollar nuevos farmacos para el tratamiento de infecciones por
bacterias multiresistentes y particularmente nuevos farmacos con diferentes
mecanismos de accion (1). Una bacteria de importancia clinica a nivel mundial
es Staphylococcus aureus, un coco grampositivo cominmente encontrado como
parte de la microbiota humana (2), su impacto radica en las cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (SARM), las cuales han
desarrollado diferentes mecanismos para evadir la accién de farmacos, tales
como [B-lactamicos, carbapenémicos y cefalosporinas entre otros (3, 4). Las
cepas SARM son responsables de causar diferentes tipos de infecciones, desde
infecciones en piel y mucosas como el impétigo bulloso, la celulitis absecificada,
entre otras, hasta infecciones graves como, infecciones de la medula 6sea,
infecciones del torrente sanguineo o sindrome de shock toxico (5, 6). Desde su
aparicion, las cepas de SARM se han extendido a todo el mundo y se han
incrementado en mas de un 300% convirtiéndose en uno de los patdgenos mas
importantes para los humanos (7). Aunado a lo anterior en la actualidad, la
mayoria de los farmacos utilizados para el tratamiento de estas infecciones estan
perdiendo su eficacia debido a la aparicion de nuevas cepas resistentes. Por lo
antes mencionado se crea la necesidad de desarrollar nuevos antibidticos con
diferentes mecanismos de accion. En este contexto, una estrategia en el disefio
de nuevos farmacos es buscar inhibidores de enzimas importantes en el
metabolismo del patdégeno. En este sentido, una ruta metabolica vital para
plantas, hongos, bacterias y algunos parasitos apicomplexos, es la ruta del
shikimato que ha sido considerada como un blanco atractivo para desarrollo de

nuevos farmacos (8-10).



La ruta del shikimato une el metabolismo de los carbohidratos, por medio de la
condensacion del fosfoenolpiruvato (PEP) de la ruta de la glucélisis y la D-
eritrosa-4-fosfato (E4P) de la ruta de las pentosas fosfato, para formar
corismasto, precursor de compuestos aromaticos como vitamina K, folatos,
ubiquinona y aminoacidos aromaticos (8). Las enzimas involucradas en esta ruta
son consideradas como excelentes blancos para el desarrollo de nuevos
antibioticos (11-13). Una de estas enzimas es la shikimato deshidrogenasa
(SDH), que cataliza el cuarto paso de la ruta, que es la reduccion reversible de
3-dehidroshikimato a shikimato dependiendo de NADPH como cofactor. La
familia de las SDH presenta diferencias estructurales entre los diferentes
organismos, en bacterias se encuentra como monomero o dimero (11, 14),
mientras que en plantas se puede encontrar como un complejo bifuncional
conocido como complejo DHQ-SDH el cual cataliza el tercer y cuarto paso en la
ruta (15), y en hongos la SDH toma parte del componente pentafuncional AroM
(16).

Practicamente en todas las bacterias donde ha sido estudiada, la SDH presenta
una forma monomerica (11, 13, 14, 17-19), mientras que en Thermus
thermophilus (20) y en Methanocaldococcus jannasschi (21) se ha encontrado en
forma de dimero. Estructuralmente la enzima esta compuesta por dos dominios
a/pB unidos por dos a hélices, el dominio N-terminal soporta el sitio de unién a
sustrato y el dominio C-terminal que se caracteriza por un plegamiento tipo

Rossman donde se localiza el sitio de union a NADPH (22-24).

A la fecha, se han reportado diferentes tipos de inhibidores para SDH de
diferentes bacterias e incluyen compuestos sintéticos y naturales (11, 13, 18, 25).
En este sentido, en nuestro grupo de investigacion se reportaron tres inhibidores
(238, 766 y 894) de la SDH de SARM (SaSDH) (18); cabe sefalar que a partir de
estos compuestos en el presente trabajo se llevo a cabo un analisis de similitud

estructural que permitié encontrar dos nuevos inhibidores de la SaSDH:



.  ANTECEDENTES

2.1 Resistencia a Antibi6ticos

La resistencia a antibidticos es el resultado de cambios sufridos por los
microrganismos para reducir o eliminar los efectos de los farmacos, se considera
como una de las mayores amenazas para la salud mundial, la seguridad
alimentaria y el desarrollo (26). Cualquier persona, independientemente de su
edad, posicibn econdmica o pais puede verse afectada por la resistencia a
antibioticos. Es sabido que este es un fenbmeno natural, sin embargo, el uso
indebido de farmacos en seres humanos y animales ha acelerado este proceso
y cada vez es mayor el nimero de infecciones causadas por microorganismos
resistentes, lo que conduce a un tratamiento mas dificil por la pérdida de eficacia
de los antibioticos (1).

La resistencia a antibiéticos se ha incrementado debido a diferentes factores,
tales como la prescripcién y venta inapropiada de antibiéticos, el mal uso de
antibidticos fuera del sector salud, destacando el uso en animales donde existe
una fuerte diseminacion de la resistencia y otros factores intrinsecos propios de
las bacterias por mutaciones genéticas. A esto, se suma el uso indiscriminado de
antibioticos en procesos infecciosos virales y no menos importante el abandono
de los tratamientos por parte de los pacientes sin concluir lo prescrito (Figura 1)
(27).
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Figura 1. Cémo ocurre y como se difunde la resistencia a antibidticos. Tomada de (26).

Las repercusiones observadas debido a la resistencia a antibidticos abarcan
desde un aumento en el costo y tiempo de los tratamientos, hasta un aumento
en la morbilidad y mortalidad, asi como la escasez de alternativas para tratar

estas infecciones (1). También se ha observado que el tiempo en el que se

4



desarrolla la resistencia a los nuevos antibioticos ha disminuido drasticamente
(Figura 2) (28), esto crea la necesidad de disefiar nuevos antibioticos para tratar
bacterias multirresistentes, pero mas importante aun disefiar nuevos farmacos
antibioticos, con nuevos mecanismos de accién y asi retrasar el tiempo en que

se desarrollen estas resistencias (1).

Tetraciclina

Cloranfenicol Vancomicina
Estreptomicina | Ampicilina
Sulfonamidas Eritromicina l Cefalosporinas Daptomicina

anﬂma | | Meticilina Linezolida |

1930 1935 1940 1945 1950 1955 1960 1965 1970 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005

—T / | |

Sulfonamidas Cloranfenicol Ampicilina Vancomicina Linezolida
Penicilina Estreptomicina Eritromicina
Daptomicina
Tetraciclina Meticilina

Cefalosporinas
Figura 2. Linea del tiempo donde se muestra en que afio comenz0 a usarse y en qué afio
aparecio laresistencia a cada antibidtico. Tomado y modificado de (28).

Dentro de los principales patdégenos resistentes a los tratamientos actuales
destaca Staphylococcus aureus, este es un patdgeno de importancia clinica
global debido a sus caracteristicas estructurales y patogénicas que le permiten
provocar diferentes tipos de infecciones y sobrevivir a los efectos de los

tratamientos.
2.2 Staphylococcus aureus
2.2.1 Generalidades

El género Staphylococcus es un grupo amplio de bacterias Gram-positivas,
distribuidas en agrupaciones asemejando racimos de uvas (29). El género
Staphylococcus cuenta hasta la fecha con 17 subespecies, tienen una alta
facilidad de adaptacion lo que les permite afectar a las especies de mamiferos.
Por su facilidad de propagacion es comun el contagio entre animales y humanos,
y viceversa (30). Dentro de las especies del género destaca Staphylococcus

aureus, el principal agente causal de infecciones del torrente sanguineo e
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intoxicaciones causadas por alimentos (31). Gran parte de su éxito para generar
brotes infecciosos es debido a sus diversos factores de patogenicidad
relacionados a diversos componentes presentes en su superficie, tales como
proteinas de adhesion, diferentes toxinas y enzimas que secreta (32, 33), y a su
facilidad de crear resistencia a los tratamientos. Su importancia clinica radica
principalmente en las cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
(SARM), siendo este el nombre que reciben las cepas con resistencia a diferentes
grupos de antibidticos B-lactdmicos, asi como, tetraciclinas, macrolidos,
quinolonas, carbapenémicos y cefalosporinas (33). Los primeros registros de
cepas SARM fueron en el afio 1961 exclusivas del medio hospitalario, sin
embargo; para el aflo 1990 se dieron los primeros registros de cepas SARM en
la comunidad sin factor de riesgo conocido (34). La diferencia entre estos tipos
de cepas es principalmente el tipo de infecciones que provocan, las cepas
adquiridas en la comunidad tienden a causar infecciones en piel y mucosas como
forunculosis o celulitis con mayor facilidad de tratamiento, sin embargo; tienen la
misma capacidad de generar brotes epidémicos y resistencia a los antibiéticos,
esto crea un problema de salud publica de impacto mundial que no solo se limita

a hospitales (35).
2.2.2 Prevalencia

Se estima que aproximadamente hasta un 45% de la poblacibn mundial es
hospedera de alguna cepa de S. aureus ya sea de manera temporal o crénica,
dando lugar a una alta posibilidad de que si una de estas personas desarrolla
alguna infeccién bacteriana sea a causa de la misma cepa que hospeda (36).
Desde su descubrimiento, las cepas de SARM se han extendido por todo el
mundo aumentando su prevalencia en aproximadamente un 300%. En México,
existe una alta prevalencia de cepas de SARM, de todas las cepas aisladas se

observa que entre un 50% y 85% del total son resistentes a meticilina (7).
2.2.3 Resistencia

Staphylococcus aureus es la principal especie patdgena de su género, es la

causa comun de diferentes infecciones tales como el sindrome del shock toxico,
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bacteremia, neumonia, impétigo bulloso. En la actualidad el interés del estudio
de este patdgeno se debe en parte a la alta frecuencia en la que se encuentra
tanto en hospitales como en la comunidad pero sobre todo, a las cepas SARM
(37).

La facilidad de S. aureus para crear resistencia a los tratamientos, aparecio a
inicios de la década de 1960, cuando se observé que la penicilina perdia eficacia
contra infecciones por SARM. La resistencia a las penicilinas por parte de S.
aureus es debido a la sintesis de una proteina de unién a penicilinas (PBP),
conocida como PBP2a o PBP2’ (codificada por el gen mecA), esta tiene baja
afinidad por el anillo B-lactamico que le permite a la bacteria continuar con la
sintesis de pared celular (38). Sin embargo, existen otros mecanismos de
resistencia que involucran modificaciones del enzima blanco en el metabolismo
del patégeno, cambios estructurales de los blancos dentro de la estructura
celular, sobreproduccion de metabolitos y la implementacion de bombas de

expulsion (Tabla I).



Tabla |I. Mecanismos de resistencia a los

aureus (39).
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2.2.4 Patogenicidad

Desde el punto de vista clinico, las infecciones por SARM no difieren de las
producidas por S. aureus sensible a la meticilina y, por tanto, las cepas
resistentes tienen la misma capacidad patogénica para colonizar y causar
infeccion. Las infecciones mas comunes son las que afectan al tejido cutaneo y
subcutaneo (lesiones supuradas o abscesificadas), las infecciones de herida
quirargica, bacteremia, neumonia, osteomielitis, artritis y la infeccion asociada al
catéter intravascular o sondaje urinario. Entre las complicaciones potencialmente
graves de la bacteremia estafiloc6cica se encuentran el shock séptico y las
infecciones metastasicas graves, como la endocarditis aguda, miocarditis,
pericarditis, meningitis, artritis, osteomielitis, neumonia y abscesos. La
multirresistencia en SARM es un factor clave de transcendencia clinico-
terapéutica por la necesidad de tratamientos antibioticos parenterales que
prolongan la estancia media de los pacientes afectados e incrementan los costos

sanitarios (37).

S. aureus tiene la capacidad de sobrevivir en ambientes adversos, aunado a esto,
sus multiples resistencias y sus diferentes factores de patogenicidad le permiten
causar diferentes tipos de infecciones. Los factores de patogenicidad con los que
cuenta S. aureus se pueden dividir en componentes estructurales, tales como
capsula, peptidoglicano, acido teicoico, proteina A, asi como componentes
encontrados en su superficie como el polisacarido capsular, el polisacarido
extracelular y proteinas superficiales que tienen la funcion de permitir la union a
diferentes componentes del huésped y finalmente, la produccién de diferentes

enzimas y toxinas para invadir al huésped y mantener la infeccion (Tabla I1).



Tabla Il. Factores de patogenicidad de S. aureus.

Componentes estructurales

Efectos biolégicos

Cépsula

Peptidoglicano

Acido teicoico

Es una adhesina; ademas, impide la quimiotaxis, la

proliferacién de células mononucleares y la fagocitosis.

Peptidoglicano proporciona estabilidad osmatica y
estimula la produccién de pirégenos enddégenos y es
guimioatrayente leucocitario

Regula la concentracion cationica de la membrana
celular, se une a la fibronectina

Altera la funcion ciliar, estimula la respuesta

Proteina A inflamatoria, provoca dafio tisular por la produccién de
especies reactivas de oxigeno

Enzimas

Coagulasa Convierte el fibrinégeno en fibrina

Catalasa Cataliza la descomposicion del peréxido de hidrégeno

Hialuronidasa

Hidroliza los acidos hialurénicos en el tejido conectivo,
facilitando la diseminacion de los estafilococos en los

tejidos
Fibrolisina Disuelve los coagulos de fibrina
Lipasa Hidroliza los lipidos
Nucleasa Hidroliza el DNA
Penicilinasa Hidroliza la penicilina
Toxinas

Toxinas o hemolisinas a, B,vy, 0

Leucocidina

Enterotoxinas, A-E 'y G-J

Toxina del sindrome de shock
toxico 1, TSST-1

Toxinas epidermoliticas o
exfoliativas, Ay B

Toxinas con actividad sobre membranas

Toxinas con actividad de superantigenos

10



2.2.5 Tratamiento

En la actualidad las infecciones de piel y tejidos blandos causadas por cepas de
S. aureus adquiridas en el hospital (SARM-AH) no son tratadas diferente a las de
pacientes ambulatorios, el tiempo de tratamiento es variado segun la respuesta
del paciente y la gravedad de la infeccion. Para la implementacién de un
tratamiento eficaz es importante tomar en cuenta el tipo de infeccién, los factores

de riesgo que tiene el paciente, y la susceptibilidad de la cepa infectante (7).

SARM-AH generalmente presenta susceptibilidad a vancomicina, daptomicina,
linezolida, tigeciclina y quinopristina/dalfopristina. Algunas estirpes de S. aureus
adquirido en la comunidad (SARM-AC) presentan susceptibilidad a antibioticos
anticuados como la clindamicina, trimetoprim/sulfametoxazol, rifampicina y
tetraciclina (35). En las Tabla Ill, se muestran los farmacos mas comunes usados
para tratar infecciones por SARM, sus mecanismos de accion y las infecciones

en los que son utilizados.

Los diferentes efectos adversos que provocan los tratamientos como malestar
gastrointestinal, dolor de cabeza, hepatotoxicidad, nefrotoxicidad, entre otros y
sobre todo la aparicidn de cepas resistentes a estos, crean la necesidad de
identificar nuevos blancos moleculares para el desarrollo de nuevos tratamientos
contra S. aureus, que reduzcan las posibilidades de provocar efectos adversos y

gue aumenten el tiempo en que la bacteria crea resistencia.

Un enfoque en el disefio de nuevos farmacos es la busqueda de inhibidores de
enzimas clave en el metabolismo de la bacteria, en este sentido una ruta

fundamental para la supervivencia de S. aureus es la ruta del shikimato.
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Tabla lll. FArmacos utilizados en el tratamiento de infecciones por SARM.

Farmaco

Infeccion

Mecanismo de Accion

Clindamicina

Linezolida

Vancomicina

Daptomicina

Rifampicina

Telavancina

Trimetoprim /
Sulfametoxazol

Minociclina

Celulitis, infecciones de piel y mucosas,
neumonia, osteomielitis y artritis séptica.

Celulitis, infecciones de piel y mucosas,
neumonia, osteomielitis, artritis séptica,
meningitis y acceso cerebral.

Infecciones de piel y mucosas,
endocarditis, bacteriemia, neumonia,
osteomielitis, artritis séptica, meningitis y
absceso cerebral.

Infecciones de piel y mucosas,
endocarditis, osteomielitis y artritis
séptica.

Endocarditis y osteomielitis.

Infecciones graves en piel y mucosas.

Celulitis, osteomielitis, artritis séptica,
meningitis y absceso cerebral.

Celulitis.

Inhibicién de la sintesis proteica al unirse a
la subunidad 50S del ribosoma bacteriano.

Inhibicién de la sintesis proteica al impedir
la formacion del complejo de iniciacién.

Inhibicién de la sintesis de pared celular
uniéndose con alta afinidad a los extremos
D- alanil-D-alanina de las unidades
precursoras de pared celular.

Unién a membrana bacteriana causando
despolarizacion, conduciendo a una rapida
inhibicion de sintesis proteica, de DNA 'y
RNA.

Inhibicidn de la RNA polimerasa bacteriana
mediante su union a la subunidad Beta de
la molécula.

Inhibicién de la sintesis de peptidoglicano y
despolarizacién de la membrana
citoplasmatica bacteriana.

Inhibicién de la dihidrofolato reductasa.

Inhibicién de la sintesis proteica bacteriana.

Informacién tomada de (5).
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2.3 Ruta del shikimato

La ruta del Shikimato es la ruta biosintética que conduce hacia la sintesis de
corismato, el precursor de compuestos aromaticos tales como ubiquinona,
vitamina K, aminoacidos aromaticos y otros metabolitos secundarios
(naftoquinonas, menoquinonas y micobactinas) (40). Debido a que la ruta del
shikimato es esencial en plantas, hongos, bacterias y parasitos apicomplexos
pero se encuentra ausente en mamiferos, las enzimas involucradas en la ruta
son consideradas blancos potenciales para el desarrollo de agentes
antimicrobianos no téxicos (41), herbicidas (9) y drogas antiparasitarias (42).

La ruta de shikimato involucra la condensacion del fosfoenolpiruvato (PEP) de la
ruta de la glucdlisis y la eritrosa 4-fosfato (E4P) de la ruta de las pentosas fosfato
y a través de siete pasos enzimaticos son convertidos a corismato, precursor de

compuestos aromaticos (Figura 3).
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Figura 3. Ruta del Shikimato. DAHPS (3-desoxi-D-arabinoheptulosonato-7-fosfato sintasa);
DHQS (dehidroquinato sintasa); DHQD (3-dehidroquinato deshidratasa); SDH (shikimato
deshidrogenasa); SHK (shikimato cinasa); EPSPS (5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato
sintasa); CS (corismato sintasa); E4P (eritrosa 4-fosfato); PEP (fosfoenol piruvato).
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2.3.1 Regulacién

El control de la actividad enzimatica en el metabolismo es de gran importancia
para que las células respondan de manera eficiente a condiciones alteradas del
ambiente y evitar el mal uso de recursos. Se conocen diferentes estrategias de
regular la actividad enzimatica, ya sea a nivel genético o de la proteina (43). La
ruta del shikimato consta con dos puntos de regulacion, uno de estos puntos
corresponde al primer paso enzimatico de la via, catalizado por la DAHPS
primordialmente por una retroalimentacion alostérica, y en menor medida ocurre
por la sintesis de isoformas de DAHPS (AroF, AroG y AroH) a nivel
transcripcional, regulada por la accion de aminoacidos aromaticos (tirosina (Tyr),
fenilalanina (Phe) y triptéfano (Trp)) sobre los reguladores TyrR y TrpR. El otro
punto de regulacion se encuentra a nivel del quinto paso de la via,
correspondiente a la SK, a este nivel la regulacion ocurre genéticamente por el
sinergismo entre TyrR y TrpR (44). Sin embargo, se ha observado la limitacion
por acumulacion de shikimato en el segundo y quinto paso DHQS (AroB) y SK

(AroL o AroK), respectivamente (45).

Una de las enzimas que participan en esta ruta es la shikimato deshidrogenasa
(SDH), considerada como un blanco prometedor para el desarrollo de agentes
antimicrobianos (11, 13, 18, 25).

2.4 Shikimato deshidrogenasa (E. C. 1. 1. 1. 25, SDH)

La cuarta reaccion de la Ruta del Shikimato es catalizada por la SDH, una
oxidorreductasa que cataliza la reduccién reversible dependiente de NADPH de
3-dehidroshikimato a shikimato (Figura 4A).

2.4.1 Estructura tridimensional de la SDH

La estructura tridimensional de las enzimas de la familia de las SDH consta de
dos dominios estructurales, el dominio de unién a sustrato y el dominio de union
a cofactor. EI dominio N-terminal proporciona la mayoria de los residuos
necesarios para la union con el sustrato y esta formado a partir de una lamina 3

central, con 6 laminas 3 paralelas y rodeadas cuando mucho por 5 a hélices. El
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dominio C-terminal, es el responsable de la unién al cofactor NADPH, forma un
plegamiento tipo Rossman con 6 laminas (3 flanqueadas por 4 o hasta 6 a hélices
(Figura 4B). El sitio activo se encuentra en la interface de ambos dominios. La
familia de las proteinas SDH muestra similitudes estructurales en sus dominios
C-terminal en comparacion de otras proteinas dependientes de NADP*. Se ha
descrito que en solucion la SDH puede encontrarse en estado mondmerico o
dimerico dependiendo de la especie, con un peso aproximado de 29 kDa por

mondmero (23).

Existen aproximadamente 32 registros de estructuras cristalogréficas de la SDH
depositados en el banco de datos de proteinas (PDB), entre las que se
encuentran la de E. coli (46), T. thermophilus (20), H. influenzae (24) y S.
epidermidis (14).

3-Dehidroshikimato
H

HO™ N H
OH

A Shikimato B

Figura 4. Shikimato deshidrogenasa. (A) Reaccién catalizada por la SDH. (B) Estructura
tridimensional de la SaSDH en complejo con NADP™ y shikimato.
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2.4.2 Conformacién de la SDH

La SDH presenta dos tipos de conformaciones una forma abierta y una cerrada,
considerandose la cerrada como la forma cataliticamente activa. Han y
colaboradores (2009), propusieron que el proceso de catalisis se lleva a cabo por
medio de la conformacion cerrada, y este cambio conformacional se da
probablemente por la interaccion del NADP* con el Asp100 acercando el cofactor
al sustrato para la catalisis, ademas el dominio C-terminal tiene mas facilidad de
sufrir un reordenamiento que el dominio N-terminal, esto sugiere que el cambio
de conformacion estructural de cierre se induce por el NADP* y se estabiliza
cuando se une el shikimato. Por otro lado, en el afio 2007 Bagautdinov y
colaboradores proponen que la unién del NADP* no genera un cambio
conformacional, sugiriendo que la unién del cofactor corresponde al clasico
modelo de la “llave-cerradura”, y que al unirse tanto el shikimato como el NADP*
guedan en una posicion los suficientemente cercanos para llevarse a cabo el
intercambio del proton en la catdalisis. Sin embargo, existen diferentes posturas

acerca de cual sustrato genera el cambio conformacional (14, 19, 20, 46).
2.4.3 Mecanismo catalitico

La enzima activa por la deshidrogenacion del shikimato contiene una lisina
desprotonada (Lys64), un aspartato desprotonado (Aspl00), y una tirosina
protonada (Tyr211) (segun la numeracion en la estructura de la SDH de S.
epidermidis). El grupo hidruro se transfiere y la desprotonacion del grupo 3-
hidroxil de la SDH ocurre de modo concertado (47). La Lys64 actda como una
base y en la reaccion de deshidrogenacién se protona. El protdn entonces es
transferido al solvente mediante el Asp100. En la reaccion de oxidorreduccion
una molécula de agua situada cerca de la Lys64 y el AsplO0 facilita la
transferencia del protén. La Tyr211 forma interacciones de tipo puente de
hidrégeno con el grupo carboxilo del shikimato, y al desprotonarse el grupo fenol
de la tirosina, se cree que disminuye considerablemente la afinidad de la enzima

por el shikimato (Figura 5) (14).
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Figura 5. Mecanismo catalitico de la SDH. Modificado de (14).

2.5 Inhibidores de la SaSDH

Existen varios trabajos por nuestro grupo de investigacion donde se han
encontrado inhibidores de la SaSDH, que incluyen compuestos sintéticos y
naturales. Dentro de los compuestos sintéticos a partir de una quimioteca de la
empresa MAYBRIDGE se reportaron tres inhibidores (238, 766 y 894) los cuales
fueron capaces de inhibir la actividad de la enzima entre un 87 y 99% a una
concentracion de 200 uM mostrandose inhibidores de tipo competitivo 0 mixto
competitivo con respecto a shikimato y acompetitivo 0 mixto acompetitivo con
respecto a NADP*, con valores de Ki en el rango bajo uM (18). A partir de las
estructuras de estos compuestos, a través de un andlisis de RMSD se
identificaron cuatro compuestos (142, 277, 609 y 746) con capacidad de inhibir
la actividad de la enzima entre un 75y 91% a una concentracién de 400 uM,
mostrando tener caracteristicas de inhibidores de tipo acompetitivo y mixto, con
valores de Ki en el rango bajo uM y demostraron tener actividad biolégica sobre
una cepa de SARM a concentraciones en el rango mM (48). Ademas, se
encontraron bencimidazoles y benzotiazoles (ARM-D14, IVM-1 y ARM-D11)
capaces de inhibir la actividad de la enzima entre un 74 y 87% a una

17



concentraciéon de 200 uM, estos son los primeros inhibidores para la SaSDH

correspondientes a estos grupos quimicos (49).

Finalmente, se encontraron tres inhibidores de naturaleza polifenélica (luteolina,
acido clorogénico y quercetina) presentes en un extracto de Moringa oleifera,
con capacidad de inhibir la actividad de la enzima entre un 97 y 98% a una
concentraciéon de 200 pM, con caracteristicas de inhibidores de tipo mixto y
capaces de inhibir el desarrollo de una cepa de SARM, cabe destacar que no

existen otros trabajos de inhibidores de esta naturaleza para la SaSDH (50).
2.6 Disefio de farmacos

El disefio de un nuevo farmaco es un proceso largo y costoso que consta de
varias etapas con una duracion de 15 hasta 25 afios, con costos que van de 500
hasta 1000 millones de délares (Figura 6). Para iniciar con el desarrollo de un
nuevo farmaco es importante conocer la enfermedad y buscar un blanco

terapéutico que atacar.

Fase Clinica Fase de

Obtencién Fase Preclinica Establecer dosis, Establecer dosis Farmacovigilancia

t’le biodisponibilidad, utiles, eficaciay Fase di Reacciones adversas,
moléculas Fase quimica  Fase biolégica ADME seguridad Ensayo clinico controlado aprobacion vigilancia post venta

FASE Il FASE Il

1

farmaco
aprobado

10.000
compuestos

20-100
voluntarios/ 100-500 1.000-5.000
pacientes pacientes pacientes

Numero de participantes

Figura 6. Fases de desarrollo de un nuevo farmaco. Modificado de (51).

18



Las etapas del disefio de un nuevo farmaco en general son;

Etapa | Obtencién de moléculas: En esta etapa se utilizan diversos métodos de
obtencion de moléculas a ensayar en un blanco, dentro de las cuales se
encuentran la extraccion de un compuesto activo presente en algun producto
natural, la modificacion de una molécula quimica ya conocida, la sintesis de una
nueva molécula, o la busqueda de una nueva molécula por medio del disefio de
farmacos basado en la relacion estructura-actividad y el disefio de farmacos
asistido por computadora (DIFAC) (52).

Etapa Il Preclinica: esta etapa involucra dos fases, la fase quimica, que se
encarga de conocer las propiedades fisicoquimicas de una molécula que permita
identificarla y caracterizarla de la mejor manera, y la fase biolégica que trata de
comprender su perfil farmacocinético y farmacodinamico en diferentes especies
animales, esta incluye pruebas donde se determina su potencial toxicoldgico a

corto y largo plazo (53).

Etapa Il Clinica: esta etapa evalta un nuevo medicamento en el ser humano, se
busca poner en manifiesto sus efectos farmacodindmicos o farmacocinéticos,
establecer su eficacia para una indicacion terapéutica y conocer las reacciones
adversas y su seguridad. Dentro de esta fase se desarrollan 4 tipos diferentes de

ensayos clinicos.

Estudios de fase 1: Estas son las primeras pruebas de investigacion en seres
humanos, su principal objetivo es conocer acerca de las caracteristicas propias
del producto investigado y establecer el rango de dosis aceptables, sin importar
su eficacia son pruebas realizadas en sujetos sanos y voluntarios. Incluye
pruebas de biodisponibilidad y pruebas de farmacocinética clinica, donde se
establecen sus propiedades de absorcion, distribuciéon, metabolismo y los

mecanismos por los cuales es excretado del organismo.

Estudios de fase 2: Tiene el objetivo de evaluar la eficacia terapéutica del farmaco

y conocer el rango de las dosis Utiles, la tolerabilidad, asi como establecer la
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seguridad del producto. Para estos estudios los voluntarios padecen la

enfermedad sobre la cual se espera que actue el farmaco en estudio (54).

Estudios de fase 3. Ensayo Clinico Controlado: Este tipo de ensayo clinico se
considera hoy en dia como el estdndar de oro para establecer y comparar la
eficacia de dos o mas intervenciones farmacolégicas (55).

Etapa IV Farmacovigilancia: En esta etapa se busca conocer las reacciones
adversas que no se habian podido conocer en los ensayos clinicos y que tengan
muy baja incidencia o que se presenten después de varios afios de haber tenido

la exposicién al farmaco (54).
2.6.1 Disefio de farmacos asistido por computadora

El disefio de farmacos asistido por computadora (DIFAC) tiene como objetivo la
optimizacion y seleccion de compuestos con actividad biolégica. Cobra cada vez
mas importancia en la industria farmacéutica y puede aplicarse en diversas
areas, como productos naturales, bioquimica, quimica en alimentos, quimica
organicay quimica teédrica. EI DIFAC forma parte de un esfuerzo multidisciplinario
y se conforma por una serie de disciplinas cientificas que abarcan modelado
molecular, quimioinformatica, quimica tedrica y quimica computacional (56). Bajo
esta estrategia se han obtenido con éxito inhibidores de la anhidrasa carbonica
para el tratamiento del glaucoma (Dorzolamida, MERCK), inhibidor de la enzima
convertidora de la angiotensina | para tratar la hipertension y la insuficiencia
cardiaca (IECA) (Captopril), inhibidores de la proteasa del VIH para el tratamiento
de VIH/SIDA (Nelfinavir, PFIZER; Saquinavir, ROCHE; Indinavir, MERCK;
Tripanavir, BOEHRINGER INGELHEIM), inhibidores de la neurominidasa para el

tratamiento de la influenza (Oseltamivir, ROCHE) (56).

Dentro de las técnicas mas utilizadas en el DIFAC se encuentra el acoplamiento

molecular.
2.6.2 Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular es una técnica que permite conocer las energias de

union y analizar las interacciones formadas por la enzima y el ligando (57).
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El acoplamiento molecular es un método muy utilizado en el disefio de farmacos
por su habilidad de predecir con un alto grado de exactitud la conformacion de
pequefias moléculas utilizadas como ligandos dentro el sitio de unién de un
blanco especifico (58). A partir de 1980, se desarrollaron los primeros algoritmos
gue hicieron que hasta hoy el acoplamiento molecular sea una herramienta
importante en el desarrollo y descubrimiento de nuevos farmacos. Los algoritmos
del acoplamiento molecular pueden ejecutar predicciones cuantitativas de las
energias de union, proporcionando valores para los ligandos acoplados a la

enzima con base a su afinidad de union (59, 60).
2.6.3 Simulacion de dindmica molecular

El estudio de estructuras macromoleculares es un punto clave para entender la
biologia. Las funciones bioldgicas estan basadas en interacciones moleculares,

y estas son causadas por macromoléculas.

Una técnica util para el estudio de estos fendmenos bioldgicos es la simulacién
de dinamica molecular, esta técnica se empezo6 a implementar en los afios 70s y
se basa en el estudio de las trayectorias de los atomos involucrados en un
sistema, permite en el caso de las proteinas conocer su comportamiento con
respecto al tiempo, saber si la union de ligandos afectan su flexibilidad alterando
su conformacioén, o entender mejor las interacciones formadas entre en los

complejos receptor-ligando.

La simulacién de dinamica molecular ha evolucionado hasta convertirse en una
técnica madura con la utilidad de permitir comprender las relaciones estructura-
funcién. En la actualidad las simulaciones se acercan a tiempos biolégicamente
relevantes. Los resultados que se obtienen a partir de las simulaciones de
dinamica molecular son de gran importancia para el desarrollo de nuevos

farmacos (61).
2.7 Propiedades fisicoquimicas y toxicoldgicas

En el disefio de farmacos es de importancia tomar en cuenta las propiedades

fisicoquimicas y evaluar el potencial toxicologico de las nuevas moléculas,
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existen diversas reglas que sirven de guia para la seleccion de compuestos con
propiedades fisicoquimicas ideales para que presenten permeabilidad a través
del epitelio gastrointestinal y una buena absorcién oral, el seguir estas guias de
seleccién incrementa las probabilidades de éxito durante el desarrollo de nuevos

farmacos.

Las reglas de Lipinski son un conjunto de cuatro reglas utilizadas ampliamente
en la actualidad como filtro que permite la seleccion de las moléculas con mejor
potencial terapéutico. Estas cuatro reglas establecen las caracteristicas con las
que debe contar una molécula pequefia para ser considerado un farmaco
potencial, y establecen los siguientes parametros, tener un coeficiente de reparto
octanol-agua menor o igual a 5 (logP < 5), un peso molecular menor o igual a 500
Daltons (PM < 500 Da), cinco o menos grupos donadores de puentes de
hidrogeno (DPH < 5), diez 0 menos grupos aceptores de puentes de hidrégeno
(APH = 10). Se considera que un farmaco presentara una mala absorcion o

permeabilidad si dos 0 mas de estos parametros no se cumplen (62).

Los parametros toxicolégicos son principalmente en términos de
carcinogenicidad, mutagenicidad, efectos reproductivos y acidez en el sistema
gastrointestinal, en la actualidad se hace uso de bases de datos y algoritmos
presentes en programas computacionales que facilitan la prediccion de potencial
toxicoldgico de nuevas moléculas en estudio para el disefio de farmacos (63).

2.8 Determinacion de sensibilidad a antimicrobianos

Los métodos para evaluar la sensibilidad a antimicrobianos se pueden clasificar
en cuantitativos y cualitativos. Los métodos cuantitativos nos permitirdn
determinar la concentracion inhibitoria minima (CIM) y la concentracion
bactericida minima (CBM). La CIM se define como la minima concentracion que
en un periodo de tiempo determinado es capaz de inhibir el crecimiento in vitro
de un inoculo bacteriano previamente estandarizado y la CBM se define como la
minima concentracion que en un periodo de tiempo predeterminado es capaz de
inducir la muerte in vitro del 99.9% de una poblacion bacteriana previamente

estandarizada. La determinacion de la CIM se realiza por los métodos de micro
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o macro dilucién en caldo Mueller Hinton, dilucién en agar o E-test (kit comercial)
(64).
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[ll.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La resistencia a antimicrobianos es un problema de salud publica con gran
impacto en la sociedad y en el sector salud. Staphylococcus aureus, ha ganado
interés clinico debido a las cepas resistentes a meticilina que causan diversas
infecciones tanto en el ambiente hospitalario como en la comunidad. La alta
patogenicidad de S. aureus Yy la aparicibn de cepas SARM con sensibilidad
disminuida a los tratamientos de primera linea, aumentan la perdida de opciones

terapéuticas.

Staphylococcus aureus se encuentra colonizando hasta el 45% de la poblaciéon
mundial y en México ocupa uno de los primeros lugares entre las bacterias

mayormente identificadas como causa de infecciones nosocomiales.

En la actualidad las alternativas para tratar las infecciones provocadas por SARM
son limitadas, esto aunado a la aparicién constante de resistencia a los nuevos

tratamientos genera un impacto de trascendencia mundial.
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IV. JUSTIFICACION

Staphylococcus aureus resistente a meticilina representa un gran problema de
salud a nivel mundial, es el agente causal de una gran variedad de infecciones y

tiene la capacidad de crear rapida resistencia a los tratamientos.

Los efectos secundarios de los tratamientos, pero sobre todo la aparicion
constante de cepas resistentes crean la necesidad de desarrollar farmacos con
nuevos mecanismos de accidén que sirvan para tratar infecciones causadas por
SARM.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Obtener inhibidores de la shikimato deshidrogenasa de Staphylococcus aureus

resistente a meticilina con similitud estructural a los inhibidores 238, 766 y 894.

5.2 Objetivos especificos

. Buscar compuestos en la base de datos de CHEMBRIDGE estructuralmente
similares a los inhibidores 238, 766 y 894.

. Evaluar su capacidad de inhibicién a una concentracién 100 uM en la SaSDH.

. Caracterizar el mecanismo de inhibicion de los compuestos mas potentes

mediante cinética enzimatica.

. Determinar la actividad biologica y concentracion minima inhibitoria en una cepa
de SARM.
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VI. METODOLOGIA

6.1 Seleccién de inhibidores

La busqueda y seleccién de potenciales inhibidores fue llevada a cabo mediante
una estrategia de busqueda de similitud estructural tomando en cuenta las
estructuras de tres inhibidores de la SaSDH reportados por nuestro grupo de
investigacion y corresponden a los inhibidores 238 (acido 2,2’-bitiofen-5-
carboxilico), 766 (7-hidroxi-2,2,8-trimetil-2,3-dihidro-4H-crom-4-ona) y 894 (6-
hidroxi-2H-benzofuran-3-ona)(18). Para llevar a cabo lo anterior, se utilizd la
quimioteca “Hit2lead” de la empresa CHEMBRIDGE (www.chembridge.com) la
cual incluye mas de 1’300,000 compuestos. Los compuestos fueron filtrados con
base al porcentaje de similitud estructural compartido con las estructuras base
(238, 766 y 894), seleccionando todas aquellas moléculas que compartian mas

del 50% de similitud estructural.
6.2 Purificaciéon de la SaSDH

La purificacién de la enzima recombinante SaSDH se llevé a cabo mediante el
método descrito por Avitia y colaboradores, 2014 (18). Brevemente, la cepa de
E. coli transformada con el plasmido que sobreexpresa la SaSDH, fue crecida en
500 ml de medio LB liquido suplementado con kanamicina (50 pg/ml) a 37 °C en
agitacion hasta alcanzar una DOsoonm de 0.6 UA. Inmediatamente, el cultivo fue
inducido con 0.4 mM de IPTG e incubado por 3 horas a 37 °C, posteriormente se
continuo con la induccion a 25 °C durante 12 horas. Enseguida las células fueron
cosechadas por centrifugaciéon (centrifuga Thermo Fisher scientific) y
resuspendidas en amortiguador A (50 mM Tris-HCI, 0.5 NaCl, 5% Glicerol (v/v),
pH 7.5) suplementado con el inhibidor de proteasas PMSF a una concentracién
de 250 uM, para ser lisadas por sonicacion (sonicador Fisher scientific Q500). La
enzima se purificd6 mediante cromatografia de afinidad, pasando la fraccion
soluble por una columna de Ni-Agarosa en un equipo Akta pure FPLC 150
general electric, lavando con amortiguador A mas diferentes concentraciones de
imidazol. La concentracién de proteina se determind por el método de Bradford

utilizando BSA como estandar (65).
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6.3 Actividad de la SaSDH

La actividad de la enzima fue determinada mediante la siguiente mezcla de
reaccion que consistio en 100 mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM shikimato y 1 mM
NADP*. La reaccion fue iniciada con la adicion de 0.05 mg/ml de SaSDH. La
actividad de la enzima se midié espectrofotométricamente a 25 °C siguiendo la
generacion NADPH midiendo la velocidad inicial a un minuto, a una absorbancia
de 340 nm utilizando el coeficiente de extincion molar del NADP* (¢=6.2x103 M*

cmt) en un espectrofotdmetro shimadzu UV-1800.
6.4 Ensayos de inhibicion

El porcentaje de inhibicion se determiné midiendo la actividad de la enzima bajo
las condiciones anteriormente descritas, adicionando a la mezcla de reaccion
cada una de las moléculas seleccionadas (previamente disueltas en DMSO) a
una concentraciéon de 100 uM, manteniendo la concentracién de DMSO en la
mezcla de reaccidén a un 10% del volumen total. Los ensayos fueron realizados
por triplicado. El porcentaje de inhibicién fue calculado ajustando los datos a la
ecuacion 1:

_Al

A
(1) % de inhibicién =
Ag

x100

En donde:

Ao es la actividad de la enzima en ausencia del inhibidor

A1 es la actividad de la enzima en presencia del inhibidor

En funcién de los resultados obtenidos fueron seleccionados los inhibidores mas
potentes para determinar su ICso, mecanismo de inhibicion, estudios de dinamica

molecular y actividad biolégica.
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6.5 Determinacion de la ICsg

La determinacion de la concentracion de compuesto que inhibe el 50% la
actividad enzimatica (ICso) se realiz6 mediante curvas a diferentes
concentraciones del inhibidor y concentraciones saturantes de cada uno de los
sustratos. Los ensayos fueron realizados por triplicado. La ICso se determind
ajustando las medias de los datos a la ecuacion 2 en el software Origin version 8

(www.originlab.com).

~ (Vo x1C5™

@Y= e+ m

En donde:

Vi: Actividad de la enzima a la concentracion dada del compuesto
Vo: Actividad inicial

ICs0: Concentracion que induce el 50% de inhibicion

n: Numero de Hill

I: Concentracion del compuesto ensayado

6.6 Caracterizacion del mecanismo de inhibicion

Con la finalidad de determinar el mecanismo de inhibicion de los mejores
inhibidores, se realizaron curvas a diferentes concentraciones de un sustrato,
variando las concentraciones del otro sustrato y concentraciones fijas de cada
inhibidor. Las concentraciones de sustratos utilizadas para shikimato y NADP*
fueron en un rango de 10-600 uM y una concentracion de 10-50 uM para los
inhibidores. Los datos obtenidos fueron analizados utilizando el software
Sigmaplot v. 12.3 (66) y ajustados a modelos de inhibicion no lineales, inhibidor
mixto completo (ecuacion 3), inhibidor mixto parcial (ecuacion 4) e inhibidor
acompetitivo completo (ecuacién 5). Los ensayos fueron realizados por

cuadruplicado.
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Vmax
(+m)+ 0+

1o8(ete)

(4) Mixto parcial: V, = (Vmax) (L’“,)
Km Ki
1+ S )(1+a*[Ki)

(3) Mixto completo: V, =

Vmax

I  Km
gt

(5) Acompetitivo completo: V, =

Donde, Vmax es la velocidad méxima, Km es la constante de Michaelis, S es la
concentracidon de sustrato, | es la concentracion de inhibidor, Ki es la constante
de inhibicion, a indica cuantas veces es modificada la Ks cuando la enzima es
saturada de inhibidor y B expresa el cambio en la constante catalitica en

presencia de concentraciones saturantes de inhibidor.
6.7 Acoplamiento molecular

Con la finalidad de conocer la interaccion enzima-inhibidor se llevé a cabo un
acoplamiento molecular en el software Glide (67), para lo cual las moléculas
fueron construidas utilizando el software ChemSketch (68). Para realizar el
acoplamiento molecular, debido a la falta de una estructura cristalografica de la
SaSDH se utilizé un modelo previamente reportado por nuestro grupo de
investigacion (18). En el médulo de preparacion de proteinas se agregaron
atomos de hidrégeno y cargas parciales. Enseguida, se llevd a cabo la
minimizacién de la energia utilizando el campo de fuerza OPLS3 (69). Finalmente
se utiliz6 el modo de extra precision y se adicionaron las penalizaciones de
estado para ligandos flexibles en el puntaje del acoplamiento usando el software
Epik (70).

6.8 Simulaciones de dindmica Molecular

Las simulaciones de dindmica molecular para los complejos SaSDH-inhibidor
fueron realizadas a través del software GROMACS 5.0.4 (71) utilizando el campo

de fuerza CHARMMS36 (72), los complejos utilizados fueron obtenidos a partir del
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previo acoplamiento molecular de cada inhibidor. En cada caso, el ligando fue
extraido 'y parametrizado con el servidor swissparam (73)
(www.swissparam.com.ch). Una vez parametrizado, el complejo fue solvatado
con el modelo de agua de potencial intermolecular transferible con 3 puntos
(TIP3) en una celda cubica de 1 nm en condiciones periddicas, las cargas fueron
neutralizadas con iones de Na* y Cl- a una concentracion de 0.15 mol/L. Los
complejos preparados fueron sometidos a una minimizacion de energia de 500
pasos con un algoritmo de gradiente conjugado. Una vez minimizado, se
realizaron simulaciones canodnicas (NVT) (74) e isotérmicas-isobaricas (NPT)
(75) (con escala de posicion isotropica) a 300 °K y 1 atm de presién, usando una
caja cubica. Finalmente, se realizé una simulacion de dinamica molecular de 50
ns a 300 °K sin restricciones, obteniendo 10,000 conformaciones guardadas cada
5000 pasos. A las trayectorias obtenidas se les realizé un analisis matricial de
desviacion media cuadratica (RMSD), fluctuacién media cuadratica (RMSF) y un
analisis de clustering por tamafio con el método Gromos (76) para elegir las

conformaciones mas representativas de la simulacién.
6.9 Analisis de componente principal

Se realiz6 un analisis de componente principal para extraer los principales modos
involucrados en el movimiento de los complejos enzima-inhibidor (77). La matriz
de covarianza fue ensamblada usando una transformacion simple del espacio en
las coordenadas cartesianas. Una representacion vectorial de cada uno de los
componentes individuales indico la direccion del movimiento. Para esto, un
conjunto de eigenvectores fueron derivados a través de la diagonalizaciéon de la
matriz de covarianza. Cada eigenvector tiene un eigenvalor correspondiente que
describe la contribucion energética de cada componente en el movimiento (78).
Las regiones de la proteina encargadas de los movimientos colectivos mas
significativos pueden ser identificadas a través de un analisis de componente
principal. Los comandos propios de GROMACS g_covar y g_aneig fueron

utilizados para realizar el analisis de componente principal.
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6.10 Propiedades fisicoquimicas y toxicolégicas

Con la finalidad de determinar las propiedades fisicoquimicas y toxicolégicas de
los inhibidores, estas fueron evaluadas en los servidores en linea PRE-ADMET
(79), SWISS TARGET PREDICTION (80) y el software DATAWARRIOR 4.07.02
(81). Estas herramientas fueron utilizadas para predecir pardmetros importantes
como las propiedades “drug like” basadas en las reglas de Lipinski, regla Drug
like, regla Drug DB. Asi mismo, se realizé una prediccién de las propiedades
ADME, tales como la absorcion en el intestino humano, unién a proteinas
plasméticas, penetracion de la barrera hematoencefélica y la permeabilidad en
piel. Adicionalmente, es posible la prediccion de diferentes propiedades
toxicolégicas como posibles efectos mutagénicos, carcinogénicos, irritantes,
efectos en la reproduccion, inhibicion de los CYP450 vy la inhibicion de hERG.
Finalmente, se evalué la probabilidad de los compuestos de unirse a otras

proteinas blanco en el organismo, analizando 2547 proteinas diferentes.
6.11 Ensayos de actividad biologica

Para determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI) de los inhibidores méas
potentes de la SaSDH,se llevaron a cabo ensayos de actividad biolégica en una
cepa de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (ATCC® BAA-1720TM,
ATCC®, Manassas, VA, USA) utilizando el método de microdilucién en placa
(64). Una placa de agar Mueller Hinton (MH) fue inoculada con la cepa SARM
(ATCC® BAA-1720TM, ATCC®, Manassas, VA, USA) e incubada por 24 horas
a 37°C, se preparo un preinoculd en caldo Mueller Hinton con una turbidez de 0.5
en la escala de Mc Farland y posteriormente se realiz6 una dilucion 1:100, a partir
de la cual se inocularon con 50 pul los pocillos de una placa de ELISA de 96
pocillos los cuales contenian 50 ul de caldo Mueller Hinton con las
concentraciones al doble de los compuestos a ensayar (desde 10 nM hasta 0.4
mM). Una vez inoculadas las placas de ELISA fueron incubadas a 35°C por 20
horas. La densidad oOptica fue medida a 600 nm y se determino el porcentaje de

inhibicién tomando como un 100% de desarrollo el control positivo que no
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contenia compuesto. La CMI fue definida como la concentracibn minima de

compuesto a la cual se inhibio el desarrollo bacteriano.

6.12 Reactivos y Sustancias

Los reactivos utilizados en el presente trabajo fueron adquiridos de la empresa
SIGMA-ALDRICH (www.sigmaaldrich.com/mexico).

Los compuestos ensayados en el presente trabajo fueron adquiridos de la
empresa CHEMBRIDGE (www.chembridge.com).
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VIl. RESULTADOS

7.1 Seleccién de inhibidores potenciales

Debido a que en nuestro grupo de investigacion se cuenta con un reporte previo
de tres inhibidores de la SaSDH (18) (Figura 7), y con la finalidad de encontrar
nuevos inhibidores conservando sus ndcleos quimicos, en el presente trabajo se
realiz6 una busqueda por similitud estructural. Para esto se utiliz6 una quimioteca
de la empresa Chembridge la cual consta de méas de 1,300,000 moléculas, las
cuales se compararon estructuralmente con las estructuras de los inhibidores
previamente reportados (238, 766 y 894). A partir de los resultados fueron
seleccionadas 50 estructuras con una similitud estructural igual o mayor al 50 %

para llevar a cabo los ensayos de inhibicién en la SaSDH.

Figura 7. Inhibidores de la SaSDH (18).

7.2 Purificacién de la SaSDH

Toda vez que fue purificada la SaSDH, de acuerdo al protocolo descrito en
materiales y métodos, partiendo de un cultivo de 500 ml se obtuvieron lotes con
pureza mayor al 90% determinada mediante densitometria y 18 mg totales de

SaSDH cuantificados por el método de Bradford.
7.3 Inhibicién de la SaSDH

Se llevaron a cabo los ensayos de inhibicion a una concentracion de 100 uM con
las 50 moléculas seleccionadas mediante la busqueda por similitud estructural.
En la Tabla IV se muestran las cinco moléculas mas potentes y su porcentaje de
inhibicion.
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Tabla IV. Porcentaje de inhibicién de la SaSDH de los cinco compuestos
mas potentes seleccionados por medio de similitud estructural.

% de inhibicién

Nombre Estructura (100 M)
Acido 5-[4-(1H-imidazol-2-
ilcarbonil)fenil]thiofen-2- HO f oA e HNS
L _ 98
carboxilico /i S | p N
(compuesto 31) 0 i
(o]
CH,
6-hidroxi-7-metil-1-benzofuran- o OoH
3(2H)-ona 4 98
(compuesto 37)
o]
N~1~-(6-metoxi-2,2-dimetil-3,4-
dihidro-2H-cromen-4-yl)-N~2~-
metil-N~2~-(piridin-2- NH 34
ilmetil)glicinamida \/\N =
(compuesto 48) CH3 o
Ciclopropil (5-hidroxi-1- AN <)
benzofuran-3-yl)metanona HO o 32
(compuesto 28) | BN
2 0
. . . H.C
Etil 5-(1H-pirazol-3-yl)tiofen-2- T 0 o N
carboxilato \?f 5 & TNH 28

(compuesto 34) o —

Posteriormente con la finalidad de llevar a cabo una caracterizacion cinética,
estructural y biolégica de los inhibidores con mejor capacidad de inhibicion en la
SaSDH, fueron seleccionados los compuestos 31 y 37 los cuales inhibieron un

98% la actividad de la enzima (Tabla IV).
7.4 Determinacion de la ICso

Los valores de ICsp obtenidos para los inhibidores 31 y 37 fueron de 26 uM y 21
UM respectivamente (Figura 8). Algo interesante que se observo en los graficos
fue el comportamiento sigmoideo de las curvas de inhibicidn, asi como el valor

del niumero de Hill (n) superior a dos para ambos compuestos, lo que sugiere
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qgue se requiere mas de una molécula de cada compuesto para inhibir a la

enzima.

110
100 m- ICso: 26 UM
gg_- N n: 2.64

80 -
70
60 -

50
404

% de Actividad

30 -
20 - "
10 H i

0 = L |

Nt 7T T T T T T

-0 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
A Compuesto 31 [uM]

110

[Cso: 21 uM
n:2.41
CH,

1004 m
90 1 \
80 - o\
70 "
60 -

.
O

50 -
40 - \
30 4

% de Actividad

20 ~
10 - -

0- R = W m

-10 +——————————————1——————

——
10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Compuesto 37 [uM]

Figura 8. Gréaficos parala determinacion de la ICso. Compuestos (A) 31y (B) 37. Los puntos
muestran la media de los ensayos por triplicado.
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7.5 Caracterizacion del mecanismo de inhibicién

Durante el proceso de caracterizacién de un inhibidor, una parte importante es
conocer su mecanismo de inhibicidn; por tanto; en el presente trabajo se
determin6 el mecanismo de inhibicion de los compuestos 31 y 37 a partir de
graficar las velocidades iniciales de la SaSDH obtenidas a diferentes
concentraciones tanto de sustrato (shikimato y NADP*) como de inhibidor. Los
datos fueron ajustados al modelo de Lineweaver-Burk (1/v) vs (1/[S]). Los
graficos de Lineweaver-Burk (82) para las reacciones de inhibicion mostraron que
el compuesto 31 exhibe las caracteristicas de un inhibidor acompetitivo con
respecto a shikimato (Figura 9A y 9D) y una inhibicion de tipo mixta con respecto
a NADP™* (Figura 10A y D). Por otro lado, el compuesto 37 mostré caracteristicas
de un inhibidor de tipo mixto con respecto a shikimato y NADP* (Figuras 11A,
11D, 12A y 12D).

Posteriormente, se determinaron las constantes de inhibicion al ajustar los datos
a las ecuaciones 3, 4 y 5 (ver materiales y métodos). Los resultados indicaron
que el inhibidor 31 mostré una Ki (constante de disociacion enzima-inhibidor) de
83 + 11.6 uM para shikimato y una Ki de 212.9 + 15 uM para NADP*, lo que
sugiere que el inhibidor 31 tiene mas alta afinidad por el sitio de unién a shikimato
que por el sitio de unién a NADP*. Ademas, el valor de a de 0.45 sugiere que el

inhibidor 31 prefiere unirse al complejo ES que a la enzima libre (Figura 9D).

En lo que respecta al inhibidor 37, éste mostré valores de Ki de 8.3 + 1.8 uM para
shikimato y de 10.3 =+ 2.8 uM para NADP*, que sugiere una afinidad similar para
ambos sitios de union. El valor de a de 0.89 sugiere que el compuesto 37
reconoce casi con la misma afinidad a la enzima libre como al complejo ES. El
valor de B fue casi el mismo para ambos sustratos indicando que la formacion de
producto del complejo ESI es un 59 y 52% para shikimato y NADP",
respectivamente mas baja comparada con la formacién de producto en ausencia
del inhibidor (Tabla V).
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No obstante que los graficos de Lineweaver-Burk nos permitieron determinar el
tipo de inhibicién ejercido por el compuesto sobre la SaSDH, este tipo de grafico

no permite conocer si la inhibicion es completa o parcial.

Por esta razdn, y para tener una caracterizacién mas completa del mecanismo
de inhibicién de los compuestos 31 y 37, a partir de los datos obtenidos de los
dobles reciprocos se realizaron los graficos secundarios de pendiente vs
[Inhibidor] a partir de los graficos de los dobles reciprocos. EI comportamiento
lineal de los graficos con respecto al inhibidor 31 indicé que se trata de una
inhibicién de tipo completa con respecto a shikimato y NADP* (Figura 9B y 10B).
De modo similar los graficos de 1/A intercepto o 1/A pendiente vs 1/ [Inhibidor],
gue interceptan en las abscisas en cero (Figura 9C y 10C), corroboran el
resultado, lo que significa que el complejo ESI no es productivo. Por lo tanto, el
compuesto 31 muestra las caracteristicas de un inhibidor acompetitivo completo
con respecto a shikimato y un inhibidor mixto completo con respecto a NADP*.
En lo que respecta al compuesto 37, el comportamiento hiperbdlico del gréfico
pendiente vs [Inhibidor], asi como los regraficos 1/A intercepto o 1/A pendiente
vs 1/ [Inhibidor], que interceptan en las abscisas en el segundo cuadrante (Figura
11C y 12C), indican que se trata de una inhibicion parcial (83); esto sugiere que
el compuesto 37 presenta una inhibicibn mixta parcial con respecto a ambos

sustratos.
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Figura 9. Mecanismo de inhibicion del compuesto 31 para shikimato. (A) Grafico de
Lineweaver-Burk; (B) Regréafico Pendiente vs Inhibidor; (C) Regrafico 1/A intercepto o 1/A
pendiente vs 1/Inhibidor; (D) Modelo cinético de un inhibidor acompetitivo completo. Los
puntos muestran la media de los ensayos por cuadruplicado.
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Figura 11. Mecanismo de inhibicion del compuesto 37 para shikimato. (A) Gréafico de
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Tabla V. Constantes cinéticas y mecanismos de inhibicién

Inhibidor Ki (UM) Valor de a Valor de B8 Tipo de Inhibicion
Shikimato NADP* Shikimato NADP* Shikimato NADP* Shikimato NADP*
83.1+ 2129+ 0.45 + Acompetitivo Mixto
3l 11.63 15.06 NA 0.36 NA NA Completo Completo
37 8.3+ 103+ 089+ 0.51+ 0.41+ 0.48 + Mixto Mixto
1.8 2.8 0.14 0.007 0.003 0.002 Parcial Parcial

(NA) no aplicable

7.6 Acoplamiento Molecular

Con la finalidad de obtener informacion estructural de las interacciones SaSDH-
inhibidor, se realiz6 un acoplamiento molecular entre la SaSDH vy los inhibidores
31y 37. Los resultados mostraron que el compuesto 31 formo interacciones de
tipo puente de hidrogeno entre los residuos His12 y el grupo imidazol, otra
interaccion se dio entre el residuo Leul4d y el grupo carbonilo de la cetona y
finalmente, el residuo Lys64 interacciond con el grupo carboxilo de la molécula
(Figura 13).

Por otro lado, el compuesto 37 formo solo dos interacciones de tipo puente de
hidrégeno, una con el residuo Serl3 y el grupo carbonilo de la furanona; la otra
interaccion se formé entre el residuo Aspl100 y el grupo hidroxilo fendlico de la
molécula (Figura 14). Es importante destacar las interacciones formadas con los
residuos Lys64 y Asp100 ya que estos residuos llevan a cabo el intercambio del

electrén en la catélisis de la enzima (14, 47).
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Figura 13. Unién del compuesto 31 en la SaSDH. (A) Mapa en 2D de interacciones SaSDH-
31, indicando los enlaces tipo puente de hidrégeno con flechas moradas; (B) Mapa en 3D
de interacciones SaSDH-31, indicando los enlaces tipo puente de hidrogeno con lineas
punteadas amarillas.
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Figura 14. Unién del compuesto 37 en la SaSDH. (A) Mapa en 2D de interacciones SaSDH-
37, indicando los enlaces tipo puente de hidrégeno con flechas moradas; (B) Mapa en 3D
de interacciones SaSDH-37, indicando los enlaces tipo puente de hidrégeno con lineas

punteadas amarillas.
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7.7 Simulaciones de dindmica molecular

Para continuar con la caracterizacion estructural de los complejos enzima-
inhibidor se realizaron estudios de dinamica molecular con un tiempo de duracién
de 50 ns. Primero se determind la desviacion media cuadratica (RMSD), este
pardmetro es crucial para analizar la estabilidad de las trayectorias moleculares,
asi los valores de RMSD se graficaron en funcion del tiempo (Figura 15). Los
resultados indicaron que el complejo SaSDH-31 fue mas estable a partir de los
10 ns hasta el final de las simulaciones, y mostr6 menos dispersion en su valor
de RMSD (1.2 + 0.4 nm). En el caso del complejo SaSDH-37 éste mostr6 mayor
dispersion en su valor de RMSD (2.7 + 0.6 nm) con menor estabilidad en los
primeros 25 ns, después de este tiempo se estabilizd el complejo (Figura 15). Asi
mismo, también se observo que la estabilidad a través del tiempo fue dada por
interacciones de tipo puente de hidrogeno, en el caso del complejo SaSDH-31
éste se estabilizd por la formacién de puentes de hidrogeno con los residuos
Alal28 y Argl49 (Figura 16A) y complejo SaSDH-37 se estabilizé al formar
interacciones de tipo puente de hidrégeno con los residuos Lys64 e 11e209 (Figura
16B).
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Figura 15. Desviacion media cuadratica (RMSD) de los complejos enzima-inhibidor.
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Figura 16. Interacciones de los complejos SaSDH-inhibidor. (A) SaSDH-31y (B) SaSDH-37.

Es interesante resaltar que cada inhibidor tuvo un comportamiento diferente, es
decir, al comienzo de la simulacion los inhibidores se situaron en medio del sitio
de unién a shikimato y del sitio de unién a NADP*, conforme avanzé la simulacion,
el inhibidor 31 se ancl6 cerca del sitio de union a NADP* (Figura 17A); mientras
qgue el inhibidor 37 se mantuvo unido en la interface entre el sitio de union a

shikimato y el sitio de union a NADP* (Figura 17B).
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Figura 17. Analisis de cluster del desplazamiento de los inhibidores a lo largo de la
simulacion de dinamica molecular. (A) SaSDH-31 y (B) SaSDH-37.
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Para continuar con el analisis estructural, las fluctuaciones medias cuadraticas
(RMSF) de los atomos del Ca fueron determinadas, este parametro es util para
entender cémo la unién de estos dos compuestos provoca cambios en la
flexibilidad de los dominios de la SaSDH. Los resultados mostraron que la union
de los inhibidores causo6 una disminucion en la flexibilidad de los dominios donde
se une el shikimato (Val5, Serl3, Serl5, Asn58, 1le59, Thr60, Lys64, Asn85,
Aspl100, Phe236 y GIn239) y el NADP* (Lys64, Glu65, Ala83, Alal25, Gly126,
Glyl127, Alal28, Serl29, Lys130, lle132, Asnl148, Argl49, Argl53, Leul66,
Thrl83, Prol84, Met187, lle194, 1le209, y Met235); el inhibidor 31 mostré mayor

efecto sobre el dominio de unién a NADP* (Figura 18).
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Figura 18. Fluctuaciones medias cuadraticas de los atomos de los Ca con respecto a su
posicion en el tiempo.

7.8 Andlisis de componentes principales

Con la finalidad de explorar los modos colectivos de movimiento mas
significativos de la SaSDH, en complejo y libre, a los largo de las simulaciones
se realizo un analisis de componentes principales (PCA). El PCA mostré mayores
fluctuaciones en los sistemas correspondientes a los complejos SaSDH-inhibidor,
y se observl un incremento en la amplitud del eigenvector 1 de los complejos

SaSDH-inhibidor al graficar el eigenvector 2 vs eigenvector 1 (Figura 19A). Estas
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diferencias fueron mas claras al comparar el movimiento descrito por el
eigenvector 1 de las simulaciones de dinamica molecular de cada complejo. El
bucle formado por los residuos Pro184, Alal85, Gly186, Met187, Ala188, Gly189,
Asnl190, Asnl191, Glul92, Serl93 e llel94, es considerado como una region
altamente flexible (14, 24), mostr6 mayor movimiento en el caso del complejo
SaSDH-37 (circulo punteado). Adicionalmente, en este complejo el dominio
catalitico se mantuvo rigido y el dominio de unién a NADP* mostré mayor
desplazamiento (Figura 20C). Mientras tanto, el complejo SaSDH-31 no solo
presentd mayor movimiento en el dominio catalitico, sino también provoc6 un
desplazamiento general en la estructura (Figura 19B). Por lo tanto, estas
perturbaciones podrian explicar estructuralmente el efecto inhibitorio de estas

moléculas.
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7.9 Propiedades fisicoquimicas y toxicolégicas

Después de la caracterizacion cinética y estructural, un punto importante a
conocer de estos inhibidores son sus propiedades fisicoquimicas y toxicoldgicas.
Para este fin, los dos compuestos fueron analizados utilizando el software
DATAWARRIOR 4.07.02 y los servidores en linea PRE-ADMET (Tabla VI) y
SWISS TARGET PREDICTION. Con respecto a los parametros toxicologicos
ninguno presentd potencial toxicoldégico. En cuanto a las propiedades ADME el
inhibidor 37 presentd una fuerte union a proteinas plasmaticas y en cuanto a las
propiedades “Drug- like” cumplen con las caracteristicas para ser considerados
como potenciales farmacos. Incluso con algunas propiedades mejorables estas
estructuras demuestran potencial para ser candidatos para seguirse estudiando

y desarrollar un nuevo farmaco.
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Tabla VI. Propiedades fisicoquimicas y toxicoldgicas

Parametros 31 37
Toxicolbgicos
Irritante* no no

Efectos en la

reproduccion* no no
Carcinogénico* no no
Mutagénico* no no
Inhibicién de hERG® Riesgo Bajo Riesgo Medio
Inhibicion de CYP450° 2C9y 3A4 2C9
ADME

Penetracion qe. la barrera Baja Absorcién Baja Absorcion
hematoenceféalica

Absorcion en el intestino Buena Absorcion Buena Absorcion
humano

Union g_protelnas Unién Débil Unién Fuerte
plasmaticas

Permeabilidad Caco2° Permeabilidad Media Permeabilidad Media
Drug-like

Druglikeness Score* -0.24 3.39
Regla CMC like® Cumple Cumple
Regla Lead like® Cumple Cumple
Regla de 5 (Lipinski)° Cumple Cumple
Regla WDI like® Cumple Cumple

(*) Determinado por DATAWARRIOR v4.07.02
(°) Determinado por PRE-ADMET

Otro aspecto que se evalud fue la potencial actividad de estas moléculas con
respecto a otras proteinas blanco utilizando el servidor SWISS TARGET
PREDICTION. Los resultados mostraron que de las 2547 proteinas analizadas,
el compuesto 31 present6 probabilidad de actuar sobre la proteina tau asociada
a microtubulos y sobre la sulfidril oxidasa ALR unida a FAD; mientras que para el
compuesto 37 la proteina tau asociada a microtibulos y el receptor de
androgénico fueron las proteinas que podrian servir como blanco. La probabilidad
de estas potenciales actividades tuvo rangos del 21 al 55%. Sin embargo, aun
con la presencia de algunas caracteristicas negativas todas estas pueden ser
mejoradas al seguir estudiando y modificando estas estructuras para hacerlas

menos téxicas y mas potentes.
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7.10 Actividad Bioldgica

Finalmente se realizaron ensayos de actividad biol6gica mediante el método de
microdilucion en caldo Mueller Hinton. Sin embargo, debido a problemas de
solubilidad de los compuestos no fue posible observar una inhibicion en el
desarrollo bacteriano; se observd precipitacion de los compuestos a las
concentraciones mas altas (hasta 0.4mM) ensayadas y a concentraciones bajas

(hasta 10 nM), por lo que 31 y 37 no mostraron el efecto inhibitorio deseado.

Finalmente se llevaron a cabo ensayos para conocer el efecto de los compuestos
31y 37 sobre el desarrollo de SARM ATCC® BAA-1720TM, ATCC®, Manassas,
VA, USA, mediante el método de microdilucion en caldo Mueller Hinton en
microplaca. Los compuestos fueron probados a diferentes concentraciones
desde 10 nM hasta 4 mM no mostrando un efecto inhibitorio deseado sobre el
desarrollo de SARM. El problema principal por el cual no se pudo seguir
modificando las condiciones de los ensayos tuvo que ver con la solubilidad de los
compuestos, a mayor concentracion estos mostraban precipitacion y al aumentar
el porcentaje de solvente se observaba un efecto inhibitorio en el desarrollo
causado por la concentracion de DMSO, imposibilitando el aumentar la
concentracion de solvente para evitar la precipitacion de los compuestos a

concentraciones superiores a 0.4 mM.
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VIIl. DISCUSION

A pesar de gque en los ultimos afios han surgido nuevos antibiéticos (Linezolida,
Daptomicina, etc.) para el tratamiento de infecciones por SARM, no se ha logrado
controlar su incidencia debido a su gran capacidad de crear resistencia a los
tratamientos. Es por esto, que es necesario el desarrollo de nuevos farmacos

antibacterianos para el tratamiento de infecciones causadas por SARM.

En el presente trabajo se seleccionaron 50 compuestos con un 50% o mas de
similitud estructural a los inhibidores de la SaSDH ya reportados, una vez
realizados los ensayos de inhibicién, los compuestos 31 y 37 demostraron
capacidad de inhibir en un 98% la actividad de la SaSDH cuando se ensayaron
a una concentracion de 100 pM (Tabla 1V), presentando una inhibicion en el
mismo orden de magnitud que otros inhibidores reportados para la SDH de
diferentes bacterias (11, 13, 18).

En lo que respecta a las caracteristicas estructurales de los compuestos 31y 37,
éstos comparten ciertos grupos quimicos con los inhibidores antes reportados
(18); en el caso del inhibidor 31, éste comparte el grupo acido tiofen-5-carboxilico
con el inhibidor 238 (Figura 20A). Por otro lado, el compuesto 37 comparte el
nuacleo de 6-hidroxi-benzofuran-3(2H)-ona con el inhibidor 894, la Unica

diferencias es el metilo en posicion 7 en el compuesto 37 (Figura 20B).

54



Acido tiofen-5-carboxilico

Metilo
6-hidroxibenzofuran-3(2H)-ona CH3

A Fenil-carbonil-imidazol B 37 OH
O
" | / \ OH =
0 |
o) / NN
HN O
!
—— 6-hidroxibenzofuran-3(2H)-ona
5 o - 894 O OH
238 Acido tiofen-5-carboxilico
HO / /
l : : O
/ \ / Tiofeno

Figura 20. Comparacion de similitud estructural. (A) 31 vs 238y (B) 37 vs 894.

En relacion a la caracterizacion cinética de los inhibidores, los valores de ICso
obtenidos para ambos compuestos (31 y 37) estuvieron dentro del rango de los
inhibidores reportados para SDH de diferentes bacterias (11, 13, 18). En
comparacion con las estructuras base los compuestos 31 y 37 mostraron valores
de ICso menores (26 uM y 21 uM, respectivamente) que los inhibidores 238 y 894
(80 uM y 53 uM, respectivamente). Con respecto a los mecanismos de inhibicién
se observo que a pesar de la similitud estructural con los inhibidores previamente
reportados (18), los inhibidores 31 y 37 presentaron mecanismos de inhibicién
diferentes; el compuesto 31 mostré caracteristicas de un inhibidor acompetitivo
completo con respecto a shikimato y mixto completo con respecto a NADP*. En
el caso del compuesto 37, éste demostro caracteristicas de inhibidor mixto parcial
para ambos shikimato y NADP*, lo que significa que el complejo enzima-
inhibidor-sustrato (EIS) es catalitico en menor medida, comparado en el complejo
enzima-sustrato (ES) en ausencia del inhibidor (I). Por otra parte, el inhibidor 238
mostré caracteristicas de un inhibidor de tipo competitivo con respecto a
shikimato y un mecanismo de inhibiciébn acompetitivo con respecto a NADP*. En
el caso del inhibidor 894 esté mostré6 un mecanismo de inhibicién de tipo mixto

con respecto a shikimato y NADP*. Los compuestos 37 y 894 presentaron un
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mecanismo de inhibicion mixto para ambos sustratos, lo cual puede explicarse
por el alto grado de similitud estructural que comparten; asi mismo por las
interacciones con la SaSDH observadas en los acoplamientos moleculares para
ambos inhibidores siendo de tipo puente de hidrogeno con los residuos Serl3y
Asp100 (Figura 15) en ambos casos. En el caso del par de compuestos 31y 238,
no comparte una similitud estructural tan alta. Por otro lado, la diferencia en los
sustituyentes y las diferentes interacciones mostradas en los acoplamientos
moleculares, solo comparten la interaccion con el residuo Lys64 (Figura 14). Esto
podria explicar la diferencia entre mecanismos de inhibicién. El compuesto 37
mostrd una Ki de 8.3 uM con respecto a shikimato y de 10.3 uM con respecto a
NADP*, mientras que el compuesto 31 mostré valores de Ki de 83.1 uM con
respecto a shikimato y de 212.9 uM con respecto a NADP*. Estos resultados
demuestran que el compuesto 37 es el mas potente con respecto a shikimato que
los otros inhibidores de la SaSDH (238 Ki shikimato: 9.53 uM; 766 Ki shikimato:
19.76 uM; 894 Ki shikimato: 58.3 uM) (18); y en el caso del compuesto 31, éste
mostro un valor de Ki hasta 40 veces mayor con respecto a NADP* comparado a
los otros inhibidores de la SaSDH (238 Ki NADP*: 48.3 uM; 766 Ki NADP*: 11.35
uM; 894 Ki NADP*: 5.2 uM) (18). Esta menor afinidad se debe posiblemente a la
diferencia en las interacciones y en el numero de las mismas, ya que solo
comparten la interaccion con el residuo Lys64 observada Unicamente en el
inhibidor 238; sin embargo, esta interaccion se da a diferente nivel estructural, en
el caso del compuesto 31, interaccion6 con el residuo Lys64 al aceptar la
formacion de un puente de hidrégeno con su grupo acido carboxilico, mientras
gue en el caso del inhibidor 238 y el residuo Lys64 es de tipo cation-1r a nivel del

grupo tiofeno.

Algo importante de mencionar es que en el caso de Helicobacter pylori se
reportaron compuestos con un mecanismo de inhibicibn competitivo o
acompetitivo, sin especificar si se trata de una inhibicion completa o parcial; sin
embargo, los valores reportados de Ki (5.9 uM, 3.9 uM, 1.8 uM, 18.2 uMy 15.4

uM) se encuentran en el mismo orden que los aqui descritos (11). Para
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Pseudomonas putida no se reportan los mecanismos de inhibicién ni valores de

constantes de inhibicion (13).

Las simulaciones de dinamica molecular mostraron como se afecta la estabilidad
de la SaSDH al formarse el complejo SaSDH-inhibidor, siendo el compuesto 31
el que forma un complejo méas estable. Los clusters de las poses mas
representativas a lo largo de las simulaciones mostraron que el compuesto 31 se

mantuvo unido cerca del sitio de unidn a NADP*, la unidn en este

sitio tiene concordancia con el mecanismo de inhibiciobn mostrado por esté
compuesto; al no acercarse al sitio de unién a shikimato, esté no es capaz de
competir con el sustrato por unirse al sitio activo demostrando su caracter
acompetitivo completo con respecto a shikimato, mientras que al unirse cerca del
sitio de uniébn a NADP™ permite la union del cofactor demostrando su caracter
mixto con respecto a NADP*, mientras que el compuesto 37 se mantuvo unido
en la interface entre el dominio de union a shikimato y el dominio de union a
NADP*, lo que se puede relacionar con su mecanismo de inhibicién mixto parcial
permitiendo la unién del sustrato y cofactor en sus sitios y permitiendo la

formacion de producto a una menor velocidad.

Finalmente, se llevaron a cabo ensayos de actividad biol6gica en los cuales
debido a problemas de la solubilidad de los compuestos y a las condiciones de
ensayo no fue posible observar una inhibicion significativa debido a que al

aumentar la concentracion de los compuestos estos se precipitaban.

Por lo tanto, estos dos nuevos compuestos aumentan el nimero de inhibidores
existentes para la SaSDH y en especial el compuesto 37 demostré ser mas
potente que los inhibidores previamente reportados por nuestro grupo (18). Sus
caracteristicas estructurales y propiedades fisicoquimicas y toxicologicas los
convierten en candidatos atractivos para continuar con su estudio y desarrollar

un nuevo farmaco para el tratamiento de infecciones causadas por SARM.
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IX. CONCLUSIONES

Mediante una busqueda por similitud estructural se encontraron dos nuevos
inhibidores de la SaSDH (31 y 37).

Los analisis estructurales demostraron que estos inhibidores interactian con los
residuos Lys64, Alal28, Arg149 e Ile209 y su union perturba su estructura de la
SaSDH.

De acuerdo con su estructura quimica de los inhibidores 31 y 37, en general
cuentan con las caracteristicas para ser considerados potenciales farmacos.
Los inhibidores encontrados serviran como punto de partida para continuar con
la optimizacion de compuestos en la busqueda de un nuevo farmaco contra
SARM.
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X.  PERSPECTIVAS

Resolver la estructura cristalografica de la enzima sola y en complejo con los
inhibidores 31y 37.
Llevar a cabo la optimizacion de los inhibidores.

Con las moléculas optimizadas realizar estudios de citotoxicidad.
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Abstract A

Abstract

Due to its resistance to many antibiotics, methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) have
become a worldwide health problem creating the urgent necessity of developing new drugs against this
pathogen. In this sense, one approach is to search for inhibitors of important enzymes in its
metabolism. According to this, the shikimate pathway is an important metabolic route in bacteria and its
enzymes are considered as great targets for the development of new antibiotic drugs. One of these
enzymes is the shikimate dehydrogenase, that catalyze the reversal reduction from 3-dehydroshikimate
to shikimate using NADPH as cofactor. In this work, four new compounds were found capable of
inhibiting the SDH from S. aureus (SaSDH) activity. A detailed kinetic characterization showed that the
most potent inhibitor presented a Ki of 8 and 10 uM with respect to shikimate and NADP", respectively,
and a mixed partial inhibition mechanism for both substrates. Molecular dynamics studies revealed that
the four inhibitors perturb the structure of SaSDH affecting important domains. Toxicological and
physicochemical parameters indicated that these compounds can be considered as potential drugs.
Therefore, these compounds are good hits that will help in the process to obtain a new drug against
MRSA.

This article is protected by copyright. All rights reserved.
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La ruta del shikimato como blanco para el disefio de
farmacos antibacterianos.

Shikimate pathway as target for antibacterial drug design.
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