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Ser/Thr
GSK3a
GSK3p
PK
FA
Mg
ATP
AB
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Resumen.

La proteina glucégeno sintasa quinasa 3 (GSK3), es la quinasa mas activa en la
mayoria de las células, el cual desempefia un papel en una serie de procesos
fisiologicos que van desde el metabolismo del glucégeno hasta la transcripciéon
de genes, conservada y ampliamente codificada por dos genes que generan dos
proteinas relacionadas GSK3a y GSKS3p, los cuales comparten el 98% de
similitud de identidad de aminoacidos dentro de su dominio catalitico,es activa
en las células en condiciones de reposo y se regula principalmente mediante la

inhibicidn o desviacion de su actividad.

La desregulacion de las vias de sefalizacion que involucran a GSK3 esta
asociada con la proliferacion de numerosos tipos de patologias, se determin6 a
través de la metodologia QSAR, las caracteristicas principales de los inhibidores
reportadas en bases de datos que permitan una inhibicién selectiva, debido a

gue es de beneficio una inhibicidn selectiva de la proteina GSK3p.

Con todo lo obtenido se ofrece una base de datos con moléculas con selectividad
por la proteina GSK3p asi como la propuesta de una estructura quimica que
permitira el disefio de nuevos prospectos a farmacos con mayor potencia de

inhibicion donde la base de estudio fue la constante de inhibicion (KI).



Abstract.

The protein glycogen synthase kinase 3 (GSK3), is the most active kinase in most
cells, playing a role in several physiological processes ranging from glycogen
metabolism to gene transcription, conserved and widely encoded by two genes
that generate two proteins related GSK3a and GSK3B, which share 98%
similarity of amino acid identity within their catalytic domain, are activated in cells
under repose conditions and are regulated mainly by inhibiting or diverting their

activity.

The deregulation of signaling pathways involving GSK3 is associated with the
proliferation of numerous types of pathologies, was determined through the
QSAR methodology, the main characteristics of the inhibitors reported in
databases that allow a selective inhibition, due to the benefit of a selective
inhibition of the GSK3p protein.

With everything obtained, a database with molecules with selectivity for the
GSKa3b protein is offered, as well as the proposal of a chemical structure that will
allow the design of new prospects for drugs with greater inhibition power where

the basis of study was the inhibition constant (KI).



Introduccion.

La glucogeno sintasa cinasa 3 (GSK3) es una enzima presente en organismos
eucariotas que inicialmente se asocidé al metabolismo del glucégeno, sin
embargo, se ha caracterizado su participacion en diferentes funciones celulares
como la apoptosis, la division celular y la inflamacion. A la fecha, la GSK3 es la
enzima cinasa con el mayor numero de sustratos identificados y se expresa en
todos los tejidos de organismos metazoarios. La diversidad de sustratos que
posee la enzima es en parte la razén de su importancia en la regulacién de
multiples procesos celulares. Presenta la peculiaridad de ser una enzima
constitutivamente activa y cuya regulacion se lleva a cabo principalmente por
inhibicion de su funcion; lo que le confiere la capacidad de limitar la activacion

innecesaria de los procesos que regula en células no estimuladas.?!

Poco después de su caracterizacion, se descubri6é que a falta de una regulacién
adecuada de GSK3, ésta se activa promoviendo el desarrollo de diversas
enfermedades como diabetes, cancer, inflamacion cronica y la enfermedad del
Alzheimer. Esta caracteristica promueve el interés en su investigacion y se
especuld que su inhibicién podria ser beneficiosa en distintos contextos de estas

enfermedades.?

Con este objetivo se ha logrado, en una primera etapa, la identificacion de mas
de 2000 moléculas de diferente naturaleza con la capacidad de inhibir la
actividad enzimatica de GSK3 y su efecto de revertir los efectos nocivos de la
enfermedad de Alzheimer, ademas reduce la viabilidad de masas tumorales de
pulmén, péancreas, colon, neuroblastoma y prostata; ademas favorece la
absorcion de glucosa y reduce los indices glucémicos en sangre con lo que se

reduce el desarrollo de diabetes.3

No obstante, aunque parece un panorama prometedor, la inhibicion de GSK3
como terapia presenta dificultades, debido a la amplia gama de sustratos que
son regulados por esta enzima, su inhibicion afecta no solo a los tejidos
enfermos. Por ejemplo, se ha descrito que la inhibicion crénica de GSK3 en
ratones favorece el desarrollo de leucemia mdultiple y favorece cambios
histologicos en diversos tejidos haciendo pensar que la terapia basada en la

inhibicion de GSK3 podria no ser factible.* Se ha observado que los efectos



nocivos que acompafian a la inhibicion de la GSK3 se deben en parte a la pérdida
de regulacion negativa en la via Wnt/B-catenina debido a la transduccion de

sefiales responsable de controlar la proliferacién y regulacién celular.®

Un aspecto no explorado hasta la fecha es que las funciones enziméticas de
GSK3 son llevadas a cabo por 2 proteinas paralogas llamadas GSK3a y GSK3B.?

Se ha obtenido evidencia experimental mediante inhibicion genética para
reprimir la actividad de un paralogo a la vez, esto indica que los efectos benéficos
de la inhibicion de GSK3 se presentan siempre y cuando se inhiba a una sola
proteina a la vez, sin embargo, estas proteinas presentan una similitud de 98%
en su dominio catalitico lo que ha dificultado la identificacion de moléculas que
tengan la capacidad de inhibir preferentemente a una sola proteina. Por lo que
de las més de 2000 moléculas conocidas como inhibidores de GSK3 no existe

una que se emplee en la clinica como parte de un tratamiento farmacolégico.®

Se ha reportado que existen moléculas que tienen preferencia inhibidora sobre
el paralogo GSK3B, por ejemplo, la molécula 4-[4-(4-fluorofenil)-2-[4-
(metilsulfanil) Fenil]-1H-imidazol-5-il] piridina, con identificacion CHEMBL17370
en la base de datos ChemBL. Esta molécula presenta una actividad inhibidora
20 veces superior sobre GSK33 que en GSK3a. Por otra parte, se ha descrito
recientemente que las proteinas presentan diferencias conformacionales que
podrian explicar la preferencia inhibidora de ciertas moléculas por un paralogo a
pesar de que las proteinas sean tan similares en los residuos de aminoacidos

gue las forman.’

Es por esto, que la propuesta de este trabajo es analizar mediante una estrategia
computacional, las estructuras quimicas de las moléculas disponibles en bases
de datos publicas, por ejemplo PubChem, ChEMBL, ChemSpider entre otros,
que tengan una preferencia inhibidora por GSK3B para determinar los
mecanismos de acoplamiento con la enzima y conocer las caracteristicas de
estos inhibidores con el objetivo de sintetizar nuevas moléculas mas potentes y

selectivas que permitan la terapia enfocada en GSK3.



Capitulo 1.- Antecedentes.
1. Laproteina glucégeno sintasa cinasa (GSK3).

1.1. Generalidades de la GSK3.

La GSK3 es una proteina de serinal/treonina (Ser/Thr) cinasa, ha estado
implicada durante afios en la regulacion de la inflamacion y se ha abordado en
una gran cantidad de informes cientificos, utilizandose en una gran variedad de
modelos y de enfoques experimentales (enfermedades). La GSK3 esta
involucrada en la regulacion de una plétora de eventos intracelulares
moleculares, organicos celulares y pato-fisiolégicos.® Se ha observado que la
GSK3 estd conservada evolutivamente en organismos eucariotes desde
mamiferos, insectos, hongos, helmintos e incluso plantas. Esta enzima regula
diferentes procesos celulares como la divisiébn celular, la diferenciacion, el
metabolismo del glucdgeno, la inmunidad y la apoptosis. Hasta la fecha, se han
encontrado mas de 100 sustratos de la enzima GSK3 por evidencia
experimental, pero los datos de bioinforméatica predicen mas de 520 sustratos.®
Aunque es muy probable que este nimero sea una sobreestimacion, la proteina
GSK3 es probablemente la enzima cinasa mas activa en las células eucariotes

y explica en parte los diversos procesos celulares donde participa.1°

El primer miembro que se identificdé de esta proteina fue en extractos de
proteinas del musculo esquelético de conejo como parte de una via metabdlica
capaz de fosforilar la proteina glucégeno sintasa en un mecanismo
independiente de otras dos enzimas: la proteina quinasa ciclica dependiente de
Adenosin monofosfato ciclico (AMPc) GSK1 y fosforilasa cinasa 2 (GSK2). La
proteina glucdgeno sintasa cinasa fue la tercera enzima descrita que fosforila la
glucdégeno sintasa de donde obtuvo su nombre.” La GSK3 es una enzima
particular porque en las células en reposo es constitutivamente activa, lo que
significa que la regulacion de su actividad se lleva a cabo por inactivacion o
desvio de su actividad en lugar de activarse con un estimulo.’” Otra caracteristica
interesante de esta proteina es que muestra preferencia por sustratos
prefosforilados, otras cinasas y el resultado de su actividad conduce en general

a la pérdida de funcion del sustrato.*!

Notablemente, la proteina puede ser inhibida por su propio dominio N-terminal

después de la fosforilacion en el residuo Serina 9 (Ser9) porque este dominio
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modificado constituye un pseudo sustrato a su propio dominio catalitico y compite
con los sustratos por la unién.'? En este contexto de accién, para que un sustrato
de GSK3 lleve a cabo su actividad, se necesitan dos eventos: 1) la activacion por
una cinasa especifica y 2) la inactivacion de GSK3 por la misma cinasa o una
alternativa. Por ejemplo, el factor transcripcional que es un elemento de la
respuesta a la union de AMPc (CREB) es fosforilado, por la proteina quinasa
(PK), también conocida como Akt, en el residuo Serina-133 (Serl33) para
estimular su actividad transcripcional.'®* Sin embargo, pCREB-Ser133 es un
sustrato de GSK3 que lo fosforila en el residuo Serina-129 (Ser129), dando como
resultado una reduccion de la actividad transcripcional de CREB. En la Figura 1

podemos visualizar a la proteina GSKS3.

Figura 1.- Enzima GSK3.

Representacion de listones de la proteina GSK3 (Edicion propia, UCSF Chimera software.)

Por otra parte, durante la sintesis de los polipéptidos de la proteina, las
moléculas se auto fosforilan en el residuo de Tirosina-216 (Tyr-216), esta
modificacion potencia su actividad cinasa al facilitar el acceso de los sustratos al
dominio catalitico, aunque estrictamente no es necesaria para que la enzima

fosforile sustratos. Curiosamente, no se ha encontrado que la proteina fosforile



residuos de Tirosina (Tyr) en otras proteinas, esto significa que GSK3 es una Tyr
cinasa en su etapa de sintesis, pero cuando las cadenas de polipéptidos estan
completamente maduras, su actividad cinasa evoluciona a ser serina/treonina

(Ser/Thr) cinasa.'*

Otra caracteristica interesante de esta proteina es el hecho de que puede
fosforilar sustratos de manera mdultiple y en forma seriada en el sitio de consenso
SITXXXS/T(p), si la secuencia en el sustrato se repite, la enzima puede fosforilar
cada S/T ubicada de 3 a 4 residuos después del ultimo residuo fosforilado en la
direccion amino terminal creando su propio sustrato cebado. Por ejemplo, en la
glucdgeno sintasa, pueden fosforilar los residuos Ser 641, 645, 649 y 653. En la

Figura 2 se muestra este proceso.'®

Figura 2.-Fosforilacion de Serinas por GSK3.

Reconocimiento de Serinas por GSK3 para su fosforilacién Ser/XXX/Ser.?!

1.2. Roles Biologicos de GSK3.

Aunque se limitd inicialmente a las vias metabdlicas del glucégeno, un
descubrimiento interesante mostr6 que la proteina factor activador A (FA) de la
proteina fosfatasa dependiente de magnesio-adenosin trifosfato, (Mg-ATP)
también esta relacionada con la fosforilacion de neurofilamentos en las células
neuronales; por lo tanto, GSK3 se clasific6 como una cinasa de mudltiples
sustratos.’®1” Dada su participacion como represor de varias vias de
sefializacion celular, como la apoptosis, la insulina, la fosfoinositol 3-cinasa
(PI3K), Wnt/B-catenina, entre otros, esta proteina esta involucrada
esencialmente en todos los procesos principales de la célula.'® Las funciones de
esta proteina en las células son variadas y dependen del tipo celular que se esté

analizando. Por ejemplo, en las células neuronales la proteina GSK3 regula la



formacion de las sinapsis nerviosas mediante la desestabilizacion de la
estructura microtubular en un mecanismo que involucra la fosforilacion de la
proteina tau.® Donde Tau es una proteina estructural cuya principal funcién es la
de estabilizar los microtubulos de actina que forman la estructura basica del
citoesqueleto neuronal. Al ser fosforilada la proteina tau por GSK3, esta se
desensambla de los microtubulos perdiendo de esta manera estabilidad, esto
elimina las conexiones neuronales, lo que evita poder formar otras nuevas,
dando lugar asi a la plasticidad neuronal.® En la Figura 3 podemos ver el ejemplo

de una red neuronal.

Figura 3.- Red neuronal.

Micrografia electrdnica de barrido en color (SEM) Autor: Steve G.

Otro ejemplo de las funciones de la proteina GSK3 es la regulacion de la
respuesta inflamatoria en los leucocitos. Durante un proceso infeccioso, que
puede ser viral, bacteriano, flngico o parasitario. Los microorganismos
patdbgenos son reconocidos por una familia de receptores membranales
llamados receptores tipo Toll (TLR) los cuales representan una parte importante

en el vinculo entre la respuesta inmune innata y adaptativa.*®

Este reconocimiento conduce a la activacion de la via de transduccién PI3K/Akt
(la cual es una via de sefalizacién intracelular importante para regular el ciclo
celular), al ser activada regula negativamente la funcion cinasa de GSK3. De
manera interesante, mientras GSK3 esté activa (actividad constitutiva) se
favorece la actividad del factor transcripcional, factor nuclear potenciador de las

cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB) y la expresion de


https://www.sciencephoto.com/contributor/sgs/

citocinas proinflamatorias. Sin embargo, cuando la estimulacién de los leucocitos
es continua por parte de los microorganismos, la actividad de GSK3 al ser
inhibida conduce a la activacion del factor transcripcional CREB y a la expresion
de citocinas antiinflamatorias. Esto significa que la capacidad de los leucocitos
de regular de manera positiva 0 negativa el proceso inflamatorio depende del
estado de actividad de GSK3.2

Por lo tanto, la funcion de la proteina en células madre es vital para regular su
diferenciacion, durante el desarrollo embrionario y fetal, la funcion de GSK3 es
vital para permitir una correcta diferenciacion y polarizacion de las células
embrionarias.! Uno de los primeros érganos desarrollados durante el crecimiento
embrionario es el corazén.?° Los factores de transcripcién que regulan este
proceso estan bien identificados y corresponden a genes que son regulados por
la via Wnt/B-catenina, de la cual GSK3 es el principal regulador negativo.® La
importancia de GSK3 en el desarrollo embrionario ha quedado de manifiesto en
los experimentos llevados a cabo en la mosca de la fruta en los cuales, la
delecién de la proteina Shaggy (homdloga de GSK3) provoca la muerte
embrionaria debido a la incapacidad de las células madre de diferenciarse en
diversos tejidos incluido el corazén.?! Este mismo efecto ha sido observado en
mamiferos en los que como resultado de la ausencia de funcién de GSK3 se

pierde la capacidad de las células madre de diferenciarse y reproducirse.*

En resumen, la proteina GSK3 se ha reconocido como un “regulador maestro”
implicado en funciones celulares de diversa indole, lo que demuestra su
importancia en la fisiologia celular y que es dependiente del tipo de células en
estudio. Cabe mencionar que los ejemplos presentados no son Unicos ya que
esta proteina también esta involucrada en la regulacion metabdlica, procesos de
muerte celular por apoptosis, autofagia, regulador del ciclo celular, diferenciacion
celular entre otros. 2?2 En la Figura 4 se observa un cuadro en el que contiene
una serie de procesos donde la proteina GSK3 esta implicada, lo cual representa

la gran versatilidad.
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Divisién celular Diferenciacién celular

Glébulos rojos

Musculos

Neurona

Célula

Figura 4.-GSK3 "Regulador Maestro".

(Edicion propia, software Photoshop).

1.3. GSK3y su relacion con enfermedades.

Muerte celular

Célula
«—
Apoptosis Necrosis

Debido a su implicacion en diversas vias de sefalizacion celular, después de su

descubrimiento se report6 que la desregulacion de la proteina GSK3 patrticipa de

manera activa en el desarrollo de varias enfermedades. Dada su actividad

constitutiva, los mecanismos que conducen a una falta de regulacion negativa

sobre la proteina, provocan una “ganancia de funcién” que se ha descrito que

esta presente en enfermedades como Alzheimer, diabetes, trastorno bipolar,

cancer, entre otros.?? En la Figura 5, se ilustran algunos ejemplos.

GSK3

Diabetes

cancer de ovario Alzheimer

Figura 5.-GSK3, relacién con enfermedades.

(Edicidn propia, software Photoshop).

Trastorno bipolar
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1.3.1. Enfermedad de Alzheimer.

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una de las principales causas de la
demencia neurodegenerativa en los seres humanos. Se caracteriza por la
presencia constante de dos lesiones fisiopatolégicas distintivas en el tejido
cerebral: las placas seniles en el espacio extracelular formadas por la
polimerizacion de los péptidos B-amiloides (AB) de 40 y 42 aminoacidos, y las
"madejas" neurofibrilares, es decir, conglomerados anormales de proteinas
compuestos por pequefias fibrillas entrelazadas dentro de las neuronas. Una
caracteristica principal de la EA y de manera mas precisa en el compartimento
intracelular de las células neuronales es que estan estructuradas de formas
hiperfosforiladas por la proteina tau. Por lo tanto, estas lesiones tisulares impiden
la funcion neuronal adecuada y, en Ultima instancia, afectan las conexiones de
las células neuronales es decir sefializacibn neuronal, lo que provoca la
degeneracion o muerte de las neuronas, lo que finalmente termina con la
memoria y otras funciones mentales importantes.?® En la Figura 6 observamos
las diferencias de un cerebro sano a uno con la enfermedad el Alzheimer,

provocada por la falta de regulacion de la proteina GSK3.

Cerebro

Normal Alzheimer

Neurona Sana Neurona Dafiada

L =

Figura 6.-Representacion de la enfermedad del Alzheimer.

(Edicién propia, software Photoshop).

En estudios de estimulacion con péptidos AB se detect6 que estos promueven la
actividad de la proteina GSK3, lo que provoca una sobreactividad de la proteina

GSK3, misma que propicia el proceso fisiopatoldgico de la proteina tau, indicador
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principal de la EA en experimentos llevados a cabo en neuronas del hipocampo
de ratas.’” En contraste, la adicién de oligonucleétidos “anti sentido” para reducir
la expresion de TPKI previene la muerte neuronal y reduce la abundancia de los
péptidos AR evitando la EA.?* También se ha descrito que el cloruro de litio (LiCl),
inhibidor de GSK3, puede impedir la sintesis de péptidos AB, lo que pone de
relieve la relacion entre la actividad de GSK3 con la sintesis de péptidos AR y
viceversa.?® Por otra parte, mediante técnicas de inmunohistoquimica dirigida
para detectar a GSK3 en el tejido cerebral de los pacientes con EA, se ha
observado que la proteina muestra una sefal de co-localizacion con la proteina
tau hiperfosforilada y que la expresion de GSK3 en pacientes con EA se

incrementa hasta un 200% lo que establece su relacién con la enfermedad.?*

1.3.2. GSK3 en la sintesis de péptidos AP.

Podriamos destacar que la EA esta relacionada con la sintesis de los péptidos
AB ,la sintesis de los péptidos AR que componen los depdsitos de la placa senil,
se derivan de la protedlisis de la proteina precursora del péptido amiloide (APP),
en una secuencia coordinada catalizada por la proteasa beta-secretasa del
aspartiio 1 y 2 (BACE1/2) para generar el precursor C-99 y el posterior
procesamiento por el corte proteolitico dependiente de la a-secretasa, -
secretasa y y-secretasa dependiente de presenilina.?® Como consecuencia, se
realizaron estudios experimentales con la finalidad de reducir la sintesis de AR,
principal indicador de la EA, se efectuaron experimentos con las células CHO de
hamster, es decir ovario de hamster chino que expresan APP recombinante, con
la finalidad de atenuar la expresién de GSK3, lo que condujo a una reduccion de
la sintesis de péptidos AB40/42. Este efecto también se reprodujo en células
neuronales de ratones y en células que expresan de forma estable una forma
mutante del APP que reproduce caracteristicas de la EA.?” En este estudio, el
pretratamiento de las células con LiCl no afecté a la expresién relativa del APP,
lo que indic6 que la interferencia de la sintesis de los péptidos AB se encuentra
en el paso postranscripcional durante el procesamiento del APP. En estudios con
las células de neuroblastoma humano SH-SY5Y, la transfeccion con RNA de
silenciamiento contra GSK3, redujo el procesamiento de APP al fragmento

intermedio C-99 al disminuir la expresion de BACEL lo que condujo a una
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reduccion de la sintesis de péptidos AR40/42, indicando que la regulacion en el
procesamiento del APP por parte de GSK3 puede tener lugar en diferentes

etapas.?8

En un escenario diferente, en un ensayo de deteccion para encontrar proteinas
capaces de interactuar con el péptido AB42 (forma dafina de AB), a partir de mas
de 9,000 proteinas, GSK3 surgié como el principal candidato. Esta interaccién
fue posteriormente validada por otras técnicas mas precisas como resonancia
plasménica superficial, termoforesis, ensayos de extraccién y microscopia
confocal en cultivos primarios de células neuronales de ratones. en un ensayo in
vitro con GSK3 y tau purificado, la adicién de los péptidos AB42 estimuld la
fosforilacion dependiente de GSK3 sobre tau en el residuo Ser396, lo que indica
gue GSK3 es un vinculo entre las dos principales fisiopatologias que se

encuentran en el tejido de los pacientes con EA.?°

En un modelo diferente, ratones transgénicos recién nacidos que expresaron la
proteina precursora del péptido amiloide mutante PDAPP+/-,%° 0 la combinacién
de mutantes de APP y tau PS19+/-; PDAPP+/- (modelos de la EA)3! la inhibicion
en la expresion de GSK3 evitd la sintesis de péptidos AR, la deposicién de placa
senil en ratones a los 11 meses de edad y mejoro las habilidades de memoria en
los ratones a los 17 meses de edad.3??” En conjunto, estos resultados indicaron
gue la inhibicion especifica de GSK3 podria ser beneficiosa para reprimir el

procesamiento de APP para producir péptido ApB.

1.3.3. GSK3 en la fosforilacion de Tau.

La proteina tau forma parte del citoesqueleto en los microtibulos de los axones
de las células neuronales, formando un enlace entre los heterodimeros de la
tubulina para estabilizar las fibras neuronales.®® Se ha demostrado que la
hiperfosforilacién de tau conduce al desmontaje de las fibras del microtdbulo y a
la pérdida de la integridad del axon, generando la muerte neuronal. En la Figura
7a se muestra la representacion de la proteina tau en donde su funcidén es
estabilizar a las fibras del microtibulo. En la Figura 7b, las proteinas tau
hiperfosforiladas por GSK3 evitan la estabilizacion de las fibras microtubulares

provacando dafio a la neruona, lo que provoca su muerte.®*
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a) Neurona normal Proteinas tau
estabilizadoras Normal

/\

Microtubulos

b) Neurona dafiada

)

Proteinas Tau

Proteinas tau

Microtubulos
aglomerados Alzheimer

Muerte neuronal desintegrados
Figura 7.-Degradacion neuronal por hiperfosforilacién de Tau.

(Edicion propia, software Photoshop).

Las subunidades monoméricas de la proteina Tau tienden a auto agregarse y
forman la estructura basica, madejas neurofibrilares dentro de las células
neuronales que constituyen un sello distintivo de la EA. GSK3 puede fosforilar a
la proteina Tau en 26 de sus 45 residuos fosforilables identificados; por lo tanto,

es la cinasa con la mayor capacidad para foforilar Tau identificada hasta ahora.®?

En estudios con ratones transgénicos, se ha reportado que la inhibicion de GSK3
puede impedir la auto agregacion de Tau y su fosforilacién en Ser202, Thr205,
Ser262 y Thr231.%5 En ratones GSK3-KO (raton knockout, ratén modificado en
el que uno o varios genes estan inactivados), la forma fosforilada de Tau-Ser396
se reduce en comparacion con los ratones WT (Wild Type, ratones silvestres).
Se han obtenido resultados similares en otras cepas de ratones GSK3-KO de la
linea transgénica doble GSK3-KO/tau. P301L (modelo de EA), lo que demuestra
gue en los animales deficientes de GSK3, los niveles de fosfo-Tau-Ser396/404,
Ser199 y Thr231 estan disminuidos en comparacion con los ratones de control
WT, P301L.%¢ En un enfoque diferente, en un ensayo de monitoreo llevado a

cabo en células, la sobreexpresion de 352 cinasas humanas una a la vez, en

15



células de neuroblastoma humano SK-N-AS demostré que GSK3 es la cinasa
gue promueve el mayor aumento de la fosforilacion de Tau sobre Ser396/404,
Thr231, Ser235, y Ser202.37 En el mismo estudio se reporté que GSK3 promueve
la sintesis e interactua con la estructura patolégica del péptido AR que a su vez

estimula la fosforilaciéon de GSK3 sobre Tau.

En conjunto, estos datos destacan la funcibn de GSK3 como un importante
vinculo entre las dos marcas histopatologicas de la EA, revelan su papel
prominente y sefialan su inhibicién especifica como candidato para investigar su

tratamiento, enfatizando la necesidad de una terapia basada en esta proteina.

1.4. GSK3en el desarrollo de varios tipos de cancer.

Esencialmente, el cancer es una enfermedad que se caracteriza por la pérdida
por parte de las células de su capacidad de regular la division, la diferenciacion
y la apoptosis, lo que produce un desarrollo anormal de masas celulares que
poco a poco sustituyen el parénquima tisular y cuando afecta a 6rganos vitales
y conduce a la muerte. Dado que la capacidad de las células para regular su
crecimiento depende de la actividad de vias de transduccion de sefiales, como
la via Wnt/B-catenina y la via fosfoinositol 3-quinasas o fosfoinositida-3-quinasas
(PI3K) de las cuales, la actividad de GSK3 es un regulador negativo, se penso
gue su funcién era la de reprimir el desarrollo celular. No obstante, muchos
estudios apoyan la nocién opuesta, ya que se ha informado que la inhibicion de
la GSK3 con moléculas quimicas exhibe actividades antiproliferativas y
propapoptoética s en diversos tipos de cancer, como se ha examinado en
colon, higado y otros drganos.3® Ademas, GSK3 participa también como un
regulador de la apoptosis al controlar la funcion de la proteina p53 (conocida
como el guardian del genoma), y regula tanto la via intrinseca como extrinseca
de la apoptosis al controlar factores clave como el modulador de apoptosis
regulado positivamente por p53 (PUMA) Noxa y BAX, las cuales pertenecen a la
subfamilia BNIP3. Estas proteinas forman complejos de homodimerizacion
estables que se localizan en la membrana externa de las mitocondrias después

del estrés celular.?®
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La aparicion y desarrollo de cancer en diferentes tejidos depende de distintos
mecanismos intrinsecos a cada tejido, por ejemplo, el cancer cérvico uterino se
asocia a infecciones por el virus del papiloma humano que al infectar células del
epitelio intestinal introduce como parte de su mecanismo de replicacién dos
oncogenes que sirven para expresar las proteinas E6 y E7, esto conduce a la
pérdida de funcion de 2 proteinas, es decir que la proteina p53 (Sustrato de
GSK3) y la proteina del retinoblastoma que regula positivamente la apoptosis,
no pueden suprimir los tumores y regula negativamente el ciclo celular dando
como resultado finalmente la proliferacién acelerada de las células epiteliales, en
este sentido cancer.?? Por su parte el cancer de colon se produce principalmente
por la presencia de mutaciones somaticas del tejido que promueven la falta de
funcion de la proteina supresora tumoral Adenomatous polyposis coli (APC) lo
que provoca un exceso de funcion de la via de transduccion Wnt/B-catenina
(sustrato de GSK3), esto resulta en un desarrollo celular anormal dado que la
actividad de esta via promueve la replicacién celular.?? En este sentido, GSK3
puede regular también el desarrollo de diferentes tipos de células cancerosas
mediante diferentes mecanismos, no obstante, se ha reconocido la funcion de
GSK3 como un requisito importante en diversos tipos de cancer para permitir la
supervivencia y desarrollo celular como el cancer de pulmén, la leucemia
mieloide aguda (LMA), el glioma, el adenocarcinoma del conducto pancreatico,
las células cancerosas de la préstata y del epitelio cérvico uterino.'® Un claro
ejemplo de la participacion de GSK3 como promotor de desarrollo celular
anormal proviene de la caracterizacion de diversas lineas celulares de leucemia
mieloide. Inicialmente para conocer que proteinas se podrian encontrar
relacionadas al desarrollo de esta enfermedad se encontré que la expresion y
actividad de GSKS3 esta incrementada en las lineas celulares de leucemia
multiple U-266, OPM-2, RPMI8226, e INA-6, por otro lado, un segundo reporte
independiente muestra que las lineas de leucemia mieloide HL-60, U937, THP-
1, y NB4, muestran el mismo comportamiento.® Aungue esta relacién no es una
prueba de que el incremento de funcién o expresion de la enzima es la causa de
la enfermedad, esta evidencia se ha establecido mediante la inhibicion de la
expresion de GSK3 en progenitores mieloides mediante una estrategia que
permite eliminar la expresion del gen uUnicamente en la médula Osea. Este

estudio reporté que es suficiente en este tipo celular con la pérdida de funcién
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de GSK3 para provocar diferenciacion de las células en la médula 6sea.*® En
otro panorama, se ha analizado la funciébn de mas de 1000 proteinas en las
células de leucemia mieloide aguda HL-60 mediante la inhibicion de expresion
de una proteina a la vez, se reporté que la represion de GSK3 fue el ensayo que
mas significativamente provocé el arresto del ciclo celular y provoco
diferenciacion de las células LMA. Para confirmar este hallazgo, en el mismo
estudio se llevo a cabo el analisis de una biblioteca de mas de 3000 compuestos
para descubrir cuales de estos podrian provocar arresto del ciclo celular o incluso
apoptosis de las células LMA. De manera interesante, los cinco compuestos que
tuvieron el mayor efecto como represores del ciclo celular son moléculas que
funcionan como inhibidores de GSK3.° De esta manera se identific6 a GSK3
como un regulador central de la proliferacion de células de LMA vy definen su
potencial como diana terapéutica contra esta enfermedad.

En resumen, la inhibicibn de GSK3 es potencialmente una estrategia
prometedora como tratamiento contra diversas enfermedades sin limitarse a las
citadas en este trabajo ya que, ademas, se ha identificado su importancia en el
desarrollo de diabetes, padecimientos cardiacos, enfermedades autoinmunes,

entre otras.

1.5. Estrategias para inhibir la funcion de GSKS3.

La funcion de GSK3 se ha analizado a través de inhibir su funcion cinasa por
diferentes métodos, por ejemplo, mediante la generacion de modelos
transgénicos, principalmente ratones, a los que se les producen mutaciones con
el objetivo de eliminar la expresion de la proteina o mediante la introduccion de
moléculas de ARN “anti-sentido” (Ilamado ARN de silenciamiento) también para
reducir la expresion de la proteina en modelos celulares. Sin embargo, aunque
estas estrategias han generado significativamente parte de la informacion de
GSK3 que se conoce hasta la fecha, y son las metodologias que permiten la
interrupcion de la funcion de GSK3 sin afectar a ninguna otra proteina,*® No
obstante, no parecen ser factibles para generar una terapia que tenga como
blanco a GSK3 en el tratamiento de enfermedades debido a que los mecanismos

para controlar la introduccion de mutaciones genéticas aiun no se han
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perfeccionado.*! Como consecuencia, debido al potencial benéfico descubierto
para la inhibicion de GSK3, diversas compafias farmacéuticas, se han dado a la
tarea de investigar la generacidon de moléculas con este potencial. De acuerdo
con la base de datos ChemBL,* existen mas de 2000 moléculas con actividad
inhibidora sobre GSK3,*® entre las que se encuentran moléculas de tipo
peptidico, sales metalicas, flavonoides de plantas, moléculas heterociclicas e
incluso moléculas aisladas de esponjas marinas,*® sin embargo, a pesar de que
estas moléculas demuestran ser efectivas en ensayos in vitro, muchas de ellas
fallan en modelos animales debido a su baja solubilidad o escaza permeabilidad
celular.** Aunque estas moléculas pueden actuar mediante su acoplamiento a
distintos dominios de la proteina, el dominio de unién a Adenosin trifosfato (ATP)
es el mas estudiado y contra el que mas inhibidores sintéticos se han disefiado.*°
Un ejemplo de este tipo de inhibidor (ATP-competitivo) el cual se ha utilizado
para revertir la inflamacion cerebral y para activar la redes neuronales, en
estudios preclinicos del sindrome de Rett, es el inhibidor SB216763, (3- (2,4-
Diclorofenil) -4- (1-metil-1H-indol-3-il) -1H-pirrol-2,5-diona) que puede inhibir la
actividad de GSK3 con una constante de inhibicion (KI) de 9.10 nM.** Por su
parte el péptido L803-mts (un péptido es molécula formada por la union de varios
aminoéacidos mediante enlaces peptidicos) inhibe la fosforilacion de GSK3 sobre
B-catenina a traves de la interrupcion de la interaccién de GSK3 con la proteina
axina, con lo que se impide la formacion de un complejo multi proteico encargado
de fosforilar a B-catenina para que sea degradada. De manera interesante, el
mecanismo de las sales de litio que se han empleado para el tratamiento de los
desordenes bipolares durante mas de 50 afios se mantuvo desconocido durante
un largo periodo de tiempo; sin embargo, en la década de los 90s se report6 que
un inhibidor no selectivo de GSK3 cuyo mecanismo de inhibicion involucra la
sustitucion del cofactor idnico Mg?*. En la Figura 8 observamos todas las
cavidades estudiadas de la proteina GSK3 numeradas de 1 al 7 y con globos
gue contienen algunos inhibidores que fueron utilizados y otros mencionados
como L803-mts que es un inhibidor competitivo. El cuadro marcado con 1 es el
principal sitio de unién del ATP mientras que los otros son solo sitios de unién
indicados con GS-2/TAU y Axin/Fratid. Estas siete cavidades fueron analizadas
y estudiadas con 25 estructuras con formato PDB, aunque existen mas formatos

gue pueden utilizarse para este estudio, para esta investigacion donde se

19



realizaron estudios de sus cavidades se report6 que el formato utilizado fue PDB.
De forma independiente cabe mencionar que no todos los inhibidores son
competitivos del ATP, de las 7 cavidades estudiadas solo tres de ellas (las
cavidades 1, 2 y 3) son sitios de union ATP conocidos, y las cuatro cavidades

restantes pueden interactuar diferentes ligandos.

GS-2/Tau

L803

Axin/ .
Fratid

Figura 8.-Cavidades analizadas de GSK3.

Dominios identificados en GSK3.44

Aprovechando esta diversidad de mecanismos, varias empresas farmacéuticas
inspiradas en los hallazgos bioquimicos de GSK3 se han dedicado a la busqueda
de moléculas inhibidoras como tratamiento de varias enfermedades, no
obstante, ningun inhibidor especifico de GSK3 es usado en la clinica y solo unos
pocos han alcanzado la etapa de ensayo clinico. Esta dificultad radica en la
cantidad de sustratos que tiene la enzima y que al inhibirse provoca multiples
efectos nocivos lo que ha limitado la vision de GSK3 como blanco
farmacolégico.* Por ejemplo, aunque la inhibicion de GSK3 es benéfica en los
contextos de enfermedad que ya se mencionaron (seccion 1.3), en otros érganos
puede ser perjudicial. Una serie de andlisis llevados a cabo en perros indican
gue el uso de dos farmacos de manera independiente como inhibidores de
GSK3, producen alteraciones histoldgicas en la vesicula y los conductos biliares
gue evolucionan hasta provocar colecistitis cronica.*® Otro estudio independiente

hecho en ratones ha reportado que la inhibicion de GSK3 mediante el uso de
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farmacos provoca en la médula désea la hiperproliferacion de progenitores

mieloides lo que conduce a la aparicion de sindromes mielodisplasicos.*’

No obstante, aunque la terapia dirigida para inhibir a GSK3 no ha sido efectiva a
la fecha, un aspecto poco estudiado de esta enzima es su funcion en mamiferos
es llevada a cabo por dos proteinas paralogas llamadas GSK3a y GSK3p las

cuales muestran redundancia funcional como actividades especificas.??

1.6. Los paralogos de la proteina GSK3.

Como se mencion6 previamente, el primer miembro de la familia GSK3 se
identifico en extractos de proteinas de musculo esquelético de conejo como parte
de una via metabdlica capaz de fosforilar a la proteina glucégeno sintasa
(Seccion 1.1), mas de una década después de su identificacion, se aislo e
identific6 una proteina con una actividad cinasa similar y una identidad de
secuencia de amino4cidos altamente conservada también del musculo
esquelético de conejo y debido a que las dos proteinas estan codificadas en
genes distintos se definieron como dos paralogos llamados GSK3a y GSK3pB que
comparten sustratos diversos como la GS, c-jun y B-catenina.® A menudo
denominadas isoformas, en humanos estas proteinas paralogas estan
codificadas en los genes GSK3A ubicados en el cromosoma 19g13.2 que
codifica un polipéptido de 51 kDa de 483 aminoacidos y GSK3B que codifica un
polipéptido de 47 kDa de 420 aminoacidos y esta ubicado en el cromosoma
3g13.33. Las proteinas comparten ~98% de identidad de aminoacidos dentro de
su dominio catalitico, pero solo 36% en los 76 residuos de aminoacidos C-
terminales.*® GSK3a también posee una extensiéon de Glicinas en el extremo N-
terminal adicional que falta en GSK3[p y esta relacionada con formaciones
complejas de proteinas y localizacion subcelular.® Dentro del dominio catalitico,
la diferencia entre las dos isoformas es la presencia de un residuo de acido
aspartico en la posicion 133 en GSK3 equivalente a un acido glutamico en la
posicion 196 en GSK3a.? Se observa en la Figura 9 la comparaciéon de los
pardlogos de GSK3, en la figura sefialado con un circulo en amarillo el
aminoé&cido diferencial dentro de sus sitios cataliticos o de inhibicion v,
adicionalmente se incluye la secuencia de aminoacidos en la parte inferior de la

imagen (en verde los aminoacidos emparentados, en azul los aminoacidos
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relevantes para su inhibicion, de color blanco son aquellos aminoacidos por los
cuales se diferencian las proteinas, en rojo con azul los aminoacidos

diferenciales del sitio activo).

Glu Asp

(GSK3a) 51 kDa (GSK3B) 47 kDa

10] 20] 30) 0] 51) 6] 70] &1] 50| iﬁ;l
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Figura 9.-Pardlogos de GSK3.

Comparacion de la secuencia de aminoacidos, Edicion propia, software Photoshop y Chimera).

1.7. El paradigma de lainhibicién de la proteina GSK3.

Aun cuando los paralogos de la proteina GSK3 comparten virtualmente los
mismos sustratos, no son fisiolégicamente equivalentes. En definitiva, queda de
manifiesto por experimentos llevados a cabo en ratones en los que la delecion
de la proteina GSK3a resulta en un fenotipo que muestra sensibilizacién a la
insulina y cambios conductuales, mientras que la delecion de GSK3p resulta en
la muerte embrionaria.*®* Ademas, se ha reportado que la expresion de GSK33
de origen murino en células de la mosca de fruta mutantes carente de la proteina
Shaggy (homdloga de GSK3), es capaz de rescatar la funcion de esta proteina
y permitir el desarrollo de los embriones mientras que la expresion de GSK3a es
incapaz de suplir esta funcién. Lo que muestra la importancia que GSK3p tiene

en la fisiologia celular.5° Sin embargo, otras funciones de los paralogos de GSK3
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si muestran redundancia como es el caso de la regulacién negativa de la via Wnt.
Se ha reportado que la delecién de los paralogos de GSK3 por separado no
promueve la hiper-activacion de la via Wnt y para que se produzca su activacion,
se requiere que ambos paralogos estén ausentes o se reduzca su actividad
mediante moléculas inhibidoras.®® Es en parte por este mecanismo que se
considera que la terapia de GSK3 como blanco farmacolégico ha fallado
sistematicamente, sin embargo, debido a que los paralogos son redundantes en
este contexto, se ha propuesto que la inhibicion de solo un paralogo en un
momento dado, no conlleva al desarrollo de los efectos nocivos que son llevados

por los inhibidores que son incapaces de distinguir entre los paralogos.>?

1.8. Inhibicién selectiva del paralogo GSK3p.

Se ha reportado que la inhibicién de esta enzima provoca la diferenciacion de
células de la leucemia mieloide aguda e induce la apoptosis de células de cancer
pulmonar, hepatico, cerebral o de mama.> Se ha demostrado que favorece la
supervivencia de ratones modelo de accidentes cardiacos y reduce los sintomas
y desarrollo de depositos fibrilares de la proteina tau y del péptido B-amiloide, lo
gue resulta en alargamiento del tiempo de aparicion de demencia y sintomas de
neurodegeneracion en varios modelos experimentales de la enfermedad de
Alzheimer en ratones.>® Ademas, reduce la inflamacién de tejidos expuestos a
patégenos, lo que potencia la capacidad del sistema inmune para controlar y
resolver estimulos lesivos. En lo que respecta a la diabetes mellitus tipo 2 (DM-
I), la inhibicion de la proteina GSK3B favorece la captacion de glucosa y
sensibiliza las células hepaticas y del masculo esquelético ante la insulina para
sintetizar glucogeno, disminuyendo de esta manera los efectos nocivos del
exceso de glucosa en el torrente sanguineo.>* No obstante, y a pesar de los
potenciales beneficios que resultan de la inhibicion de la enzima GSK3p, a la
fecha no se ha podido llevar a la practica clinica debido a que no se conocen a
detalle los mecanismos celulares que son afectados por la inhibicion de cada
parélogo de GSK3 por separado. Ademas, no se han conducido investigaciones
gue describan el uso de inhibidores quimicos especificos o selectivos de cada
proteina ya que la mayor parte de la informacién que se ha generado de la

funcion de cada paralogo se ha obtenido mediante la aplicacion de técnicas de
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edicién genética en cultivos celulares o0 modelos animales. La proteina GSK3
también lleva a cabo funciones de andamiaje en la formacion de complejos supra
proteinicos como parte de sus mecanismos de regulacion en diversas funciones
celulares. Esto significa que las estrategias de edicién genética podrian pasar
por alto las funciones no enzimaticas de estas proteinas y explicar las diferencias
encontradas en la regulacién celular en comparacion con la inhibicion quimica
gue se caracteriza por la afectacion a las funciones de fosfotransferencia de los

paradlogos de GSK3, pero no de sus funciones de andamiaje.®

Por otra parte, debido a la regulacion negativa que los pardlogos de GSK3
ejercen sobre la via de regulacion en la proliferacion celular Wnt/B-catenina, es
facil predecir que la represion de la actividad cinasa simultanea de ambos
paralogos conlleva a la estimulacion de esta via y al desarrollo celular anormal.
Sin embargo, se sabe que la actividad de un solo paralogo de la enzima GSK3,
a o B, es suficiente para reprimir este efecto y restaurar la represion sobre la

via.%®

Por lo tanto, el efecto terapéutico reportado como resultado de la inhibicion de
GSK3 se podria llevar a cabo siempre y cuando se logre la inhibicion selectiva
del paralogo GSK3B. De manera interesante se han reportado diversos
inhibidores quimicos que presentan preferencia por una u otra de estas
proteinas, sin embargo, no se han caracterizado las singularidades estructurales

gue determinan su selectividad para este efecto.>®

1.9. Caracteristicas cristalograficas de GSK3g.

Estudios cristalograficos han mostrado que la estructura tridimensional de la
GSK3[ es comun a la mayoria de las cinasas, con un Iébulo N-terminal pequefio
(residuos 25-138) constituido principalmente por laminas-B, y un lébulo C-
terminal grande (residuos 344-382) formado esencialmente por hélices-a. El sitio
de unién con el Adenosin Trifosfato (ATP) se encuentra entre los dos I6bulos (ver
Figura 10) el cual suele ser conservado entre las diferentes cinasas, bordeado
por un bucle rico en glicina cabe mencionar que esta zona se le conoce como
region bisagra. El bucle de activacion (residuos 200-226) se encuentra en la

superficie del lugar de unién al sustrato. Esta enzima posee dos lugares de

24



fosforilacion que presentan influencia en su actividad catalitica: Ser9, con efecto
inhibitorio, y Tyr216, localizado en el bucle de activacion, que incrementa la

actividad catalitica.>®
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Figura 10.-GSK3[3 representacion listones.

(Edicion propia, software Discovery studio Visualeser)
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1.10. Mecanismo de fosforilacién de GSK3p.

El mecanismo de fosforilacion de GSK3[ es un proceso que lleva a cabo esta
proteina, su actividad cinasa consiste en transferir grupos fosfatos a sus
sustratos. Esta actividad requiere del ATP, con ayuda de cofactores (iones
metalicos como Mg?*) para promover la catdlisis de la reaccién bioguimica, la
principal funcion de este cofactor es desestabilizar la molécula del ATP. Todo
este proceso inicia cuando la proteina GSK3p toma una molécula de ATP y esta
se posiciona en el “surco” ubicado en el centro de la proteina formada por los
l6bulos de hélices alfa y laminas beta, lo cual permite al bucle rico en glicinas
gue se posicione en la parte superior de la molécula de ATP asegurandola “como
un cinturdn” por glicinas Gly63, Gly65 y Gly68 (ver Figura 11), luego existe un
residuo de lisina (Lys183) que se une a los fosfatos alfa y beta del ATP,
manteniéndolo en su lugar. Un acido glutamico (Glu97) forma un puente de sal
con esa lisina para mantener la forma de la cinasa estable. En otro lado de la
proteina tenemos un dominio formado por tres aminoacidos el acido glutamico,
fenilalanina y glicina (dominio DFG) que une los iones metélicos que necesita
para transferir el fosfato, también tenemos un bucle de activacién el cual
determina si la cinasa reconoce tirosinas o serinas, (bucle G) que esta formada
por una secuencia de aminoacidos Glicina, Asparagina, Glicina, Serina,
Fenilalanina y Glicina (GNGSFG) y por ultimo tenemos el dominio (HRD)
formado por los aminoéacidos Histidinal79, Argininal80 y Acido Aspartico181,
éste Ultimo es un aminoacido particular pues tiene la funcién de transferir el
fosfato gamma liberado del ATP a un sustrato Serina o Treonina.>” En relacién
con lo anterior observamos en la Figura 11, la cual contiene los principales
dominios que permiten la funcion de fosforilacion de la proteina GSK3p a partir
de la molécula ATP indicados con los diferentes colores asi como los respectivos
nombres mencionados anteriormente. Mientras que en la Figura 12 se presenta
la ubicacion de estos dominios dentro de la proteina GSK3, en la cual se indica
el sitio catalitico, es decir, el lugar donde la molécula del ATP ser& posicionada

por la proteina para poder liberar los fosfatos.
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GSK3f dominios encargados de la fosforilacion

Dominio DFG

\

Lisina K —

\ Bucle G

Dominio HRD /

!

Sitio catalitico

Figura 11.-GSk3, dominios de fosforilacion.

(Edicidn propia, software Chimera)
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1.11. Factibilidad de inhibidores selectivos de la proteina GSK3.

A pesar de que la enzima GSK3B ha sido ampliamente estudiada, la idea de
generar inhibidores selectivos de este paralogo representa un desafio debido a
la similitud con GSK3a (Seccion 1.6). No obstante, una profunda revision en
diferentes bases de datos ha revelado que existen moléculas con selectividad
inhibitoria por GSK33 sobre GSK3a, Tabla 1, en ella se muestra algunos de los
ejemplos tomados de la base de datos ChemBL, aunque estas no se han
caracterizado en la busqueda de firmas quimicas que permita su analisis. En este
sentido cabe mencionar que no hay reportes de estudios que indiquen las

diferencias principales entre las moléculas con preferencia a la proteina GSK3a y

las que tienen selectividad por la proteina GSK3p,en lo que se basan
principalmente son a las constantes de inhibicibn media ICso, constante de

inhibicion (Ki) entre otras.

Tabla 1.-Moléculas inhibidoras con preferencia por GSK3.

Inhibidores preferentes GSK3f Moléculas

Caddigo de reconocimiento
CHEMBL1090360
Constante de inhibicion (Ki)
Unidades Nanomolar (nM)
GSK3a=3981.07 nM
GSK3p=794.33 nM

Nombre IUPAC= N - [3- [5- [2- (3-
morfolin-4-ilanilino) pirimidin-4-il]
imidazo [2,1-b] [1,3] tiazol-6-il] fenil] -
2- fenilacetamida
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CHE Cddigo de reconocimiento
CHEMBL1241473
Constante de inhibicion (Ki)
Unidades Nanomolar (nM)
GSK3 a = 3,162 nm
GSK3 B =6.31 nm

Nombre IUPAC= 2 - [[5-nitro-2-
(3,4,5-trimetoxianilino) pirimidin-4-il]
amino] benzamida

Caodigo de reconocimiento
CHEMBL1421720
Constante de inhibicion (Ki)
Unidades Nanomolar (nM)
GSK3 a = 3981.07 nm
GSK3 3 =501.19 nm

Nombre IUPAC= N- (1,3-benzotiazol-
2-il) -2-tiofen-2-ilacetamida

Cdbdigo de reconocimiento
CHEMBL1682552
Constante de inhibicion (Ki)
Unidades Nanomolar (nM)
GSK3 o =63.1 nm
GSK3 B3 =10 nm

Nombre IUPAC= n-ciclohexil-2- (1h-
indazol-5-il) imidazo [1,2-a] pirimidin-
3-amina

29




Capitulo 2.- Quimica computacional.

2.1. ¢Laquimicacomputacional es una alternativa?

Una de las dificultades que representa el analisis de los inhibidores, es
diferenciar las caracteristicas que permitan la inhibicién selectiva de un paralogo.
Por lo anterior, determinar estas actividades por medio de pruebas bioldgicas o
fisicas, puede ser dificil o inclusive puede demorarse varios afios de
investigacion. Una alternativa que es bien aceptada por muchos investigadores
y que ha cobrado fuerza en tiempos actuales, es la quimica computacional, la
cual es una rama de la quimica que utiliza teorias, conceptos y modelos de la
guimica tedrica, basados en tratamientos fisicos de la materia provenientes de
la fisica clasica, cuantica y la mecéanica estadistica, incorporados en softwares
cientificos especialmente disefiado para calcular la estructura y/o las
propiedades estaticas, dinamicas de moléculas y agregados moleculares en
estado gaseoso, en solucién y de cuerpos sélidos. Mientras sus resultados
complementan la informacién que puede obtenerse en experimentos quimicos,
pueden, en otros casos, predecir fendmenos quimicos no observados a la fecha,
orientando el disefio de nueva actividad experimental o sustituyendo la ausencia
de otro conocimiento empirico en problemas donde el disefio experimental tiene
asociado un alto costo economico y/o el experimento empirico resulta
impracticable en los términos actuales. La quimica computacional es
ampliamente utilizada desde hace varias décadas en el disefio de nuevos

medicamentos y materiales.

Podriamos destacar que la quimica computacional ha cobrado fuerza por las
aportaciones que ha logrado, algunos ejemplos, son las moléculas que se han
descubierto para el tratamiento de diferentes tipos de patologias tales como el
cancer, la diabetes, el Alzheimer y/u otras enfermedades de caracter cronico, de
esta forma con ayuda de la quimica computacional, podemos incluso indicar que
se han conseguido crear inhibidores enziméticos competitivos frente a diferentes
sustrato, de los cuales existen bibliotecas virtuales con mas de 20,000
moléculas. Algunas de estas bases de datos son Chembl, Genbank, Pubchem
entre otros. Los inhibidores de acetilcolinesterasa utilizados para el tratamiento
del Alzheimer son un claro ejemplo de porque la quimica computacional es una

alternativa para el descubrimiento de nuevas moléculas con actividad biolégica.®
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Por lo cual esta investigacion fue realizada con el apoyo de la quimica
computacional debido a su reproducibilidad y por las grandes aproximaciones
gue tiene, los resultados pueden e inclusive son similares a los obtenidos en un
laboratorio y por el gran aporte que representd en esta investigacion, esta

alternativa proporcioné informacion relevante.

2.2. Quimica computacional.

La quimica computacional es una disciplina relativamente joven, dado que antes
de que las computadoras fueran de acceso general, los célculos tedricos eran
resueltos por aproximaciones analiticas, las cuales carecian de precision para
ser predicciones fiables. Fue hasta inicios de 1960 cuando las computadoras
estuvieron disponibles para la comunidad, gracias al aumento y desarrollo de
tecnologia en el area informatica, la quimica tedrica ha evolucionado a un
aspecto computacional, de ahi el nombre de quimica computacional.>® La
guimica computacional consiste en la prediccion de las propiedades de sistemas
atomicos y moleculares mediante calculos complejos con ordenador basados en
las leyes fundamentales de la mecéanica cuantica.®® Esta metodologia se centra
en la aplicacion de calculo para resolver ecuaciones y predecir propiedades a
nivel molecular, por lo que es utilizada como herramienta de aprendizaje y de
respaldo en investigaciones experimentales. El objetivo principal de la quimica
computacional es modelar todo tipo de propiedades moleculares de sistemas
guimicos utilizando la fisicoquimica, la fisica molecular y la fisica cuantica,
empleando una gran variedad de técnicas tedricas en constante desarrollo.>®
Ademas, se encarga de investigar la estructura de la molécula, detallando sus
propiedades intrinsecas, llamados descriptores. Las cualidades principales de
estos estudios son la interpretacion, caracterizacion y prediccion de las
propiedades geométricas como son la distancia y angulos de enlace, funciones
de onda como los orbitales naturales, coeficientes, mapas de contorno de
orbitales moleculares, y energias como de potencial de ionizacién, afinidad
electronica, energia electrénica y energia de interaccion entre otras

caracteristicas estructurales.6!

Para poder realizar los calculos es necesario utilizar teorias que se basan en
leyes de la mecanica cuantica, los principales métodos para calcular la estructura

electronica se menciona a continuacion.t?

31



*Los métodos semiempiricos, estos métodos son quimico-cuanticos, es decir,
obtienen la energia de los orbitales moleculares a partir del uso de datos

experimentales en la solucion de la ecuacion de Schrodinger.

*Los métodos ab initio, El término Ab initio proviene del latin y significa “desde
el principio”. Se da este nombre a los métodos computacionales desarrollados
de principios teodricos (tales como la ecuacion de Schrédinger), sin incluir ningln
tipo de informacion experimental. Las aproximaciones usadas son usualmente

matematicas.
HY = E¥

Donde E es la energia del sistema y W es la funcion de onda, H es el operador

hamiltoniano que esta definido por:

n 2 n 2 N n 2 n 2
—~ h 2 h 2 ZkZle Zke e
e Y Y Y e
= “Me = < k<l = Tk Ty
_ ] 5 92 92 92
Siendo V? el operador Laplaciano V*= — +a—y2 + 6_2’ los subindices i y j

corresponden a los electrones, los subindices k y [ corresponden a los ndcleos,

m, es la masa del electrén, e es la carga del electréon, m;, corresponde a la masa

del ndcleo k-ésimo, Z, y Z; son los niUmeros atémicos de los diferentes nicleos

presentes en la molécula, r es la distancia entre las diferentes particulas y h es
la constante de Planck reducida o constante de Dirac, la cual se define como:

B = L 62

2T

Las aproximaciones matematicas usadas en la solucion de la ecuacion de
Schrédinger se puede catalogar en dos tipos, las que se aplican a la funcién de
onda y las que se aplican al operador, en donde la funcion de onda introduce
funciones base para expandir los orbitales moleculares de acuerdo con el tipo de
sistema molecular de estudio, asimismo el del operador busca utilizar formas
mas simples de resolver una ecuacion diferencial. El calculo mas utilizado de los
métodos ab initio es el calculo Hartree-Fock (HF). El método de HF es una forma

aproximada de las ecuaciones de mecanica cuantica para fermiones, utilizada
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en fisica, quimica y, es el equivalente la aproximacion de orbitales moleculares.
Este esquema de calculo es un procedimiento iterativo para calcular la mejor
solucién a la ecuacién de Schrédinger independiente del tiempo, para moléculas
aisladas, tanto en su estado fundamental como en estados excitados. La
interaccion de un anico electron en un problema de muchos cuerpos con el resto
de los electrones del sistema se aproxima promediandolo como una interaccion
entre dos cuerpos (tras aplicar la aproximacion de Born-Oppenheimer). De esta
forma, se puede obtener una aproximaciéon a la energia total de la molécula.

Como consecuencia, calcula la energia de intercambio de forma exacta.®?

*La teoria del funcional de la densidad, (o DFT, por sus siglas en inglés, Density
Functional Theory), se basa en la determinacion de la energia de un estado
electrénico a partir de la densidad electronica. Consiste en la introduccion de la
correlacioén electrénica usando funcionales, tomando en cuenta los teoremas de
Hohenberg y Khon (1964). Es uno de los métodos mas utilizados en los calculos
cuanticos de la estructura electrénica de la materia, tanto en la fisica de la

materia condensada como en la quimica cuantica.®*

La DFT aplicada a sistemas electronicos, es un procedimiento de variaciones
alternativo a la solucion de la ecuacion de Schrodinger, donde el funcional de la
energia electrénica es minimizado con respecto a la densidad electronica. Es
uno de los métodos mas utilizados en los calculos cuanticos de la estructura
electrénica de la materia. Los métodos tradicionales dentro de las teorias de la
estructura electronica de la materia, en particular la teoria de Hartree-Fock y los
derivados de este formalismo, se basan en una funcién de onda multi electrénica.
Si bien esta resolucion de la ecuacion de Schrédinger permite describir de forma
exacta el comportamiento de los sistemas muy pequefios, su capacidad de
prediccion se ve limitada por el hecho de que sus ecuaciones son demasiado

complejas de resolver numérica y analiticamente.®

La DFT reformula el problema para ser capaz de obtener, por ejemplo, la energia
y la distribucién electronica del estado fundamental, trabajando con el funcional
de la densidad electronica en vez de la funcion de ondas. Una ventaja es que la

densidad es una magnitud mucho mas simple que la funcion de ondas y por lo
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tanto mas facil de calcular y en la practica son accesibles en sistemas mucho
mas complejos: la funcion de ondas de un sistema de N-electrones depende de
3N-variables, mientras que la densidad electronica solo depende de 3 variables.
Una desventaja es que, salvo los casos mas simples, no se conoce de manera
exacta el funcional que relaciona esta densidad con la energia del sistema. En
la practica, se usan funcionales que se han comprobado que dan buenos
resultados. Originalmente, la DFT se desarrollé en el marco de la teoria cuantica
no relativista (ecuacion de Schrodinger independiente del tiempo) y de la
aproximacion de Born-Oppenheimer. La teoria fue extendida posteriormente al
dominio de la mecanica cuantica dependiente del tiempo, y se habla de la TD-
DFT o Teoria del Funcional de la Densidad Dependiente del Tiempo y del
dominio relativista. Entre otras cosas, esto permite calcular estados excitados
como, por ejemplo: cuerpos que consisten en moléculas, macromoléculas,
nanoparticulas o microparticulas, protones o particulas cargadas en

movimiento.%°

2.3. Modelado molecular.

El modelado molecular presenta mayor relevancia en los proyectos de
investigacion desde la entrega del Premio Nobel de Quimica en 1998 a Walter
Kohn por su desarrollo de la “Teoria de la densidad funcional" a John A. Pople
por su desarrollo de “métodos computacionales en la quimica cuantica". La
aplicacion del modelado molecular en quimica fue reconocida en 2013 al ser
otorgado un nuevo Premio Nobel, esta vez a Martin Karplu, Michael Levitt y Arieh
Warshel por el desarrollo de “modelos multiescala de sistemas quimicos

complejos”.

El modelado molecular avanzado es una herramienta sobre todo predictiva, que
permite acercarse a la realidad y a la posibilidad de establecer si una reaccién
va a ocurrir o no; disefiar nuevos materiales o farmacos; conocer cOmo
responden determinadas proteinas a contaminantes o a farmacos; determinar
las interacciones farmaco-receptor, entre otras. Es una herramienta de gran
utilidad, pues permite interpretar de manera racional, el proceso de interaccion

entre una molécula y su diana, y proporciona datos fiables que permiten predecir
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el comportamiento del sistema. Actualmente, estos modelos tienen tal poder
predictivo que se pueden hacer experimentos de quimica en ordenador
llegandose a comparar con los de un laboratorio convencional, algunos ejemplos
de lo anterior expuesto pueden ser los analisis de toxicidad, la constante de
inhibicion, reacciones quimicas y otros, lo que permite complementar la parte
experimental al fin de disminuir los tiempos y costos de inversion. EI modelado
molecular es la herramienta que permite aproximar las estructuras obtenidas por
computadora con las observaciones experimentales, puede definirse como una
descripcion simplificada o idealizada de un sistema molecular o proceso entre

moléculas, ideada para facilitar calculos y predicciones.%®

2.4. Dinadmica molecular.

La dindmica molecular (MD, Molecular Dynamics) es una simulacion molecular
gue permite analizar el comportamiento de un sistema (fisico, quimico o
biolégico) a través del tiempo. Es un método utilizado para generar las
trayectorias de un sistema compuesto de n-particulas por integracion numerica
directa de las ecuaciones de movimiento de Newton, con especificaciones de un
potencial de interaccion interatbmico de condiciones iniciales y de frontera

adecuadas. Constituye un método de modelado y simulacién a nivel atémico.®’

Por medio de MD, se pueden calcular diferentes propiedades fisicoquimicas del
sistema como la energia libre, entropia, solubilidad, viscosidad, presion,
temperaturas, y en sistemas biologicos, permite medir la fuerza de interaccién
entre posibles farmacos y sus dianas biomoleculares o receptores, e incluso,
describir el comportamiento de una proteina y moléculas complejas bajo ciertas
condiciones, por mencionar algunas de sus capacidades. Este tipo de estudios
han mostrado buena correlacion con resultados experimentales, y se pueden
realizar con equipos de cdmputo ciertamente convencionales, pero que cumplan

ciertas especificaciones técnicas.®’
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2.5. Relacion cuantitativa estructura actividad (QSAR).

La relacién cuantitativa estructura- actividad es el proceso por el cual la
estructura quimica se correlaciona cuantitativamente con un proceso bien
definido, como la actividad biol6gica (unién farmaco-receptor) o la reactividad
guimica (afinidad de una sustancia por otra para producir una reaccién), es decir,
la suposicion es que moléculas semejantes tendran una actividad similar. Por
ejemplo, la actividad biolégica se puede expresar cuantitativamente como la
concentracion requerida de una sustancia para dar una cierta respuesta
biolégica. Ademas, cuando las propiedades fisicoquimicas o las estructuras se
expresan mediante numeros, podemos construir una relacion matematica, o
relacion cuantitativa estructura-actividad, entre las dos. La expresion matematica
puede entonces usarse para predecir la respuesta de otras estructuras quimicas.
Este método asigna parametros a cada grupo quimico, de forma que al modificar
la estructura quimica puede valorarse la contribucion de cada grupo funcional a
la actividad del farmaco o de la toxicidad en cuestién y a partir de ahi, como

variara la actividad de esa sustancia.®®

Como parametros relacionados con la actividad biolégica pueden usarse la
afinidad al sitio activo de la enzima, las constantes cinéticas, las constantes de
inhibicion (Ki) o valores de concentracion inhibitoria media (ICso), y los

parametros farmaco cinéticos.%°

El problema de predecir la actividad biolégica de compuestos quimicos y el
disefio de nuevos compuestos con una actividad determinada es uno de los retos
mas importantes en la quimica moderna. La manera de resolver este problema
es determinar el mecanismo de interaccion de las moléculas activas con el bio-
receptor, sin embargo, la complejidad es enorme. La aproximacion empirica al
problema consiste en comparar todos los compuestos quimicos activos con los
inactivos que tengan estructuras similares y determinar posiblemente las
similitudes y diferencias entre ellos a través de descriptores. De esta forma se
podran determinar las principales caracteristicas de las moléculas responsables
de la actividad. En este tipo de aproximaciones se relaciona la actividad biolégica
con algunas propiedades fisicoquimicas, asi como la presencia o ausencia de
ciertas caracteristicas estructurales. Por tanto, el objetivo de un andlisis QSAR
es la prediccion y disefio de compuestos biolégicamente activos.”

36



2.6. Ecuaciéon QSAR.

Procedimiento de la obtencion de la ecuacion QSAR.

1.-Se debe elegir un conjunto de estructuras con actividad biolégica, ya conocida

0 hien definida.

2.-Se procede a la eleccion de los parametros (propiedades y descriptores) que
pueden formar parte de la ecuacion. Los dos criterios primordiales en esta
eleccion son que los compuestos elegidos deben dar una buena dispersion de
valores en los parametros, y ademas los descriptores no deben estar

correlacionados.

3.- Determinar el grado de correlacion mediante el coeficiente de Pearson

definido por la ecuacion.

= (xi—<x >)(y;i—<y>)
\/[ ?:1(xi_< x >)2][ ?:1()’1_< y >)?]

T'Z

Donde:
r’=Coeficiente de Pearson.

n= nUmero de muestras.

X= suma de valores en Xx;.
y=suma de valores en y;.
< x >= Media de valores en x.

< y >=Media de valores en Y.

4.- Obtener la ecuaciéon QSAR, este método se realiza al determinar mediante
una regresion lineal multiple (RLM) la mejor combinacion de coeficientes en la
ecuacion QSAR. El uso de un elevado nimero de descriptores plantea
problemas fundamentales, pues la existencia de muchisimas combinaciones
incrementa el grado de incertidumbre o, por consiguiente, el tiempo de célculo,
ademas que los descriptores en general no son ortogonales, para resolver estos
problemas se han desarrollado nuevas metodologias como el andlisis de

componentes principales "Principal Component Analysis” (PCA) y regresion de
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minimos cuadrados parciales "Nonlinear Partial Least-Squares" (NIPALS) que
transforman los descriptores no ortogonales en factores principales ortogonales,
aunque existen formas mateméticas para calcular la ortogonalidad. Otras
alternativas son la utilizacion de modelos no lineales como las redes neuronales
y los algoritmos genéticos (conjunto de unidades que permiten la entrada de
informacion, produciendo valores de salida, decisiones). Esta metodologia se
podra utilizar para predecir la actividad de otros compuestos pertenecientes a la
misma familia que el conjunto de referencia utilizado para generar la ecuacion.
Aquellos compuestos que muestran una mayor actividad seran por tanto los

candidatos iniciales para ser sintetizados.®

2.6.1. El coeficiente de Pearson.

El coeficiente de correlacion de Pearson es una medida de dependencia lineal
entre dos variables aleatorias cuantitativas, la correlacion de Pearson es
independiente de la escala de medida de las variables, podemos definir el
coeficiente de correlacion de Pearson como un indice que puede utilizarse para
medir el grado de relacion de dos variables siempre y cuando ambas sean
cuantitativas y continuas. Vinculado a esto, cuando existe un valor igual a cero
significa que no hay correlacién, si se obtiene un valor igual a 1 existe una
correlacion perfecta, por ello, entre mas cercano el valor a 1 mayor sera la

correlacion.’t

2.7. Actividad biolégica.

La actividad biolégica es el efecto que tiene un determinado compuesto sobre
las células o dicho de otra forma son los efectos benéficos o adversos de un
farmaco (mezcla quimica compleja) determinado sobre un cuerpo vivo. La
determinacién de las propiedades bioldgicas de los compuestos y el estudio de
su perfil toxicologico son fundamentales para el descubrimiento de nuevos
farmacos (no probados), es decir que es una prediccion tedrica de la modulacion
de la actividad biol6gica, optimizando su paso por el proceso a pruebay error, 0
de sintesis organica. Para llevar a cabo un estudio de tipo QSAR se necesitan

basicamente tres tipos de informacion:
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e Estructura molecular de diferentes compuestos que tengan un mismo
mecanismo de accion (farmacodinamia), y que por lo tanto se considera
como ligandos ante una diana biomolecular comun.

e Datos de actividad biolégica de cada uno de los ligandos incluidos en el
estudio (por ejemplo: Dosis efectiva Media (DEso), Dosis letal media
(DLso), Constante de inhibicién (Ki), concentracion inhibitoria media (1Cso),
etc.

e Propiedades fisicoquimicas (descriptores numéricos) de los ligandos
calculados por medios computacionales a partir de la estructura molecular

generada in silico.®

2.8. Descriptores.

Los descriptores son propiedades fisicoquimicas que se calculan a partir de una
estructura virtual por métodos computacionales y/o de manera experimental
obtenida y evaluada en laboratorios, son un reflejo cuantitativo o describen
numéricamente a cada una de las moléculas. Estos pueden ser de diferentes
tipos, y ello depende de la complejidad de informacion que requiera el calculo.
Asi algunos descriptores son bastante “globales” describiendo toda la molécula
y por ende son muy simples (como la masa molecular) y otros pueden resultar
muy complejos (como la variabilidad topoldgica, distribucion de carga eléctrica,

superficie polar, por mencionar algunos).
Algunos de los principales descriptores se mencionan a continuacion:

e Generales. Punto de fusion, punto de ebullicion, presion de vapor,
constantes de disociacion, energia .de activacion, calor de reaccion,
potencial de reduccion.

e Hidrofébicos. Fundamentalmente, el coeficiente de reparto n-
octanol/agua (log P), se pueden incluir el coeficiente cromatografico de la
fase inversa, la solubilidad en agua. La importancia del coeficiente de
particibn ha propiciado el desarrollo de software para su determinacion
(por ejemplo, CLogP, LogKow, ACDLogP).

e Fisicoquimicos. Se incluyen la constante de Hammett (c) y variantes

como la constante de Taft para sustituyentes polares (c*), asi como las
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constantes de campo (R) y de resonancia (F) que representan el
componente inductivo y resonante de la constante de Hammett.

e Electronicos. Potencial de ionizacion, la constante dieléctrica, el
momento dipolar y el enlace por puente de hidrogeno.

e Quimico-Cuéanticos. Parametros derivados de calculos cuanticos, cargas
parciales, densidades electronicas, reactividad, polarizabilidad electrénica
y energia de los orbitales HOMO (orbital molecular ocupado de mas alta
energia) y LUMO (orbital molecular no ocupado de mas baja energia).

e Estéricos. Las interacciones polares resultantes de la correlacion de van
der Waals son descritas adecuadamente mediante la refractividad molar
(MR). Parametros puramente estéricos son: la constante de Taft de
sustituyentes estéricos (Es), el volumen molecular, la forma molecular, el
area superficial molecular y los radios de van der Waals. Se incluyen
también los parametros de Verloop (L y B) que describen la ‘longitud’ y
‘amplitud’ de los sustituyentes.

e Estructurales. Se incluyen los fragmentos de atomos y enlaces, las
subestructuras, el entorno de la subestructura, el nimero de atomos en
un elemento estructural determinado, el numero de anillos (en
compuestos policiclicos). También se utilizan los indices de conectividad

molecular (%) como ejemplo de parametros topolégicos.®°

2.9. Redes neuronales.

Las redes neuronales artificiales son un modelo computacional evolucionado, el
cual consiste en un conjunto de unidades, llamadas neuronas artificiales,
conectadas entre si para transmitirse sefiales. La informacién de entrada
atraviesa la red neuronal (donde se somete a diversas operaciones) produciendo

unos valores de salida.?

Cada neurona esta conectada con otras a través de unos enlaces. En estos
enlaces el valor de salida de la neurona anterior es multiplicado por un valor de
peso. Estos pesos en los enlaces pueden incrementar o inhibir el estado de
activacion de las neuronas adyacentes. Del mismo modo, a la salida de la
neurona, puede existir una funcion limitadora o umbral, que modifica el valor

resultado o impone un limite que no se debe sobrepasar antes de propagarse a
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otra neurona. Una red neuronal combina diversas capas de procesamiento y
utiliza elementos simples que operan en paralelo, y estan inspiradas en los
sistemas nerviosos bhioldgicos. Consta de una capa de entrada, una o varias
capas ocultas y una capa de salida. Las capas estan interconectadas mediante
nodos, 0 neuronas; cada capa utiliza la salida de la capa anterior como entrada,
Figura 13 (Una red neuronal artificial es un grupo interconectado de nodos similar
a la vasta red de neuronas en un cerebro biolégico). Cada nodo circular
representa una neurona artificial y cada flecha representa una conexion desde

la salida de una neurona a la entrada de otra.’?

Oculto

Entrada

Figura 13.-Representacion de Red neuronal. Edicién propia.

2.10. Validacién del modelo.

La validacion del modelo QSAR es el concepto mas importante para el desarrollo
y aplicacion de los mismos, por lo tanto, para decir que un modelo es descriptivo
y/o predictivo se tiene que validar.”

Por lo anterior expuesto, el proceso de validacion confirma la fiabilidad de los
modelos junto con la aceptabilidad de cada paso durante el desarrollo como la
evaluacion de los datos de entrada (modelo descriptivo), diversidad del conjunto

de datos, y la capacidad de predicciéon (modelo predictivo).”
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Para poder asegurar la capacidad de prediccion del modelo de entrenamiento es
necesario un proceso de validacion, que consiste en aplicar el modelo en un
conjunto de compuestos conocidos (conjunto de prediccidn) que no se utilizaron
en la construccion de este mismo, la validacion puede ser externa o interna. En
el primer caso se utiliza un conjunto de moléculas independientes, incluyendo
los datos experimentales y un conjunto de descriptores moleculares, En el caso
realizar una validacion interna, es necesario realizar una division aleatoria de
todo el conjunto de moléculas en subconjuntos. En general, se pueden clasificar

en tres subconjuntos:

e Subconjunto de Entrenamiento: Son los datos con los que se construye el
modelo y en el caso de las regresiones no lineales, como lo son las redes
neuronales, se utiliza para “entrenar” al modelo.

e Subconjunto de Validacion: Es el conjunto de datos que se reserva para
comprobar el modelo.

e Subconjunto de Prediccion: Entrega el error real cometido con el modelo

seleccionado.?

Durante el proceso de seleccion del mejor modelo, el ajuste se realiza sobre los
datos del conjunto de entrenamiento y el error de prediccion para dichos modelos
es obtenido mediante el uso de los datos de validacién. Finalmente, una vez que
termina el proceso y se tiene seleccionado un modelo, se pueden utilizar los
datos de prueba para evaluar la manera en que el modelo seleccionado sea (util
para los datos que no jugaron ningun papel en la generacion. El nimero de
compuestos que se deben asignar a cada conjunto en una distribucién tipica
puede ser de 50% para el conjunto de entrenamiento y 25% para el conjunto de
validacién y el conjunto de prueba, respectivamente. Sin embargo, estos
porcentajes pueden variar de acuerdo al numero de compuestos que se
encuentren el conjunto inicial, ya que depende del nimero de compuestos con

el que se trabaje.®?

Vinculado a esto para evaluar los modelos es necesario calcular diferentes
parametros estadisticos como el criterio de informacién de Akaike (AIC) la
funcion de aptitud de Kubinyi (FIT) y el error medio absoluto (MAE). Estos

permiten evaluar la gran cantidad de datos que se utilizan para construir y validar
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el modelo mediante el analisis del valor de cada parametro. Los parametros AIC
y FIT sirven para seleccionar el mejor modelo dentro de un conjunto obtenidos

con los mismos datos.”

El pardmetro FIT determina si el modelo mejora con la adicion de nuevas

variables, y se calcula de acuerdo con la siguiente ecuacion:

_ R*(n-k-1)
 (n+k?)(1 - R?)

FIT

Donde:

n=numero de compuestos en el conjunto de entrenamiento.
k=ntmero de descriptores utilizados en el modelo.

R?=El cuadrado del coeficiente de correlacion.

El criterio de FIT presenta una baja sensibilidad a los cambios en los valores de
k, siempre que sean nimeros pequefios, y una sensibilidad sustancialmente

incrementada para un mayor numero de descriptores. En consecuencia, el mejor

modelo presentara el valor mas alto de esta funcién.’*

El criterio AIC toma en cuenta la bondad de ajuste estadistico y el nUmero de
parametros que se deben estimar para lograr ese grado de ajuste. Este criterio
nos ofrece una medida relativa de la pérdida de informacion de un modelo y se

calcula utilizando la siguiente ecuacion.

(n+ k)
(n— k)2>

AIC = (RSS)(
Donde:

RSS=la suma del cuadrado de los residuos.

n= numero de compuestos en el conjunto de entrenamiento.

k= numero de descriptores en el modelo.

De acuerdo con este criterio el modelo que produce el valor AIC minimo debe

considerarse potencialmente el mas atil.”
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El uso del error medio absoluto (MAE) evita llegar a conclusiones engafiosas
sobre la prediccion de un modelo elegido exclusivamente por parametros de
validacién basados en R?, que estan determinados por atributos tales como el
intervalo de respuesta y la distribucion de datos alrededor del conjunto de
entrenamiento o prediccién. Los criterios basados en el MAE sirven para evaluar
el rendimiento de los modelos con un mayor grado de confianza, por lo cual un
valor de MAE igual a cero indica que la prediccién es perfecta, el valor de MAE

aumenta a medida que los datos predichos se alejan de los datos observados.

La féormula

MAE = ?:1(% - )7i)
n

donde:

n= numero de compuestos.
y;=es la prediccion.
y;=el valor verdadero.

El conjunto de prediccion no refleja una distribucién uniforme de los residuos de
prediccion entre los datos, por lo tanto, un estudio sobre la distribucién de los
errores es razonable. Los errores pueden indicar la presencia (o0 ausencia) de un
ndamero considerable de predicciones atipicas en el conjunto de prediccion que
de otro modo permanecerian desapercibidas por una cantidad relativamente
grande de puntos de datos donde la media el error todavia puede tener un valor
bajo. Los errores de prediccion en un conjunto pueden estar presentes en un
pequefio nimero, con altos valores de residuo, 0 un mayor nimero con valores
de residuos moderados. Se considera una prediccion de conjuntos donde la
mayoria de los compuestos estan bien predichos, y so6lo algunos de ellos estan
mal predichos. Se puede tener otro conjunto donde el rendimiento predictivo del
modelo es moderado para la mayoria de los compuestos. Ahora, usando una
métrica basada en errores, se puede mostrar que el valor de la métrica es igual
o cerca de si en los dos casos, pero no da ninguna idea sobre la distribucion de
los errores, por lo tanto, el mejor modelo es aquel en donde la mayoria de las

predicciones son buenas, el 95% de ellas, basandose en una distribucion normal
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estandar y una probabilidad de cometer errores, de 0.005 de los compuestos en
el conjunto de prediccion, ya que puede haber un numero limitado de
predicciones con valores atipicos que pueden afectar a los valores de las
métricas basadas en errores calculados desde el conjunto de entrenamiento. Por
ende, se revisa continuamente dos aspectos, los errores de prediccion, que
confiere a la dispersion de errores, y en segundo la comparacion de los valores
de las métricas basados en error después de una pequefa fraccion definida (5%)
de compuestos con alto contenido valor residual para ese conjunto de prediccion,
MAE se considera un pardmetro mas simple y mas directo en la cuantificacion

de los errores de prediccion.®?

Ejemplo del andlisis MAE, en la Figura 14 se localizan dos puntos que muestran
el error absoluto medio y para el error cuadratico medio. Donde tenemos la

comparacion de dos observaciones en la que X1=2 y X2=6.

Figura 14.- Error medio absoluto.

2.11. Método de aplicabilidad de dominio.

La aplicabilidad de dominio (AD), permite identificar a los compuestos que se
encuentran en la region campo fisicoquimico, donde tienen caracteristicas
similares dentro del modelo matematico, por lo tanto, si algin compuesto del
conjunto de entrenamiento presenta diferencias en la region estructural o tuviera

un mecanismo de accion diferente al que tuvieron los deméas compuestos del
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conjunto, podrian ser eliminados del conjunto de entrenamiento, para volverlo

mas representativo.”®

Existen dos tipos de valores atipicos, los X- y los Y-valor atipico, los primeros
son los valores que se encentran fuera de la AD y por lo tanto conducen a
resultados erroneos con respecto a andlisis estadistico, es decir, no pertenecen
directamente a la estadistica, mientras que los segundos se caracterizan por
presentar un valor de residuo alto y por lo tanto estan fuera de la estadistica, sin

embargo, se pueden integrar a ella por medio de un método no lineal.”®
Tipos de métodos disponibles para determinar la AD.

Existen varios enfoques para determinar la EA de los modelos QSAR, los
enfoques mas comunmente empleados para estimar las regiones de

interpolacién en un espacio multivariado incluyen los siguientes.

e Rangos en el espacio del descriptor.

e Métodos geométricos.

e Meétodos basados en la distancia.

e Distribucion de densidad de probabilidad.

e Rango de la variable de respuesta.

Los primeros cuatro enfoques se basan en la metodologia utilizada para la
caracterizacion del espacio de interpolacion en el espacio del descriptor del
modelo. Por el contrario, el Ultimo depende Unicamente del espacio de respuesta
de las moléculas del conjunto de entrenamiento. Los métodos existentes para
determinar la AD se muestran en la Figura 15. Entre los métodos existentes,
ninguno puede considerarse el mejor universalmente, cada método tiene sus
propios méritos y defectos. De las publicaciones QSAR de la ultima década, se
puede ver gque el enfoque de apalancamiento (grafico de Williams), DModX y
diferentes enfoques de evaluacién de similitud, se han empleado en gran medida
para identificar los valores atipicos y los compuestos que residen fuera de la AD.
Estos métodos dependen en cierta medida del uso de herramientas de software
estadistico especializadas para el calculo de diferentes parametros para la

identificacion de valores atipicos y la determinacion de la AD."3
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Métodos para determinar
aplicabilidad del dominio

Rangos en el Métodos Métodos basados Distribucion de la Rango de la otros
espacio del geométricos en distancia densidad de variable
descriptor probabilidad responsable ‘
h 4 A 4 A 4 V} A 4 *Basado en
*Caja de *Casco *Apalancamiento. *paramétricos *Rango de la acercamiento
enlace. convexo actividad gradual
“Ran *Dis_ta_ncia *No paramétricos experimental *Decision de 4rbol
go de euclidiana. ecision de drboles
componentes y bosques
principales. *Distancia
mehalanobis. *Basado en Kernel.
*Espacio
Gptimo de *Distancia ciudad de *Cldster k media
prediccion blogues.
TOPKAT.

*Séptima prueba de
hotelling.

*La K mds cercana.
*DModX.

*Semejanza
Tanimoto.

Figura 15.-Métodos para determinar la aplicabilidad del dominio

El método de apalancamiento (LA por sus siglas en inglés) y la aproximacioén por
estandarizacion (SA, por sus siglas en inglés) son métodos basados en las
distancias que existen entre descriptores, ademas, los valores atipicos se

identifican facil y rapidamente.”

2.12. Aproximacion por apalancamiento (LA).

La aproximacion por apalancamiento (LA) es una forma de determinar la AD,
estimando la distancia de un compuesto al centroide de los compuestos de
entrenamiento. Es adecuada para evaluar explicitamente el grado de influencia
que un compuesto de entrenamiento tiene en el modelo. En particular, identifica
rapidamente los compuestos con menos influencia en la construccion de
modelos y los de alta influencia que aumentan el campo quimico, fisico o

biolégico que estan cubiertos por el modelo, por medio de la condicién hi>h*, en
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donde hi es el valor de apalancamiento calculado para cada compuesto y h* es
el valor calculado para el conjunto de entrenamiento, si se cumple la condicion,
el compuesto i-ésimo se considera como un X-valor atipico, X0 S€ puede

definir como el centro de los centroides de cada descriptor.”’

Xnacleo = (xT- x)_l

La distancia de un compuesto sobre el modelo del espacio de variables originales

se calcula.
hi = (xiT)(xnﬁcleo)( xi)
Donde:

Xx;=vector de i-descriptores del compuesto considerado.

x=matriz de los valores de descriptores del modelo, derivada de la serie de

entrenamiento.

El apalancamiento se calcula con:

_3(g+1D)
=——

h*
Donde:

n = numero de conjuntos de entrenamiento.

g = numero de descriptores utilizados en el desarrollo del modelo.””

2.13. Aproximacién por estandarizacion (SA).

Esta aproximacion se basa en que el comportamiento de los descriptores de los
compuestos en el conjunto de entrenamiento debe seguir una distribucién
normal. De acuerdo con esta distribucion, el 99,7% de la poblacion permanecera
dentro del intervalo de la media + 3 desviacion estandar (x30). Por lo tanto, la
media + 3s representa la zona en donde se encuentran la mayoria de los
compuestos del conjunto de entrenamiento. Cualquier compuesto fuera de esta

zona es diferente a la mayoria de los compuestos. Para realizar el analisis SA,
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primero se normaliza por descriptor, los i-descriptores de los k-compuestos

presentes en el modelo, de acuerdo con la siguiente férmula.

_ |XKi B Xll

Sri
Ki
0;

Donde:

Sk;=el i-ésimo descriptor estandarizado por cada k-ésimo compuesto.

Xgi=es el i-ésimo descriptor original del k-ésimo compuesto.

X;=valor medio de cada serie de descriptores en el conjunto de entrenamiento.

o;=desviacion estdndar de cada serie de descriptores en el conjunto

entrenamiento.

El valor de SA se obtiene a partir de los valores estandarizados por los
descriptores. Se inicia calculando la media y la desviacién estandar de los
descriptores estandarizados sobre cada compuesto, y se realiza la suma de la
media y el valor de 1.28 veces la desviacidn estdndar que indica una
confiabilidad de 90 %.

Donde:

S =valor medio de los i-ésimos descriptores estandarizados por cada k-ésimo

compuesto.
0, =desviacion estandar del componente.

Si el valor de SA de un compuesto se encuentra por debajo de 3, se puede

considerar que no es un X-valor atipico, contrario sera un X-valor atipico. ’
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Capitulo 3.- Justificacién.

El potencial de la inhibicion de GSK3 como una terapia contra varias
enfermedades estd ampliamente descrito en la literatura. Sin embargo, existen
igual nimero de reportes que indican efectos nocivos derivados de inhibir a la
enzima GSK3 mediante moléculas que reduzcan la actividad cinasa de sus dos
paralogos debido a su similitud. Los experimentos de edicion genética indican
que, inhibir la actividad de GSK3[3, pero no de GSK3a, reproduce los efectos
benéficos de la inhibicion de GSK3 en enfermedades como Alzheimer y cancer.
Por lo tanto, identificar moléculas y sus caracteristicas que permitan la inhibicion
selectiva de GSK3[B es una estrategia poco explorada pero potencialmente
fructifera en la farmacologia. En este sentido, la quimica computacional como
herramienta tiene la caracteristica de poder analizar el comportamiento de
cientos o miles de moléculas con el objeto de predecir el comportamiento de un
sistema de inhibidor/enzima y en consecuencia poder determinar las
caracteristicas comunes de un grupo variado de moléculas. Aplicando esta
estrategia a los inhibidores conocidos con actividad inhibidora selectiva por
GSK3B, permitiran en una primera etapa conocer parte del mecanismo de
inhibicion de estas moléculas y generar modelos predictivos. En una segunda
etapa se podran analizar otras moléculas ya conocidas, pero no consideradas
inhibidores de GSK3, con el objetivo de identificar nuevos inhibidores méas
potentes o selectivos.

Capitulo 4.- Hipétesis.
Los inhibidores selectivos de GSK3B se pueden diferenciar por sus
caracteristicas estructurales, electronicas y fisicoquimicas a partir de una

estrategia computacional.
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Capitulo 5.- Objetivos.

5.1. Generales.
Establecer la relacion cuantitativa estructura actividad (QSAR) que determine las
caracteristicas estructurales, electrénicas y fisicoquimicas de inhibidores

selectivos de la actividad del paralogo GSK3p.

5.2. Especificos.

¢ Realizar la dinamica molecular de la proteina GSK3.

e Disenar la sintesis in silico y optimizar una serie de moléculas estables
inhibidoras del paralogo GSK3.

e Establecer las interacciones entre el paralogos GSK3B y los inhibidores a

través de acoplamiento molecular (Docking).

e Calcular los descriptores estructurales, eléctricos y fisicoquimicos de las

moléculas inhibidoras.
e Generar un modelo tipo QSAR utilizando los descriptores anteriores.

e Diferenciar las caracteristicas de las moléculas inhibidoras del paralogo
GSK3B.

e Como perspectiva se disefiara in silico nuevas moléculas inhibidoras de la
proteina GSK3p a partir del modelo QSAR obtenido.
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Capitulo 6.- Metodologia.

6.1. Dindmica molecular GSK3p.

La metodologia corresponde en primera instancia al tratamiento de la proteina
GSK3p, obtenida de la base de datos Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/),
la cual cuenta con un identificador de objeto digital DOI:10.2210/ pdb1H8F/ pdb.
Esta plataforma provee mas de 150000 proteinas los cuales han sido utilizadas
para diferentes métodos experimentales como cristalografia de rayos X,
espectroscopia de resonancia magnética nuclear, microscopia electronica y
otros. Para este caso la proteina de estudio cuenta con aproximadamente 70
proteinas de GSK3p, es importante destacar que estas 70 proteinas no son la
misma debido a que varias de estas son homoélogas de otras especies como
plantas, animales, hongos, entre otros; cabe destacar que el numero de éstas va
en aumento, haciendo un andlisis en esta base de datos se encontré que 15 de
estas proteinas son especificamente de humano. Se seleccioné a la proteina con
cédigo pdb/1H8F; es necesario comentar que, en la eleccién de la proteina para
este estudio se priorizé la funcion de evaluar inhibidores competitivos de ATP,
ya que los demas son GSK3p, pero éstas son de diferentes estudios para inhibir
otros complejos de proteinas, evaluaciones toxicolégicas, diferentes tipos de
patologias, de las cuales no destaca para evaluar inhibidores competitivos del
ATP que es su principal sustrato. Una vez seleccionada la proteina, la
obtenemos en formato PDB en estado cristalizado debido a que ha sido utilizado
para analisis de rayos x. La edicién de la proteina se realiz6 con el software
Chimera 1.13.1, para aislar uno de los dos monémeros que se encuentran en el
archivo original, debido que ésta cuenta con dos proteinas de GSK3p, moléculas
de agua e inhibidores, ademas se eliminaron los cofactores para aislar a la
proteina y realizar la dinamica molecular con software Gromacs MD suite, en el
cual se asignaron los parametros y condiciones necesarias para simular las

propiedades fisicoquimicas y termodindmicas en un ambiente fisiolégico.’®

La biblioteca virtual Protein Data Bank es reconocida a nivel mundial por ser una
base de datos de la estructura tridimensional de las proteinas y acidos nucleicos,
los cuales son enviados por biélogos y bioquimicos de todo el mundo. Estan bajo

el dominio publico y pueden ser usados libremente.
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6.2. Busqueda de moléculas reportadas en la base de datos ChemBL.
En relacion con busqueda, en la base de datos se realizo el mismo procedimiento
para los inhibidores de la proteina GSK3p, existen varias bibliotecas virtuales
especializadas en moléculas para inhibir proteinas, uso para farmacos y otras
cuestiones como lo son PubChem, ChEMBL, ChemSpider, etc. En relacion a lo
mencionado nos centramos en el uso de la base de datos Chembl, la cual
contiene moléculas bioactivas con propiedades de tipo farmacéuticas.

Una vez identificada la base de datos, se realiz6 la busqueda de inhibidores de
la proteina GSK3, en la pagina oficial (//ebi.ac.uk/chembl/), las consideraciones
tomadas para la seleccion de los inhibidores es que presentaran constantes de
inhibicion para GSK3 de los dos paralogos (alfa y beta), tomando como punto de
partida las moléculas reportadas en la especie Homo sapiens (humano). Ademas
de considerar la constante inhibitoria (Ki) y la concentracién inhibitoria media
méxima (ICso). Por consiguiente, se formaron tres grupos de moléculas utilizando
los valores Kiy de ICso, y como condiciones de eleccion se tomé en cuenta lo
siguiente: el primer grupo con preferencia al paralogo alfa, el segundo con
preferencia al paralogo beta y finalmente el tercero, que no presento preferencia
por ninguno de los paralogos. Este procedimiento se realizé para optimizar la
clasificacion y facilitar el manejo de la base de datos de mas de 2000 moléculas,
para ello fue necesario definir un coeficiente relativo de inhibicion, el cual es el
resultado de dividir el valor de Ki reportado para el paralogo beta sobre el valor
reportado para el parélogo alfa, si el valor del coeficiente es menor a 1 (en el
intervalo de 0.1 a 0.7) significa que el inhibidor es selectivo por el paralogo beta
y si es mayor a 1 (mayor a 1.2) significa que hay selectividad hacia el paralogo
alfa y si el valor es igual a 1 indica que el inhibidor no tiene selectividad. Este
mismo procedimiento se realizd con las ICso, para que un inhibidor se considere
selectivo debe tener una selectividad por el paralogo GSK3p de 2.5 érdenes de
magnitud debido a que es el valor minimo reportado para impedir la activacion
de la WNT por un inhibidor selectivo, de esta manera se obtuvieron los tres

grupos de inhibidores.
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6.3. Representacion de moléculas inhibidoras.

Una vez analizadas y recopiladas las moléculas, las estructuras moleculares se
esbozaron in silico a través del programa GaussView3.0. En algunos casos, la
estructura tridimensional se encontré6 en la base datos y tan solo requirié
obtenerlas en la plataforma (pocos casos), debido a que en su mayoria las
moléculas son representadas en dos dimensiones (planos), no aportan la
suficiente informacion y debido a la falta profundidad fue necesario su esbozo
para obtener la informacion a través de los diferentes programas, los cuales
fueron presentados, esto permiti6 obtener informacién relevante. Otras
cuestiones por la que no hay mas datos al respecto de los inhibidores es por qué
estan en fase experimental debido a esto no reportan informacion mas reciente

al respecto.

6.4. Optimizacion geométrica de los inhibidores.

No obstante, fue necesario llevar a cabo un ajuste de las geometrias de estas
moléculas debido a que los a&tomos dentro de la configuracibn molecular no
tienen un equilibrio espacial respecto a si mismo, por lo cual, las geometrias se
optimizaron. Para obtener los angulos de torsion finales de los conformeros en
cada minimo, los célculos de estas geometrias se realizaron sin restriccion en
los angulos diedros, los calculos se llevaron a cabo usando el programa
Gaussian03. Ademas, se utilizé el funcional hibrido B3LYP, que es mas rapido
gue la mayoria de los métodos de Post Hartree-Fock y produce resultados
comparables a los obtenidos en un laboratorio. También es bastante robusto
para un método DFT suméandose a ésto el conjunto base 6-31G* para partir de
una geometria de minima energia. El conjunto de bases 6-31G * (definido para
los &tomos H a Zn) es un conjunto de bases polarizadas de valencia doble-zeta
gue suma al conjunto 6-31G cinco funciones de polarizacion cartesiana-
gaussiana de tipo d en cada uno de los 4tomos de Li a Ca y diez funciones de
polarizacién gaussianas cartesianas de tipo f en cada uno de los &tomos Sc a
Zn.
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6.5. Acoplamiento molecular.

El acoplamiento molecular se realiz6 utilizando a la enzima GSK3p con receptor
y a los diferentes ligandos (inhibidor) en un formato de archivo llamado *. pdbqt,
gue es un formato de banco de datos de proteina modificado que contiene cargas
atomicas, definiciones de tipo de atomo y la informaciéon topolégica (enlaces
rotables) obtenidas por la optimizacién e igual fue necesario realizar exhaustivas

revisiones debido a que los errores humanos se hacen presentes.

6.6. Calculo de descriptores cuanticos.

Una vez seleccionados e identificados los conférmeros de menor energia
obtenidos por el acoplamiento molecular, se realizd el cambio de coordenadas
de *.GJF a. *.MOL con el programa Babel version 1.3 con el fin de obtener el
formato adecuado para el calculo de los descriptores por medio del programa
PaDEL Descriptor.

El nimero de descriptores a considerar estara en funcion de las herramientas
computacionales de calculo con las que se cuente y del nimero de moléculas

incluidas en el estudio.

6.7. Modelo QSAR.
Con base a los descriptores obtenidos se construyé un modelo que permitira

determinar la Ki, la cual se expresé como:

Actividad = Suma de sus propiedades fisicoquimicas y/o propiedades

estructurales.

Se realizé un alineamiento de la proteina-inhibidor donde las constantes
(descriptores) fueron las constantes dadas por la ecuacion de regresion

multilineal, este modelo se utilizé para predecir inhibidores de la proteina GSK3p.

Claramente debemos tomar en cuenta que los descriptores pueden ser
considerablemente numerosos por lo cual para generar el modelo QSAR requirié
de un analisis el cual se excluyeron los descriptores que tenian el 70% de los

valores constantes.
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Por ende, el conjunto de moléculas bajo estudio se dividié en dos subconjuntos,
uno de entrenamiento y otro de prediccion. Para el subconjunto de entrenamiento
se asignd un porcentaje de 66.1%, mientras que al subconjunto de prediccién

estuvo constituido por el 33.9 % de los compuestos iniciales.

6.7.1. Regresion lineal maultiple.

Una vez seleccionados los compuestos que formaran al conjunto de
entrenamiento, se utilizd el programa SPSS estadistico para Windows para
calcular la regresion lineal multiple bajo la metodologia “paso por paso”. Se utilizé
como variable dependiente al Log (Ki) experimental y como variables
independientes los descriptores seleccionados en el “pool de descriptores”,
incluyendo descriptores cuanticos, fisicoquimicos, topoldgicos, polares,

estéricos y los indices topoldgicos.

6.7.2. Analisis de aplicabilidad del dominio.

La AD se realizo sobre los subconjuntos de entrenamiento y prediccion, este
analisis se llevo a cabo utilizando dos metodologias: por estandarizacion (SA) y
por apalancamiento (LA).

La AD global se determiné al trazar los valores obtenidos de SA y LA para los
dos subconjuntos. ElI campo fisico se localiza tomando los valores limites de 3
para el SA y de h* para él LA, formandose 4 regiones, en la Figura 16 muestra
la propuesta para el analisis de la aplicabilidad de dominio. La linea azul

representa el valor limite del LA y la linea roja sefala el limite del SA.

Figura 16.-Andlisis de la aplicabilidad de dominio.
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Para entender la funcion se identific6 que la region | estdn los valores
pertenecientes al campo fisico/quimico/biologico, en la region Il se localizan los
valores atipicos identificados por SA, en la region Il se encuentran los valores
atipicos identificados por LA vy, finalmente, en la regién IV se encuentran los
valores atipicos identificados por ambas metodologias.

La seleccion de los compuestos para cada subconjunto se realizé por medio de
la AD, repitiendo el andlisis hasta que el subconjunto de entrenamiento no

presente valores atipicos.

6.7.3. Valores atipicos.

Se sabe que estadisticamente la existencia de varios criterios para identificar
valores atipicos dentro de un conjunto, los valores atipicos son puntos que se
desvian significativamente de un modelo, es decir, no se ajustan al modelo,
afectando los parametros estadisticos del mismo. Generalmente, la identificacién
de valores atipicos busca un mejoramiento cuantitativo del modelo. Por lo cual
existen dos tipos de valores atipicos los X y los Y. Los Y-valores atipicos
presentan un valor de residuo alto y por lo tanto estan fuera de la estadistica, sin
embargo, se pueden integrar a ella por medio de un método no lineal como redes
neuronales. Los procedimientos de RLM, AD y calculos de parametros
estadisticos se deben repetir hasta que estos parametros indiquen que la calidad
del modelo no mejora, y los valores atipicos tipo X, no pueden ser integrados al
modelo ya que son compuestos que no comparten caracteristicas con todo el
conjunto por lo cual deben ser eliminados del modelo para que este pueda

mejorar para no generar resultados erréneos.

6.7.4. Analisis MAE.

El andlisis MAE requiere la comprobacion de los subconjuntos de entrenamiento,
prediccion y que al menos tengan 10 compuestos para que el resultado sea
valido estadisticamente por lo cual MAE se calcula utilizando la formula descrita
en la seccién 2.10 con el 100 % de los compuestos para cada subconjunto. Se
calcula MAE+3a, omitiendo el 5% de los compuestos con alto contenido valor

residual para cada subconjunto utilizando la férmula de MAE, ya con los valores
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de MAE, se calcula el intervalo de Log (Ki) para el conjunto de entrenamiento,
una vez establecido el intervalo se utilizan las siguientes condiciones para

determinar si la calidad de los subconjuntos es buena, es decir:
st MAE < 0.1*IyMAE + 30 < 0.2 %1

Donde el intervalo I del Log (Ki) se cumple entonces la prediccién del modelo es
buena, en dado caso no se cumpla las condiciones, se analizaran las
condiciones y se continua con la siguiente, en caso contrario se da por terminada

la metodologia.
si MAE < 0.15* 1y MAE + 30 < 0.25 x|

Entonces la prediccion del modelo sera considerada regular, de lo contrario sera

una mala prediccion.

6.8. Comparacién de los paralogos de la proteina GSK3.

El propésito de esta actividad es poder identificar las caracteristicas importantes
de la proteina GSKS3 respecto a su paralogo, que en definitiva, la comparacién
de las proteinas fue muy importante debido a que se reconocieron disimilitudes
importantes que pueden influir en la selectividad de inhibidores por GSK3B, el
procedimiento para este andlisis partié plenamente de que hay una modificacion
en la proteina GSK3p, esta modificacion es plenamente sobre el aminoécido
diferencial dentro del sitio catalitico mencionado en la seccion 1.6, el cual
permiti6 comparar la GSK3p original con la GSK3B modificada; cabe mencionar
que al contrastar las dos estructuralmente se visualizaron cambios notables
dentro del sitio catalitico, los cuales se mencionan con mas detalles en las
secciones siguientes, lo encontrado marca la diferencia para predecir la

selectividad de las moléculas.

6.9. Propuesta de moléculas nuevas.
Como perspectiva, con base en la estrategia de farmacoéforo (unidad central
molecular responsable de la actividad biolégica), se disefiaron moléculas y se

realizaron propuestas de inhibidores que tengan actividad ante la proteina
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GSK3p (inhibicién) cumpliendo asi con nuestras hipétesis de que existe

selectividad de los inhibidores sobre la proteina GSK3p y permitir realizar otros

futuros estudios con base a esta propuesta.

En la Figura 17se ilustra la metodologia empleada en forma de diagrama de flujo.

Dinamica

molecular GSK3f3 E—

Busqueda de mol.
En base de datos.

Disefiar la sintesis

in silico
Optimizacién
apri —_—
Geométrica (OP)
t

¢Docking es
correcta?
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(Docking)

¢OP es
correcta?

Figura 17.-Pasos de la metodologia.
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Capitulo 7.- Resultados.

7.1. Dinamica molecular.

La proteina GSK3p se selecciond de la base de datos protein data bank, el
codigo se verifico 1H8F, se observd que esta proteina estaba formada por dos
macromoléculas es decir de forma dimera, particularmente la proteina GSK3p
no requiere de otra proteina para llevar a cabo su actividad cinasa, por tal motivo,
se elimind una proteina de GSK3p, se eliminaron moléculas de agua, inhibidores,
y/u otras moléculas incluidas en el archivo con formato PDB. Es necesario
resaltar, que la proteina es especificamente en Humano (homo sapiens), con la
particularidad de determinar inhibidores competitivos del ATP. Los calculos de
dinamica molecular iniciaron con la preparacion de las condiciones
fisicoquimicas y termodindmicas. Las condiciones en las que se encuentra esta

proteina son pH=7.5, temperatura de -173.15 °C y presion de una atmésfera.

La proteina GSK3p con la cual se llevo a cabo la dinamica molecular puede
observarse en la Figura 18, en ella se indica con flechas rojas los componentes
gue se eliminaron. Las condiciones termodinamicas y fisicoquimicas utilizadas
en el célculo con el Software GROMACS fueron: temperatura a 37 °C, pH de 7.5

y presion de una atmosfera, es decir se le proporcionaron las condiciones

fisiologicas.
Inhibidor
— Agua
GSK3p
GSK3B

Inhibidor

Figura 18.-GSK3 Cristalizada.

(Edicion propia, software Discovery studio Visualeser)
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Los resultados de la dinamica molecular consisten en cambios estructurales,
estos cambios son visibles en la estructura de la proteina GSK3p, dentro de este
marco, es de relevancia el sitico catalitico, debido a que nuestro objetivo es
encontrar inhibidores selectivos. En la Figura 19a se representa la conformacién
inicial de la proteina, se observa el sitio catalitico estrecho, debido a las
condiciones y al inhibidor, objeto de estudio para otras investigaciones, por esto
mismo nos referimos a que la proteina esta tensionada o vagamente dicho
estresada. En la Figura 19b se presenta el mismo sitio catalitico mas amplio, la
proteina llega a un equilibrio estructural o termodindmico, en este sentido las
moléculas que conforman a la proteina estaban tensionadas por sus energias,
angulos y/u otros, estos cambiaron por las condiciones asignadas, la relajacién
se da cuando se cambian las condiciones a fisioldgicas, los cambios son

notorios visualmente.

a) GSK3 Cristalizada. b) GSK3p equilibrio en solucidn fisioldgica.

Figura 19.-GSK3[3 cambios fisiolégicos.

(Edicion propia, software Chimera)
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7.2. Radio de giro.

En relacién con lo anterior, los cambios notables visualmente en la proteina se
observan cuantitativamente por medio del andlisis del radio de giro. Estos
cambios conformacionales se miden en un periodo de tiempo y distancia,
considerando un tiempo de 200 ns y los cambios conformacionales por medio de
los movimientos generados en nandémetros (nm). En la Figura 20 se observa la
gréfica del radio de giro en funcién del tiempo de la dindAmica molecular, en la
cual se observa que en el tiempo de 0 a 50 ns, la proteina tiene movimientos
realmente sobresalientes; después de los 50 hasta los 200 ns no se observan
cambios significativos, es decir que la proteina obtiene una media del radio de
giro con movimientos practicamente constantes, por lo cual la proteina tiene un
equilibrio. Se obtiene una media del radio de giro aproximada indicada con la
linea roja, concluyendo que el sitio catalitico se abre y cierra hasta llegar a un
equilibrio finalizando en un punto donde este no tenga cambios significativos en

la estructura, alcanzando su equilibrio o estado de relajacién.

nm

O 9s

1 1 | 1 1 1 1 1
O S0 100 150 200

Nano segundo (ns
Figura 20.-Radio de giro. & (ns)

(Edicion propia, software photoshop)
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7.3. Busqueda de moléculas reportadas en la base de datos ChemBL.

El conjunto de moléculas obtenidas de la base de datos de ChemBL se
analizaron deacuerdo a su preferencia, esto mismo fue simplificado por la propia
base de datos, de las cuales se encontraron mas de 2000 moléculas reportadas
para la proteina GSK3. Este nimero de moléculas se redujo al observar la
concentracion inhibitoria media maxima (ICso), sin embargo, debido al reducido
namero de moléculas, ésta no sobrepasé mas de 100 moléculas para los
paralogo de GSK3, se decidié cambiar por la constante de inhibicion (Ki), lo que
permitié una lista con mas de 1400 moleculas reportadas, la lista se redujo a 250
moléculas, debido a que deben estar reportadas las moléculas para ambos
paralogo de GSK3, lo que proporciond 150 moléculas, las que presentan
preferencia por el paralogo beta, 50 moléculas con preferencia al paralogo alfa 'y

50 moléculas sin preferencia.

La seleccion de estas moléculas se llevé a cabo de la manera siguiente: se
procedié a realizar la relacion entre los valores del log Ki de los paralogo
o/} simplificando la manipulacién de los datos , el resultado permitié clasificar a
las moléculas con preferencias a un paralogo, si el valor de la relacion es igual a
uno significa que las moléculas no tienen preferencia por algin paralogo; si el
valor de la relacion es mayor a 1.2 las moléculas tienen preferencias al parélogo
beta; finalmente, que si los valores de la relacibn son menores a 0.7, la

preferencia es para el paralogo alfa.

En la Figura 21 se muestran las operaciones realizadas para la clasificacion de
los paralogos de la proteina GSK3p ya antes mencionada, el total de moléculas
obtenidas con preferencia al pardlogo GSK3p son 150 indicadas en la (Tabla 2)
con preferencia GSK3a hay un total de 50 moléculas (Tabla 3). En la (Tabla 4)
se ilustran las 50 moléculas que no tienen preferencia. El total de moléculas

obtenidas en este analisis es de 250.
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Figura 21.-Clasificacion de los inhibidores.

(Edicidn propia, software photoshop)
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Tabla 2.-Inhibidores preferente GSK3p.
N° Cédigo Chem Ki clave o/p N° Cédigo Chem Ki clave o/B
1 CHEMBL10 1584.89 molchem001 2.5 51 CHEMBL1979855 | 1258.93 | molchem053 6.3
2 CHEMBL1241473 6.31 molchem003 | 501.1 52 CHEMBL1979883 | 2511.89 | molchem054 3.1
3 CHEMBL1242373 3162.28 molchem004 2.5 53 CHEMBL1980142 6.31 molchem055 3.1
4 CHEMBL127898 2511.89 molchem005 3.1 54 CHEMBL1980144 | 2511.89 | molchem056 3.1
5 CHEMBL1421720 501.19 molchem006 7.9 55 CHEMBL1980167 316.23 molchem057 2.5
6 CHEMBL1516890 1995.26 molchem007 3.9 56 CHEMBL1980391 19.95 molchem058 2.5
7 CHEMBL1624529 31.62 molchem008 | 251.2 57 CHEMBL1981045 630.96 molchem059 12.5
8 CHEMBL1682345 39 molchem009 2.5 58 CHEMBL1982135 | 1995.26 | molchem060 3.9
9 CHEMBL1682552 10 molchem010 6.31 59 CHEMBL1982563 1000 molchem061 6.3
10 | CHEMBL1725279 316.23 molchem011 3.9 60 CHEMBL1982924 501.19 molchem062 2.5
11 CHEMBL17370 158.49 molchem012 19.9 61 CHEMBL1983006 | 1584.89 | molchem063 3.1
12 | CHEMBL1964687 1584.89 molchem013 5.0 62 CHEMBL1983025 | 1584.89 | molchem064 5.0
13 | CHEMBL1964692 1995.26 molchem014 3.9 63 CHEMBL1983449 158.49 molchem065 3.9
14 | CHEMBL1965589 3162.28 molchem015 2.5 64 CHEMBL1984296 | 1584.89 | molchem066 2.5
15 | CHEMBL1965988 3162.28 molchem016 2.5 65 CHEMBL1984402 | 1258.93 | molchem067 6.3
16 | CHEMBL1966722 501.19 molchem017 3.1 66 CHEMBL1984432 501.19 molchem068 15.8
17 | CHEMBL1967302 100 molchem018 6.3 67 CHEMBL1984700 | 2511.89 | molchem069 3.1
18 | CHEMBL1967887 2511.89 molchem019 2.5 68 CHEMBL1985681 31.62 molchem070 2.5
19 | CHEMBL1968406 1000 molchem020 7.9 69 CHEMBL1986186 | 2511.89 | molchem071 2.5
20 | CHEMBL1969049 100 molchem021 2.5 70 CHEMBL1986328 630.96 molchem072 9.9
21 | CHEMBL1969372 630.96 molchem022 3.9 71 CHEMBL1986781 79.43 molchem073 7.9
22 | CHEMBL1969506 2511.89 molchem023 3.1 72 CHEMBL1987009 | 1995.26 | molchem074 2.5
23 | CHEMBL1969561 15.85 molchem024 2.5 73 CHEMBL1987430 6.31 molchem075 794.2
24 | CHEMBL1969664 100 molchem025 251 74 CHEMBL1987679 630.96 molchem076 3.9
25 | CHEMBL1969735 3162.28 molchem026 2.5 75 CHEMBL1987793 | 2511.89 | molchem077 3.1
26 | CHEMBL1969755 2511.89 molchem027 3.1 76 CHEMBL1988141 100 molchem078 3.1
27 | CHEMBL1970083 1000 molchem028 7.9 77 CHEMBL1988387 199.53 molchem079 39.8
28 | CHEMBL1970903 10 molchem029 12.5 78 CHEMBL1988581 79.43 molchem080 5.0
29 | CHEMBL1971149 1995.26 molchem030 3.9 79 CHEMBL1989646 63.1 molchem081 2.5
30 | CHEMBL1971186 199.53 molchem031 19.9 80 CHEMBL1989805 251.19 molchem082 6.3
31 | CHEMBL1971245 1584.89 molchem032 5.0 81 CHEMBL1990254 63.1 molchem083 3.9
32 | CHEMBL1972220 1258.93 molchem033 3.1 82 CHEMBL1990288 630.96 molchem084 5.0
33 | CHEMBL1972346 1000 molchem034 3.1 83 CHEMBL1990885 | 2511.89 | molchem085 2.5
34 | CHEMBL1972355 398.11 molchem035 2.5 84 CHEMBL1990904 398.11 molchem086 2.5
35 | CHEMBL1972934 | 15848.93 | molchem036 2.5 85 CHEMBL1990912 1000 molchem087 7.9
36 | CHEMBL1973098 794.33 molchem037 2.5 86 | CHEMBL1991063 31.62 molchem088 3.1
37 | CHEMBL1973211 794.33 molchem038 9.9 87 CHEMBL1991143 | 3162.28 | molchem089 2.5
38 | CHEMBL1973359 398.11 molchem039 2.5 88 CHEMBL1991188 39.81 molchem090 2.5
39 | CHEMBL1974803 3162.28 molchem040 2.5 89 CHEMBL1991285 | 1258.93 | molchem091 5.0
40 | CHEMBL1974870 15.85 molchem041 3.1 90 CHEMBL1991429 50.12 molchem092 5.0
41 | CHEMBL1975233 1995.26 molchem042 3.9 91 CHEMBL1991734 | 1258.93 | molchem(093 3.1
42 | CHEMBL1975900 63.1 molchem043 3.1 92 CHEMBL1992042 398.11 molchem094 5.0
43 | CHEMBL1976240 79.43 molchem044 19.9 93 CHEMBL1992796 | 3162.28 | molchem095 2.5
44 | CHEMBL1976732 630.96 molchem045 12.5 94 CHEMBL1994321 | 1995.26 | molchem096 3.9
45 | CHEMBL1977135 199.53 molchem046 6.3 95 CHEMBL1994693 | 1995.26 | molchem097 3.9
46 | CHEMBL1977148 1995.26 molchem047 3.9 96 CHEMBL1995172 | 5011.87 | molchem098 3.9
47 | CHEMBL1978200 1258.93 molchem048 6.3 97 CHEMBL1995927 501.19 molchem099 15.8
48 | CHEMBL1978371 501.19 molchem049 7.9 98 CHEMBL1996831 794.33 molchem100 9.9
49 | CHEMBL1979577 1258.93 molchem051 6.3 99 CHEMBL1997023 398.11 molchem101 6.3
50 | CHEMBL1979718 630.96 molchem052 2.5 100 | CHEMBL1997193 316.23 molchem102 102
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N° Codigo Chem Ki clave o/P N° Cédigo Chem Ki clave o/B
101 | CHEMBL1997349 794.33 molchem103 9.9 126 | CHEMBL2006188 | 1258.93 | molchem128 3.1
102 | CHEMBL1998585 1000 molchem104 6.3 127 | CHEMBL2006263 100 molchem129 3.1
103 | CHEMBL1999126 1584.89 molchem105 5.0 128 | CHEMBL2006580 | 1258.93 | molchem130 6.3
104 | CHEMBL1999428 158.49 molchem106 2.5 129 | CHEMBL2006933 125.89 molchem131 3.1
105 | CHEMBL1999496 398.11 molchem107 2.5 130 | CHEMBL2007002 398.11 molchem132 19.9
106 | CHEMBL1999590 100 molchem108 6.0 131 | CHEMBL2007064 | 1584.89 | molchem133 5.1
107 | CHEMBL1999918 6.31 molchem109 3.9 132 CHEMBL210887 1995.26 | molchem134 3.9
108 | CHEMBL2000335 316.23 molchem110 | 25.1 | 133 CHEMBL213505 1995.26 | molchem135 3.9
109 | CHEMBL2000408 3162.28 molchem111 2.5 134 CHEMBL215152 1995.26 | molchem136 2.5
110 | CHEMBL2000429 2511.89 molchem112 3.1 135 CHEMBL223367 158.49 molchem137 63.0
111 | CHEMBL2000481 1995.26 molchem113 3.9 136 CHEMBL223460 794.33 molchem138 12.5
112 | CHEMBL2000508 1584.89 molchem114 5.1 137 CHEMBL243088 12.59 molchem139 | 630.8
113 | CHEMBL2001257 3162.28 molchem115 2.5 138 CHEMBL296586 19.95 molchem140 | 398.1
114 | CHEMBL2001751 63.1 molchem116 6.0 139 CHEMBL302449 15.85 molchem141 3.9
115 | CHEMBL2002240 1258.93 molchem117 6.3 140 CHEMBL316264 630.96 molchem142 12.5
116 | CHEMBL2002446 2511.89 molchem118 3.1 141 CHEMBL336961 10 molchem143 | 501.2
117 | CHEMBL2002450 | 31622.78 | molchem119 3.1 142 CHEMBL360847 794.33 molchem144 2.5
118 | CHEMBL2002723 1258.93 molchem120 2.5 143 CHEMBL371206 1995.26 | molchem145 3.9
119 | CHEMBL2002726 63.1 molchem121 5.0 144 CHEMBL373598 251.19 molchem146 39.8
120 | CHEMBL2003768 501.19 molchem122 6.3 145 CHEMBL413779 199.53 molchem147 39.8
121 | CHEMBL2004365 1000 molchem123 7.9 146 CHEMBL462120 2511.89 | molchem148 3.1
122 | CHEMBL2004544 630.96 molchem124 2.5 147 CHEMBL474432 1584.89 | molchem149 2.5
123 | CHEMBL2004716 3162.28 molchem125 2.5 148 CHEMBL514499 1995.26 | molchem150 3.9
124 | CHEMBL2004771 3162.28 molchem126 2.5 149 CHEMBL539474 50.12 molchem152 3.9
125 | CHEMBL2004934 125.89 molchem127 3.9 150 CHEMBL546797 1258.93 | molchem153 2.5
Tabla 3.-Inhibidores preferente GSK3a.

N° Cédigo Chem Ki clave o/B N° Cddigo Chem Ki clave o/B

1 CHEMBL1419458 | 1258.93 alfal 0.314 | 26 | CHEMBL1989029 | 2511.89 | alfa26 | 0.398

2 CHEMBL1964644 79.43 alfa2 0.398 | 27 | CHEMBL1991180 100 alfa27 | 0.398

3 CHEMBL1965495 316.23 alfa3 0.199 | 28 | CHEMBL1991846 630.96 alfa28 | 0.125

4 CHEMBL1967564 19.95 alfad 0.125 | 29 | CHEMBL1992732 6.31 alfa29 | 0.158

5 CHEMBL1968070 25.12 alfas 0.251 | 30 | CHEMBL1992922 398.11 alfa30 | 0.251

6 CHEMBL1969126 199.53 alfaé 0.158 | 31 | CHEMBL1993661 158.49 alfa31 | 0.199

7 CHEMBL1970913 50.12 alfa7 0.398 | 32 | CHEMBL1994538 6.31 alfa32 | 0.398

8 CHEMBL1971029 501.19 alfa8 0.158 | 33 | CHEMBL1994669 12.59 alfa33 | 0.002

9 CHEMBL1971801 199.53 alfag 0.125 | 34 | CHEMBL1996510 39.81 alfa34 | 0.009

10 | CHEMBL1972276 | 2511.89 | alfal0 | 0.398 | 35 | CHEMBL1997129 630.96 alfa35 | 0.199

11 | CHEMBL1973516 501.19 alfall | 0.316 | 36 | CHEMBL1997534 19.95 alfa36 | 0.398

12 | CHEMBL1973711 100 alfal2 | 0.398 | 37 | CHEMBL1999718 6.31 alfa37 | 0.001

13 | CHEMBL1974935 398.11 alfal3 | 0.316 | 38 | CHEMBL2000104 15.85 alfa38 | 0.398

14 | CHEMBL1975256 50.12 alfal4 | 0.316 | 39 | CHEMBL2001987 12.59 alfa39 | 0.001

15 | CHEMBL1975787 19.95 alfal5 | 0.099 | 40 | CHEMBL2002599 10 alfa40 | 0.001

16 | CHEMBL1976090 199.53 alfalé | 0.125 | 41 | CHEMBL2002613 12.59 alfadl | 0.316

17 | CHEMBL1977138 251.19 alfal7 | 0.398 | 42 | CHEMBL2003817 25.12 alfad2 | 0.398

18 | CHEMBL1981720 39.81 alfal8 | 0.005 | 43 | CHEMBL2004515 10000 alfa43 | 0.398

19 | CHEMBL1981744 15.85 alfal9 | 0.001 | 44 | CHEMBL2005886 794.33 alfa44 | 0.251

20 | CHEMBL1982880 | 2511.89 | alfa20 | 0.398 | 45 | CHEMBL2205426 21 alfad5 | 0.205

21 | CHEMBL1985074 158.49 alfa2l | 0.398 | 46 CHEMBL248757 911 alfad6 | 0.129

22 | CHEMBL1985580 | 2511.89 | alfa22 | 0.398 | 47 CHEMBL274064 2511.89 | alfad7 | 0.199

23 | CHEMBL1987054 50.12 alfa23 | 0.398 | 48 CHEMBLA437747 125.89 alfa48 | 0.050

24 | CHEMBL1988153 6.31 alfa24 | 0.001 | 49 CHEMBL443962 794.33 alfa49 | 0.251

25 | CHEMBL1988173 158.49 alfa25 | 0.199 | 50 CHEMBL583144 1000 alfa50 | 0.251
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Tabla 4.-Inhibidores sin preferencia.

N° Codigo Chem Ki clave o/f | N° Cédigo Chem Ki clave o/P
1 CHEMBL1081312 1995,26 SINP1 1 26 | CHEMBL1984548 7.943 SINP26 1
2 CHEMBL1233887 1000 SINP2 1 27 | CHEMBL2001641 | 12589,25 | SINP27 1
3 CHEMBL1825138 3981,07 SINP3 1 28 CHEMBL482967 10000 SINP28 1
4 CHEMBL191003 158,49 SINP4 1 29 | CHEMBL1992536 63,1 SINP29 1
5 CHEMBL1964290 25,12 SINP5 1 30 | CHEMBL2000393 5011,87 SINP30 1
6 CHEMBL1964399 6309,57 SINP6 1 31 CHEMBL1983630 15848,93 SINP31 1
7 CHEMBL1965660 6,31 SINP7 1 32 CHEMBL2005449 50,12 SINP32 1
8 CHEMBL1970340 50118,72 SINP8 1 33 CHEMBL2007375 39,81 SINP33 1
9 CHEMBL1971519 19952,62 SINP9 1 34 CHEMBL1987815 39810,72 SINP34 1
10 CHEMBL1972119 10 SINP10 1 35 CHEMBL1989043 3162,28 SINP35 1
11 CHEMBL1973720 398,11 SINP11 1 36 CHEMBL1989471 251,19 SINP36 1
12 CHEMBL1974416 794,33 SINP12 1 37 CHEMBL1991782 79432,82 SINP37 1
13 CHEMBL1975121 630,96 SINP13 1 38 CHEMBL1997846 1258,93 SINP38 1
14 CHEMBL1975212 39810,72 SINP14 1 39 CHEMBL1999414 3162,28 SINP39 1
15 CHEMBL1975647 5.012 SINP15 1 40 | CHEMBL1999778 2511,89 SINP40 1
16 CHEMBL1975921 63095,73 SINP16 1 41 | CHEMBL2000029 125,89 SINP41 1
17 CHEMBL1975923 1995,26 SINP17 1 42 | CHEMBL2000832 251,19 SINP42 1
18 CHEMBL1977041 1000 SINP18 1 43 | CHEMBL2003456 2511,89 SINP43 1
19 CHEMBL1977931 63095,73 SINP19 1 44 | CHEMBL2003785 | 50118,72 | SINP44 1
20 CHEMBL1983111 398,11 SINP20 1 45 | CHEMBL2004513 3162,28 SINP45 1
21 CHEMBL1983575 794,33 SINP21 1 46 | CHEMBL2007296 1258,93 SINP46 1
22 CHEMBL1986143 1258,93 SINP22 1 47 CHEMBL207995 1584,89 SINP47 1
23 CHEMBL1983715 1584,89 SINP23 1 48 CHEMBL246970 630,96 SINP48 1
24 CHEMBL1983980 630,96 SINP24 1 49 CHEMBL340384 125,89 SINP49 1
25 | CHEMBL1984500 | 79432,82 | SINP25 1 50 | CHEMBL560813 | 3162,28 | SINP50 1

7.4. Sintesis in silico de los inhibidores.

La sintesis in silico de las 250 moléculas se realiz6 con el programa GaussView
3.07 obteniéndose la estructura tridimensional en el formato *.gjf. Posteriormente
se realiz6 la optimizacién geométrica de cada una de las moléculas para obtener
una geometria estable. En la Figura 22 se muestra el ejemplo de construccion
de una molécula completa partiendo de la figura bidimensional, posteriormente
pasa por la estructura tridimensional, se indican en rojo a los &omos de
oxigenos, en azul a los &tomos de nitrégenos, en gris los atomos carbonos y por
ultimo en blanco los atomos de hidrogenos. El proceso realizado para la sintesis
in silico fue usando la clave de verificacion CHEMBL1241473 y se renombro a
molchemO003, la primera parte se tom6 de mol=molécula y chem= chemical, el
ndamero 003 corresponde al orden de aparicién de las moléculas con el fin de

poder identificar rapidamente a las moléculas.
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Original CHEMBL1241473

/ Sintesis in silico

Figura 22.-Sintesis in silico.

(Edicidn propia, software Photoshop)

7.5. Optimizacion geométrica de los inhibidores.
La optimizacion geométrica utilizada permitio localizar la conformacion estable
de cada una de las moléculas por medio el funcional B3LYP y la base 6-31G*

utilizando el paquete Gaussian 03.

El programa permite a través de calculos cuanticos ajustar las coordenadas de
los atomos de las moléculas para obtener una geometria tridimensional, a partir
de sus propiedades electronicas lo que permite proponer una estructura
molecular en equilibrio con respecto a si misma, cabe mencionar que antes de
realizar el célculo las moléculas tenian un formato GJF y su salida es en un
formato OUT. En el ejemplo Figura 23 se tienen dos veces a la misma molécula,

donde los colores indicados en amarillo representan a los carbonos, rojo los
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oxigenos, azul hidrégenos y morado los nitrdgenos; en primera instancia en el a)
tenemos la primera forma de la molécula antes de hacer la optimizacion y la
segunda, en el b), después de una optimizacién geométrica mostrando cambios

en su estructura.

Optimizacidon geométrica

a) Molécula sin optimizar.

Posiciones de los atomos en el
espacio sin orden y con
repulsion.

b) Molécula optimizada.

Posiciones de los atomos
en equilibrio.

Figura 23.-Optimizacion geométrica.

7.6. Célculos descriptores cuanticos.

Posteriormente, se obtuvieron los siguientes descriptores cuénticos: Logaritmo
de (Ki) junto con la energia Hartree-Fock, del cual se calculd su logaritmo log(-
Ec); el momento dipolar en las tres direcciones cartesianas (Dx, Dy y Dz); el
momento dipolar total (DT) este se calcul6 con la suma de los cuadrados de las
tres direcciones cartesianas; las energias de los orbitales moleculares frontera
(HOMO y LUMO); la dureza (n), la cual se calculd con la diferencia del valor de

HOMO menos el valor de LUMO entre dos; la electronegatividad (x) se calculo
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con la suma del valor de HOMO mas el valor de LUMO entre dos, y la
Electrofilicidad (w), la cual se obtuvo al calcular la electronegatividad elevado al
cuadrado entre el producto de dos por el valor de la dureza. Estos datos se
extraen de los resultados de la optimizacibn geométrica de cada molécula, en
formato OUT el cual contiene los datos mencionados para realizar cada uno de

los calculos.

7.7. Acoplamiento molecular
El acoplamiento molecular se realiz6 a través del software AutoDockTools-1.5.6,
se uso a la proteina GSK3p obtenida por los célculos de dindmica molecular y

las moléculas optimizadas geométricamente a través de Gaussian 03.

Como parte del acoplamiento molecular, se simula la recepcion de los inhibidores
que compiten con la molécula de ATP. Se utilizé un tamafio de caja de 50 A en
X, 66 A en Yy 84 A en Z, esta caja incluye al sitio activo del inhibidor. El
acoplamiento molecular se realiz6 para cada una de las 250 moléculas
obtenidas, obteniendo 100 conformaciones dentro de esta caja como se muestra
en la Figura 24, en la imagen de la izquierda, con el cuadro rojo se visualiza el
sitio de inhibicion de la proteina y la imagen de la derecha, se muestra el tamafio
de la caja en los inhibidores interactuaron con GSK3p, donde X esta

representado por el color rojo Y con color verde y es Z con azul.

Disefio de tamano de caja.

Figura 24.-Edicion de caja para Docking.

(Edicion propia, software Chimera)
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El acoplamiento molecular se llevd a cabo de manera dirigida, ya que el sitio de
inhibicion en la proteina es conocido y los inhibidores utilizados han sido
reportados como competidores de ATP. En la Figura 25 se muestran los
resultados del andlisis del acoplamiento molecular de la molécula 81, la grafica
de barras representa a 100 posiciones adoptadas por el inhibidor dentro del sitio.
Para el ejemplo, la grafica de barras se observa que el inhibidor presentdé 20
posiciones con una energia de -7.33 kcal/mol (primera barra a la izquierda). Cada
una de las barras indica el nimero de posiciones obtenidas en el sitio. Una
segunda barra presenta mayor nimero de conformaciones (tercera barra de
izquierda a derecha) con 28 conformaciones dentro del sitio catalitico con una

energia de -7.24 kcal/mol.

Acoplamiento molecular 81

Conformacién con 20\ / Conformacién con 28
posiciones en el sito posiciones en el sitio

catalitico catalitico

Figura 25.-Gréfica del acoplamiento molecular nimero 81.

Es importante destacar que el sitio de union es de gran importancia debido a que
buscamos competidores del ATP, en caso de no estar en el sitio activo se tiene
gue rechazar dichas conformaciones, de igual manera, aunque existan
moléculas que tengan una mayoria de conformaciones y éstas no interactuaron
con el sitio de unién también fueron rechazadas pues es importante que las
moléculas se posicionaran sobre el surco donde se ha indicado que esta el sitio

de inhibicién. Un ejemplo del rechazo de una conformacion mayoritaria se
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observa en la Figura 26, donde el inhibidor esta fuera del sitio catalitico indicado
con el circulo rojo, en cual se observa en la parte exterior del sitio y sobresaliendo
en la parte inferior de la proteina, siguiendo la idea de lo antes mencionado, esta
conformacion de esta proteina se rechaza, claramente marcado con el 6valo azul
se presenta el lugar en el que deberia ubicarse la molécula para lograr la
inhibicion de la GSK3p.

Figura 26.-inhibicion nula.

(Edicion por software Chimera)

Un segundo ejemplo se presenta en la Figura 27, en donde se muestra el
acoplamiento molecular del inhibidor 3 (Tabla 2), en la figura se sefialé con un
recuadrado negro la interaccién de proteina-ligando, los aminoacidos relevantes
se marcaron con flechas y colores estos son de gran importancia para un
acoplamiento molecular adecuado, los cuales fueron Isoleucina 62, Glicina 63,

Fenilalanina 67, Valina 70, Alanina 83 y Valinal10.
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4

Val 70 lle 62
Ala 83

— > / Glv 63

/ Phe 67

Figura 27.-Acoplamiento molecular niumero 3, aminoacidos del sitio catalitico.

7.8. Diferencias de los paralogos de la proteina GSK3.

La serie de aminoacidos que permiten la inhibicion de los paralogos se
encontraron en la bibliografia “base estructural de la inhibicién de GSK3 por
fosforilacion N-terminal y por receptor Wnt LRP6”. En las proteinas GSK3a y
GSK3B encontramos las mismas, series de aminoacidos diferenciados
Unicamente por un acido glutdmico en alfa y un acido aspartico en beta, por este
motivo podemos asumir que la presencia de estos aminoacidos puede influir en
la selectividad de los inhibidores, una teoria que cobra fuerza debido a la
presencia de inhibidores con preferencias para cada uno de los paralogos, asi
como la existencia inhibidores sin preferencia. En la Figura 28 se muestran la
lista de todos los aminoacidos importantes presentes dentro del sitio catalitico,
con colores diferentes, pero respetando los mismos colores para ambos

parélogos, para que se aprecien las similitudes.
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Acido

A

Glutamico
< Acido
Aspartico
lle-62
lle-125 Gly-63
el Phe-67
Phe-130 Val-70
Val-133 Ala-83
Ala-146 Val-110
Val-173

Figura 28.-Aminodcidos de GSK3a y GSK3.

(Edicion por software Chimera)

Debido a estas diferencias, se realizaron comparaciones de las proteinas con la
estructura nativa de GSK3p y otra modificada de beta donde el acido aspartico
es sustituido por el acido glutdmico para simular a la proteina GSK3a, se
observa una diferencia significativa en la cual se puede visualizar una especie
de cavidad generada por la sustitucion, por el momento se puede decir que es la
diferencia visual mas relevante dentro del sitio catalitico, al realizar este cambio,
la conformacién estructural de la proteina modificada es afectada. Comparando
estas estructuras con su inhibidor se visualiza que tienen un posicionamiento
gue permite la interaccién con la proteina, esto claramente se observa en la
Figura 29, en ella podemos visualizar que al realizar una superposicion de las
proteinas con los inhibidores hay cambios significativos en la estructura de la
proteina modificada, para poder entender la figura tenemos en la parte izquierda
a la proteina GSK3p (proteina nativa) mientras que la GSK3p modificada, se ha
cambiado el acido aspartico por glutamico, al compararse dichas proteinas
tenemos que el color dorado representa a la proteina nativa mientras que el azul

representa a la proteina modificada.
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GSK3[ nativa
GSK3p nativa

GSK3p modificada a
GSK3a

GSK3[ modificada

Figura 29.-Comparacion de GSK3[ nativa y GSK33 modificada.
(Edicién propia, software Chimera)

En la comparacion entre la proteina de GSK3p nativa con la GSK3 modificada
se detect6 la formacién de una cavidad que es solo visible en la proteina
modificada, la cual representa a GSK3a,, esto propicia que el inhibidor mantenga
una afinidad dentro de esta cavidad, esto puede conferirle selectividad por
GKS3a mientras que la GSK3p mantiene una seccion completamente plana en
el que no se genera una cavidad Figura 30, la formacion de la cavidad en la
GSK3p modificada se muestra con un recuadro rojo y en la GSK3p nativa no se
genera esa cavidad mostrada en el recuadro amarillo, donde la proteina
GSK3p nativa esta representada en color dorado mientras que la modificada en

color azul.

Podriamos destacar que este resultado es de vital importancia, de este modo
podemos indicar que la selectividad de los inhibidores puede ser causada
especificamente por la diferencia de un aminoacido dentro del sitio de inhibicion,
debido a que permite una distinta conformacién estructural lo que admite que
ciertos inhibidores tengan una interaccion selectiva para los diferentes

parélogos.
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GSK3 nativa GSK3p modificada

Figura 30.-Diferencias de GSK33 modifica y nativa.

(Edicidn propia, software Chimera)

De este modo con la finalidad de demostrar que realmente si existen diferencias
importantes estructuralmente de un paralogo a otro, se realiz6 un corte
transversal de las proteinas en donde se observa que la GSK3 tiene dentro de
su sitio activo una cavidad ubicada en la parte central de la proteina, caso
diferente con GSK modificada. Esto es fundamental sobre la selectividad de los
inhibidores. La presencia del acido glutamico en el paralogo alfa y el acido
aspartico en el paralogo beta les confiere una conformacién estructural diferente
lo cual permiti6 identificar que los inhibidores analizados e indicados como
6VM500 en la proteina nativa y 6VL502 en la proteina modificada sean
especificos en estos ejemplos, por ende realizar una inhibicion selectiva con
inhibidores disefados in silico puede ser alcanzable a pesar de tener el ~98 de
similitud del sitio activo, cabe mencionar que en la Figura 31 se muestran estos
cambios por medio de un circulo color amarillo, en él se marcan cavidades con
el cual interactuan los inhibidores mencionados, los aminoacidos se marcaron
con rojo junto con el aminoacido mas cercano a este debido que permite ubicar
las posiciones de la mejor manera en este ejemplo visual. Se puede observar a
partir de los aminoacidos indicados en rojo dentro de la proteina, Leu132-Asp133

de origen de la proteina nativa, en el caso de la proteina modifica tenemos a
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132Leu-133Glu indicados en rojo, la diferencias entre las distancias que se tiene

con respecto al inhibidor ante estos aminoacidos son distintos.

GSK3 nativa GSK3pB modificada
Seccién
tomada

Corte transversal

Inhibidor: 6VM500 Leu132-Asp133 Inhibidor: 6VL501 Leul32-Glu133

Figura 31.-Disimilitud de GSK3f3 nativa y modificada.

(Edicion propia, software Chimera)

7.9. Caélculo de Descriptores.

Los célculos de los descriptores se realizaron a través del software PaDEL
(pagina oficial: //lwww.yapcwsoft.com/dd/padeldescriptor/). PaDEL-Descriptor es
un software para calcular descriptores moleculares y huellas dactilares. Estos
descriptores y huellas digitales se calculan principalmente mediante el kit de
desarrollo quimico, el cual incluye descriptores de estado electro topolégico de
tipo &tomo, volumen de McGowan, descriptores de relacion de energia libre lineal
molecular, recuentos de anillos, recuento de subestructuras quimicas
identificadas por Laggner y huellas dactilares binarias y recuento de
subestructuras quimicas identificadas por Klekota y Roth. Padel permite el
calculo de aproximadamente de 1875 descriptores, este programa requiere del
complemento Java JRE version 6, el programa PaDEL reconoce los archivos con

extension Mol, SMILES y MDL por lo que fue necesario realizar la conversion de
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formato, para lo cual se utilizd el programa Babel. En una carpeta se
almacenaron las 150 moléculas para que el programa permitiera la seleccion de
las moléculas y se pudieran realizar los célculos de los descriptores, el programa
proporcion6 un archivo en formato CVS, compatible con el programa Excel, el
cual contiene las 150 moléculas en las conformaciones seleccionadas. En la
Tabla 5 se observa, a manera de ejemplo, una fraccién de la tabla donde se
indica en la fila 1 de cada columna el nombre del descriptor, en la parte izquierda
el numero de molécula y los valores obtenidos de cada una de ellas, contando
un total de 1800 descriptores.

Tabla 5.-Descriptores calculados.

Molécula Alogp2 AMR apol naAromAtom nAromBond nAtom nH nC nN
molchem11 0,21187609 2,5646 32,976344 14 16 25 8 14 2
molchem109 3,254416 25,5791 39,373551 15 17 28 7 14 2
molchem130 0,20629764 19,2737 35,636344 15 16 26 8 12 3
molchem58 0,44262409 32,7395 48,954102 17 17 39 14 18 4
molchem144 0,78074896 67,1262 74,756204 18 20 63 28 28 4
molchem07 0,29333056 32,6497 44,023895 12 12 36 15 17 3
molchem142 0,290521 5,045 48,282309 23 26 38 13 20 3
molchem67 3,29967225 43,16 36,452309 6 6 31 13 13 3
molchem143 0,01731856 23,8898 40,21993 15 17 30 10 15 3
molchem94 0,28376929 36,7784 69,935239 22 23 56 23 29 2
molchem131 0,05410276 16,0548 35,44993 14 16 27 10 13 2
molchem12 0,56580484 17,6627 54,385688 23 26 42 16 21 3
molchem98 0,85488516 16,5001 27,517551 11 12 20 7 10 2

Cabe mencionar que PaDEL consta de un componente de biblioteca y un
componente de interfaz, el componente de biblioteca permite que se integre
facilmente en el software de relacidon de actividad de estructura cuantitativa para
proporcionar la funcion de calculo del descriptor, mientras que el componente de
interfaz permite que se utilice como un software independiente, el software utiliza
un patron maestro / trabajador para aprovechar los multiples nacleos de CPU
gue estan presentes en la mayoria de las computadoras modernas para acelerar

los calculos de descriptores moleculares.

El programa contiene una serie de familias de descriptores divididas en
subgrupos de todos los descriptores, un ejemplo de esto se puede ver en la Tabla

6, la cual contiene los descriptores mas comunes, estos datos son
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proporcionados por el propio programa y la informacién fue obtenida desde la

pagina oficial Padel Software. Es posible seleccionar las familias de descriptores

para el calculo, en nuestro trabajo se utiliz6 el programa en los valores

predeterminados por lo cual nos proporcioné mas de 1800 descriptores por cada

molécula.

Tabla 6.-Descriptores comunes.

Familia

Descriptores

Constitucional

Grupos funcionales, peso molecular, recuentos simples, por ejemplo

(nimero de atomos, enlaces, anillos)

Pares de atomos, indice de balaban, BCUT, indices de contenido de

informacion, indices de forma Kappa, indices de conectividad de Kier y Hal,

Topolégico < e . .
polog Indice de flexibilidad de Kier, Indices de forma de Kier, la caminata molecular
cuenta, indices randic, indice de Wiener
indice de gravitacion, area de superficie molecular, volumen molecular,
Geomeétrico

indices de sombra, superficie molecular accesible al disolvente

Electrostatico

Area de superficie polar cargada, indices de carga topoldgica de Galvez,
capacidades de enlace de hidrégeno, cargos parciales maximos y minimos,

polarizabilidades moleculares

Huellas Luz de dia, teclas MDL, unidad
dactilares
indices de aromaticidad, constante de sustituyente de Hansch, registro D,
Hidrofébico registro P
- Parametro estérico de Charton, refractividad molar, paracaidista, parametro
Estérico .
taft steric
Cargas, energias HOMO y LUMO, densidades de electrones orbitales, Super
Cuanticos deslocalizabilidades, polarizabilidades &atomo-atomo, polarizabilidades
moleculares, momentos dipolares e indices de polaridad, energias.
Combinacién | 3D - MoRSE, indices de estado electro topolégico
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7.10. Preseleccion de descriptores.

El analisis de los descriptores incluye la eliminacién de algunos de ellos cuando
presenten un 70% de los valores constantes. En la Tabla 7 se muestra, a manera
de ejemplo, una fraccion de los datos de 7 descriptores con valores constantes,
por lo tanto, fueron eliminados del analisis general ya que no representan
significancia para los modelos. Este procedimiento llevé a la reduccion de
descriptores de 1800 a 900 descriptores.

maxsSiH3 maxssSiH2  maxsssSiH ~ maxssssSi maxsPH2 maxssPH maxsssP

o

O O O O OO O 0O OO O O0OO0OO0OOoODOoO oo oo oo o o
O O O O OO OO O 0O OO O0OO0OOoODOoO o oo o o o o

O O O O OO O 0O OO OO O0OO0OOoODOoO oo oo oo o o
O O O O OO O 0O OO OO OO0 OoOOoO o ouoOoo oo o o
O O O O O O O O 0O OO0 OO0 O0OO0ODOouOoOouo oo oo oo
O O O O O O O O 0O OO0 OO0 OO0 oo Oouo oo oo oo
O O O O O O O O O O 0O 00000 o oo o oo o o
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7.11. Generar el modelo QSAR.

7.11.1. Entrenamiento y prediccion.

Los 150 compuestos con preferencia por el paralogo beta se ordenaron de menor
a mayor con respecto los valores de Log (Ki), los cuales se dividieron de forma
azarosa en 2 subconjuntos, el de entrenamiento (66.1 %) y el de prediccion
(33.9%).

La divisidn en subconjuntos de entrenamiento y prediccion se realizé por medio
del programa Octave Software, utilizando un script de separacion aleatoria,
utilizando los valores de log (Ki) como parametro de separacion. El conjunto
original cont6 con 182 moléculas, originalmente son 150 de los cuales tomamos
las conformaciones con base al acoplamiento molecular proporcionando las 182
conformaciones para la base de datos y se dividi6 en 9 subintervalos, en el
primer subintervalo se encuentra 12 moléculas, en el segundo 6 moléculas y con
8, 16, 14, 21, 28, 43 y 32 moléculas en cada subintervalo. Cada uno de los
subintervalos se dividid en 2 subconjuntos de forma azarosa. La distribucion total
de estos subconjuntos finalizé con 122 moléculas en el subconjunto de
entrenamiento y 60 compuestos en el subconjunto de prediccidn. Este proceso

se repite para encontrar n combinaciones diferentes.

7.11.2. Regresion lineal multiple (RLM).

Se realizé una seleccion de los descriptores a través de la metodologia paso a
paso por medio del programa Octave para obtener una serie de regresiones
lineales, el valor de R? de estas regresiones obtenidas oscilaron entre 0.40 a 0.86
como valor maximo obtenido de 182 moléculas con 921 descriptores en el cual
el proceso consistia en ir eliminando descriptores hasta obtener un aumento en
la regresion lineal, aunque fue posible mejorar la regresion lineal, la metodologia
de paso a paso por medio de Octave no fue suficiente para obtener una regresiéon

gue sobre pase del 0.86.

Adicionalmente, se realizaron las regresiones lineales multiples con el programa
SPSS, obteniéndose listas con los descriptores y un R?, el programa propone
listas con los cuales podemos seleccionar los mejores resultados de descriptores

para obtener un R? =0.99, como por ejemplo la Tabla 8 muestra la lista de

81



descriptores y R?, el cual fue de importancia para este andlisis con la finalidad
de ir tomando una lista apta para obtener un regresion lineal que permita
caracterizar a los descriptores mas importantes para el modelo QSAR, es decir

se genera un “Pool” de descriptores.

Tabla 8.-Resultado de SSPS.
Resumen del modelo
Modelo R | R cuadrado | R cuadrado ajustado

BCUTp-1h|,3512 | 0,123 0,118
ATSCBi ,449p 0,201 0,192
MATS7e | ,522¢ 0,272 0,260
AATS8m | ,563d 0,317 0,301
BCUTw-1I | ,604¢ 0,365 0,347
minssCH2 | ,635f 0,403 0,382
ATSC5c | ,6629 0,438 0,415
GATS4c | ,683M 0,466 0,441
hmax 701 0,491 0,464
Poses 724 0,525 0,497
SdssC 734k 0,539 0,508
JGI9 746! 0,557 0,525
MAXDN |,758™| 0,575 0,542
MATS2s | ,768n 0,590 0,555
BCUTc-1h | ,780° 0,609 0,573
MATSle |,788° 0,620 0,583
piPC10 ,796¢ 0,634 0,595
VE1 D ,803" 0,644 0,604
ZMIC2 ,811s 0,657 0,616
ZMIC4 818t 0,670 0,628
AATSC4c | ,8264 0,681 0,639
AATSCSi | ,833Y 0,694 0,651
VE3 Dzs |,843%| 0,711 0,668
AATS3m | ,848x 0,720 0,676
ZMIC5 ,854Y | 0,729 0,684
AATS2s | ,8607 0,740 0,695
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De igual forma con las listas obtenidas por el programa SPSS se ampli estas,
con los descriptores de posicion, se incluy6 el numero de poses dentro del sitio
catalitico, antes mencionado en la Seccion 7.7. La importancia de que las
moléculas estén ubicadas en el sitio catalitico, por estas razones el log (Ki) y las
posiciones permitieron que los datos fueran simples de manipular debido a que
aseguramos que exista la interaccion de cada molécula con el sitio catalitico, por
ende, obtuvimos datos que van 1 pose hasta 80 posiciones. La lista con 182
moléculas (lista inicial), se fue reduciendo al ir eliminando el numero de
posiciones, es decir se eliminaron todas las moléculas con n-posiciones y se
calculo la regresion lineal multiple con SSPS, esto nos proporciond 11 listas
partiendo con todas las posiciones hasta eliminar 11 posiciones obteniéndose

como resultado la Tabla 9.

En la tabla 9 se resume la lista de descriptores (ver la Tabla 8) con un valor R2.
Ademas, se nombro cada lista de acuerdo con la posicion eliminada (sinp#). En
la columna 1 se muestra el nombre de la lista, el valor de regresiéon R? obtenida
por el programa SSPS, en la tercera fila tenemos el nUmero de moléculas con
pose eliminada, en la cuarta fila de la columna tenemos el numero de
descriptores que tiene esa lista y consecuentemente tenemos el numero de
moléculas totales utilizadas para regresion lineal multiple, finalizando con las
ultimas dos filas de la primera columna con el nimero de moléculas que estan

en el entrenamiento y la prediccion.

Con estos resultados se seleccion6 una de las listas para obtener nuestro
modelo QSAR, el cual fue utilizado durante todo este proceso para mejorar la
RLM donde fue necesario realizar una grafica para determinar que la lista era la
adecuada para nuestro modelo. Si observamos Tabla 9 (en color amarillo) la
columna con titulo Sip7 es decir, sin poses 7 esta marcada por ser nuestra mejor
opcion debido a que esta contiene 13 descriptores con un valor de R? de 0,808
y que en comparacion de las demas listas, éstas no sobrepasan el valor de R2
igual a 0.780, sin embargo, debemos de tener en cuenta que no podemos tener
un namero excesivo de descriptores en nuestro modelo 0 muy pocos debido a
gue podemos tener un modelo que no pueda establecer una regla con poder

predictivo y confiable (ecuacion lineal).
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Tabla 9.- Listas SSPS obtenidas.

Nombre sinp0 | sinpl | sinp2 | sinp3 | sinp4 | sinp5 | sinp6 | sinp7 | sinp8 | sinp9 | sinp10 | sinp1l

R2 0,628 | 0,636 | 0,768 | 0,437 | 0,644 | 0,739 | 0,724 | 0,808 | 0,732 | 0,542 | 0,857 | 0,656
sin pose 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
# descriptores 13 12 20 8 12 17 13 13 11 8 19 11
# de moléculas | 182 179 176 167 162 154 148 130 125 116 110 103
entrenamiento | 122 120 118 112 109 103 99 88 83 78 75 70
prediccion 60 59 58 55 53 51 49 42 42 38 35 33

Para visualizar un poco mejor el motivo de la selecciéon y complementando la
Tabla 9, se grafico el nUmero de poses con respecto al valor de R? obtenido por
SSPS, por tal motivo en la Figura 32 se visualiza con una linea naranja el cambio
obtenido al ir eliminando posiciones, por tal motivo se tuvo una duda el cual nos
proporciond la siguiente pregunta ¢ cual puede ser nuestro mejor seleccion para
mejorar el modelo?, para responder esto podemos observar que al eliminar 10
posiciones nos provee con un valor de R?> mayor, pero no se consideré para
generar nuestro modelo por el siguiente motivo, en la Tabla 9 observamos que
sinp10 nos proporciona un valor de R?=0,857 con 19 descriptores, mientras que
sinp7 provee un valor de R?>=0.808 con 13 descriptores, hay una diferencia de 6
descriptores, si por 10 posiciones tenemos un valor de R>=0.85, con 7 tenemos
un valor de R?=0.80, esto indica que eliminando 7 posiciones puede proveernos
de un mejor modelo para nuestro R? ,por lo cual, no necesitamos muchos
descriptores si con menos se logra una mejor regresion, por tal motivo sinp7 es

la mejor seleccidn.
1,0
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0,0

Figura 32.-Gréfica de regresiones lineales multiples realizadas por SSPS.
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Con respecto a lo anterior, si utilizamos los 13 descriptores con las 130
moléculas para generar el modelo de R? con los valores de SSPS, obtenemos
una correlacién como se muestra en la Figura 33, a pesar de tener un R2de 0.80
no es buena, este modelo provee una dispersion grande de puntos el cual
visualizamos que el entrenamiento y la prediccién, esto indica que no puede ser
un buen modelo para ser predictivo para inhibidores selectivos, para la proteina
GKS3p.

5,0
4,5
4,0
3,5
3,0
2,5
2,0

1,5

1,0
0,5

0,0

Figura 33.-Gréfica de dispersién con 13 descriptores. ¢ Entrenamiento ¢ prediccion

7.11.3. Analisis AIC y FIC.

El analisis de los parametros AIC y FIT permite establecer la pertinencia de
adicionar un nuevo descriptor a la metodologia de la RLM paso a paso, (Tabla
10). Los criterios para la adicion de un nuevo descriptor al modelo son favorables
si el parametro FIT aumenta y el parAmetro AIC disminuye. Tomando en cuenta
estos criterios, se observa que, hasta la adicion del duodécimo descriptor, el
parametro FIT aumenta, mientras que el parametro AIC disminuye. Estos
resultados permiten establecer que el nimero de descriptores en el modelo debe
de ser doce como maximo, por lo tanto, se conté para este punto con 130

moléculas de las cuales 88 en entrenamiento y 42 prediccion.
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Modelo  Descriptores

1 MATS7e
2 ATSC6i
3 VE2_D
4 minssCH2
5 GATS2i
6 AATSCOi
7 Energia Doc.
8 SRW5

9 GATS2c
10 GATS4c
11 AATSC4c
12 VE3_Dzs
13 maxHBd

AIC

0,478
0,414
0,387
0,345
0,328
0,288
0,273
0,233
0,215
0,199
0,143
0,127
0,120

FIT

0,299
0,471
0,533
0,647
0,658
0,767
0,752
0,874
0,883
0,878
1,226
1,271
1,216

0,8
0,6
0,4

0,2

El segundo aspecto, se traz6 el nuevo modelo correspondiente a 12 descriptores

propuesto por el calculo AIC y FIT, obteniéndose la siguiente gréafica donde la

correlacién es de 0.7972 (Figura 34), donde los puntos naranjas corresponden a

las moléculas de entrenamiento y azul a las de prediccion. En la Tabla 11 se

muestran los datos obtenidos de la correlacién respecto a la grafica de la Figura

34.

5,0
4,5
4,0
3,5
3,0
2,5
2,0
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1,0

2,0

3,0 4,0 5,0

Figura 34.-Correlacién 12 descriptores.

86




Tabla 11.-Resultados obtenidos con el calculo AIC y FIT.
12 descriptores | n | Pendiente | Desviacion Es. R R?
Entrenamiento | 88 | (,7972 0,7389 0,8928 | 0,7972
Prediccion | 42| 06434 0,8182 0,4649 | 0,2161
7.11.4. Aplicabilidad del dominio.

La Aplicabilidad del Dominio (AD) del modelo tiene por objetivo la identificacion
de los compuestos que contienen valores atipicos. En los resultados obtenidos,
se observo que en los conjuntos de entrenamiento y prediccion existen varios de
estos valores, en la Figura 34 podemos observar la grafica de aplicabilidad de
dominio para los dos subconjuntos, en azul el conjunto de entrenamiento, y en
naranja el conjunto de prediccién, de los cuales podemos observar varios de los
puntos seleccionados con circulos rojos, esto indica que todos estos que estan
marcados son valores atipicos donde el valor limite para aproximacién por
estandarizacion (SA) es igual a 2.00 (linea punteada roja) y para el
apalancamiento (LA) se sitia el valor de 0.26 (linea punteada en azul),
eliminando esos valores atipicos obtendremos una correlacion Optima para
nuestro modelo QSAR, es necesario repetir esta operacion con la finalidad de
evitar tener valores atipicos, no obstante, debemos mencionar que este calculo
se realiz6 sobre 12 descriptores lo indicamos en la seccion 7.11.3. La
aplicabilidad de dominio (AD) del modelo se estableci6 de acuerdo con

metodologia descrita.
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0,4 0,6 0,8 1,0 1,2

Figura 35.-Aplicabilidad del dominio con 12 descriptores. o Entrenamiento ¢ prediccién

7.11.5. Analisis MAE y ANN.

Se realizo el analisis del error medio absoluto (MAE), para conocer la calidad del
modelo debido a que era necesario comparar cuéles eran las moléculas con
mayor residuo, como se discutié en la seccion 7.11.4, con la aplicabilidad del
dominio encontramos varios valores atipicos con andlisis MAE, es decir, se

omitieron el %5 que corresponde con aquellos que no beneficiaron al modelo.

En el intervalo de los Log (Ki) utilizado para calcular MAE (mencionado en la
metodologia), se observé el valor MAE del subconjunto de entrenamiento con 88
compuestos, MAE + 30 medido antes y después de omitir 5% de datos con los
residuos mas altos, se muestra los resultados R2, MAE, o, MAE +30 tabla 12,

donde denota sobre la calidad del modelo utilizando la metodologia de ANN.
Donde con la metodologia usada fue con ANN y con el cual mejoro la calidad del

conjunto de prediccién, es decir, ir identificando el modelo con ANN presente

residuos pequefos.
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Relacionado con lo anterior con solo el 95% de las moléculas se pudo generar

un modelo con modelo ANN sin el valor atipico.

Tabla 12.-Andlisis MAE.
ANN 1 ANN 2
Porcentaje de datos 100% 95% 100% 95%
R? 0,9782 0,9859 0,9964 0,9967 m
n 88 86 86 86 ;Ff
MAE 0,0838 0,0868 0,0364 0,0369 g_
o 0,0786 0,0549 0,0283 0,0273 %
MAE+30 0,3197 0,2516 0,1213 0,1187
Calidad verdadero | verdadero | verdadero | verdadero
R? 0,2260 0,3821 0,7320 0,7804 T
n 42 40 31 30 S
(@)
MAE 0,5043 0,4643 0,3006 0,3662 o
o 0,4928 0,4241 0,2657 0,2411
MAE+30 1,9826 1,7365 1,0977 1,0024
Calidad Falso Falso Falso Falso

En la Figura 36 se observa una gréfica con una mejor correlacién en la que se

muestra un R?=0,99 lo que indica un RLM bastante adecuado, se visualiza con

color azul el conjunto entrenamiento y de color naranja el conjunto de prediccién.

Se puede observar la linea de tendencia ideal marcada con una linea negra, y

anexando a la informacion el total de moléculas con las que contamos para este

célculo fue de 126 moléculas con 86 moléculas para entrenamiento y 40 para la

prediccion, resultado total de eliminar a los valores atipicos, anexando la tabla

13 vemos los resultados obtenidos por el analisis MAE.
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Figura 36.-Grafica de correlacion ANN preferente beta.

Tabla 13.-Resultados obtenidos con el analisis MAE.
12 descriptores | n | Pendiente | Desviacion Es. R?
Entrenamiento 3 | 86 0,9910 0,7091 0,9959
Prediccion B | 40 | 0 8002 0.8409 0,5277

utilizando este mismo modelo generado por ANN, anexamos los valores
obtenidos de preferencia alfa (ver Figura 37), en el evaluamos cuales de las
moléculas con preferencia alfa tiene selectividad por la GSK3p, en la correlacion

se indican los puntos con color verde los preferentemente alfa y azul preferente

beta.

6

> °

4

3

2

1

0 epreferente 3 * preferente o.

0 1 2 3 4 5

Figura 37.- Grafica correlacion ANN preferente beta y alfa.
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A pesar de haber preferencia por algunas moléculas notamos claramente que
hay otras que no la tienen por ende su dispersibn es muy alta esto lo

comprobamos al visualizar los datos de la Tabla 14.

Tabla 14.- Resultados obtenidos preferentemente beta mas alfa.
12 descriptores n Pendiente Desviacion Es. R?
Entrenamiento 3 86 0,9910 0,7091 0,9959

Prediccion o 79 10,9096 1.9748 0,0240

Figura 38 se observan a las moléculas sin preferencia indicados con puntos rojos
y preferente beta con los puntos azules, visualizandose asi, las moléculas que
tiene preferencia por beta, algo notable es que su dispersion de puntos de sin
preferencia es grande, esto se demuestra en la Tabla 15 donde se indican los

resultados obtenidos.

5,0
4,5
4,0
3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5 s

0,0
0 1 2 3 4 5 6

epreferente 3 ¢ Sin preferencia.

Figura 38.- Grafica correlacion ANN preferente beta y sin preferencia.

Tabla 15.-Resultados obtenidos preferentemente beta mas sin preferencia

12 descriptores n Pendiente | Desviacion Es. R?

Entrenamiento £ 86 0,9910 0,7091 0,9959
Prediccion sin

oreferencia 71 10,1026 1.0217 0.0145
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Con base a lo comentado y omitiendo a las moléculas con mayor residuo de

preferente beta, alfa y sin preferencia se obtuvo lo siguiente.

A continuacién, se muestra en la Figura 39 la correlacion con solo las moléculas
gue tienen preferencia hacia la proteina GSK3p, con base al modelo generado
en ANN. Se aplico el analisis MAE para omitir a las moléculas con mayor residuo,
donde para el entrenamiento contamos con 86 moleculas indicados en laimagen
con puntos color azul y la prediccidon con los puntos color naranja siendo este de

28 moléculas, con un total de 114 moléculas con preferencia beta.

Claramente es visible el cambio, con solo concentrar las moléculas con
preferencia beta, las cuales son notorias al estar cerca de la linea de tendencia
en la gréfica linea negra punteada, mas los valores obtenidos (Tabla 16) el cual

notamos claramente los cambios sobre el valor de R2.
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Figura 39.- Grafica correlacion ANN preferente beta 3 con menor residuo.

Tabla 16.-Resultados obtenidos preferentemente beta con menores residuos.
12 descriptores n Pendiente Desviacion Es. R?
Entrenamiento 3 86 0,9910 0,7091 0,9959

Prediccion f 28 0,9513 0.7838 0.8577
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Cuando se realizdé la misma operacion para preferente alfa, se obtuvo una

dispersion y una mejor correlacion visible en R2 ver tabla 17
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Figura 40.- Grafica correlacion ANN preferente beta y alfa con menor residuo.
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Tabla 17.-Resultados obtenidos preferentemente beta mas preferencia alfa con

menor residuo.

12 descriptores n Pendiente Desviacion Es. R?
Entrenamiento 3 86 0,9910 0,7091 0,9959
Prediccion «o 29 0,9922 0.7604 0.8300

Por ultimo, tenemos a las moléculas sin preferencia que como hemos observado

fueron cambiando sus valores en R2, al ir omitiendo a las moléculas con los

residuos altos, lo mismo sucedi6 con los de sin preferencia (ver Figura 41). Los

resultados obtenidos en la Tabla 18, donde en este caso tenemos en el

entrenamiento un total de 86 moléculas que es la base para predecir la

selectividad para GSK3p, con respecto a la predicacion este se redujo aun total

de 21 moléculas con selectividad a GSK3p.
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Figura 41.- Grafica correlacion ANN preferente beta y sin preferencia con menor residuo.

Tabla 18.-Resultados obtenidos preferentemente beta mas sin preferencia
con menor residuo.

12 descriptores n Pendiente Desviacion Es. R2
Entrenamiento 3 86 0,9910 0,7091 0,9959
Prediccion sin preferencia 21 0,8165 0.8946 0.8746

7.12. Inhibidores preferentemente beta.

Con base lo anterior se analizé cada una de estas moléculas que dentro de
nuestro modelo indican tener selectividad por la proteina GSK3p vistos en la
seccion 7.11.5. Con la finalidad de encontrar las mayores interacciones y ver
cudles son las importantes para llevar a cabo una inhibicién selectiva, por ende,
encontramos que muchas moléculas comparten interacciones de tipo Van der
Waals, enlace de hidrégeno, halégenos, carbono hidrégeno, pi-sigma, pi-cation.
En la Figura 42 se indican los colores, se muestran las interacciones, lo
sobresaliente, es que la mayoria de las interacciones observadas con las
GSK3B son de tipo de Van der Waals, enlace hidrogeno y estas son mas
frecuentes en anillos aromaticos, a manera de ejemplo visualizamos la Figura 42

tenemos a molchem33 el cual corresponde a la molécula CHEMBL1972220 y
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molchem47 que corresponde a CHEMBL1977148 de la pagina oficial Chembl,
los colores representa a cada atomo, los azules representan a los atomos de
nitrégeno, los grises a los de carbono, azul al fluor, rojo al oxigeno, amarillo
representa al azufre y por dltimo los &tomos de color blanco representan a los
hidrégenos, estos ejemplos son de las moléculas que tienen preferencia a

GSK3p en la prediccion.

Molchem33

Interacciones.
Van der Waals.
Enlace de hidrégeno.
halégeno.

Carbono hidrogeno.

Molchem47

Interacciones.

Van der Waals.

Enlace de hidrégeno.

Carbono hidrogeno.
®Pi-sigma

® Pi-cation.

Figura 42.- Interaccién de moléculas preferente 3 con proteina GSK3[3

Posteriormente, el analisis de las moléculas con preferencia por GSK3a,
podemos visualizar en el ejemplo de la Figura 43, se muestran 2 moléculas que
tienen interaccion con la proteina GSK3p, lo importante a destacar es que tienen

las mismas interacciones, es decir los enlaces de Van der Waals, enlace
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hidrogeno, también muestran algunas interacciones de enlace Pi, lo relevante es
gue las interacciones son sobre los anillos aromaticos, se observa como en el
ejemplo anterior, que al menos uno de sus anillos contiene ya sea Nitrdgeno o

Azufre ,es decir, que al menos debe existir un heterociclo dentro de la molécula.

Asimismo, las moléculas seleccionadas corresponden a alfa 2 el cual
corresponde CHEMBL1964644 y alfa5big que corresponde a CHEMBL1968070
pagina oficial Chembl, cabe mencionar que los colores descritos sobre el ejemplo
anterior representan a los mismos a&tomos mientras que el atomo en color verde

representa al cloro en la molécula con nombre alfa5big.

Interacciones.

Van der Waals.
Enlace de hidrégeno.

Enlace PI.

Alfa2

Interacciones.

Van der Waals.
Enlace de hidrégeno.

Enlace PI.

Alfa 5big

Figura 43.-Interaccidon de moléculas preferentes a con proteina GSK3p.
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Finalmente se realiz6 el analisis con las moléculas que no tienen preferencia con
ningun paralogo Figura 44, donde Sinp4a es CHEMBL191003 y sinp40big es
CHEMBL1999778, pagina oficial de Chembl, es la misma predisposicion vista en
las moléculas con preferencia beta y alfa, las cuales son las interacciones de tipo
Van der Waals, enlace hidrogeno, con algun halégeno , en nuestro ejemplo es
por el atomo de fldor indicada con color azul cielo, en particular la mayoria de las
interacciones corresponden plenamente con los anillos arométicos, claro sin
omitir las interacciones que existen con los oxigenos, nitrégenos que acompafian
a los grupos aromaticos, la tendencia con mayor relevancia es sobre los anillos
aromaticos, donde al menos uno de sus atomos esta sustituido, ya sea por
nitrdgeno o el azufre por ende esta es de una gran aportacion, pues el conocer
las interacciones, permite conocer las moléculas que tienen una inhibicion

selectiva por la proteina GSK3.

Sinp4a
Interacciones.

Van der Waals.
Enlace de hidrégeno.
®cEnlace Pi.

halégeno.

Sinp40big
Interacciones.

Van der Waals.
Enlace de hidrégeno.
®CEnlace Pi.

Enlace Pi-anion

Figura 44 .-Interaccién de moléculas sin preferencia con proteina GSK3p.
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Capitulo 8.- Descriptores y propuesta de inhibidores selectivos.

Los descriptores principales para la inhibicion selectiva estan dados en la Tabla
18 en la que se muestran a los descriptores del modelo QSAR vy el tipo de
descriptor al que corresponde, cabe mencionar que con lo visto en la Seccién
7.12, se puede comentar que las posibles moléculas con actividad selectiva por
la proteina GSK3p deben contener dos anillos aromaticos (ver Figura 45),
tenemos una de las posibles propuestas, partiendo de la base de una molécula,
1,3-difenilurea donde podemos intentar sustituir las posiciones 1, 3, 5, 6 0 12,
14, 16 y 15 con un atomo de nitrégeno o azufre, aunque solo uno de los anillos
debe tener esta sustitucién y de igual manera podemos anexar radicales por
sustitucién en las posiciones meta y para, que corresponden a los nimeros 3, 5,
6 o 14, 15 y 16, las combinaciones pueden ser variadas pero existen
posibilidades de que se generen moléculas que tengan mayor potencial como
inhibidor de la proteina GSK3p.

Figura 45.- Base estructural para inhibidores de GSK3f3.

Tabla 19.-Descriptores del modelo.

Descriptor Tipo de descriptor
MATS7e Autocorrelaciéon 2D
ATSC6i Autocorrelaciéon 2D
VE2_D Descriptores basados en matrices 2D
minssCH2 Estado electro topoldgico de tipo dtomo
GATS2i Autocorrelacién 2D
AATSCOi Autocorrelacién 2D

Energia Docking
SRW5

Cuantico

Recuento de recorridos de retorno automatico del
pedido 05

GATS2c Autocorrelacion 2D
GATS4c Autocorrelacion 2D
AATSC4c Autocorrelaciéon 2D
VE3_Dzs Descriptores basados en matrices 2D
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Capitulo 9.- Conclusiones.

Se puede obtener un modelo teodrico descriptivo y predictivo, a partir de la
correlacién de descriptores cuanticos, fisicoquimicos, topoldgicos entre otros,
como el Log Ki de moléculas obtenidas de base de datos como son Chembl,
Pubchem, chemspider entre otros, utilizando la metodologia de QSAR con
métodos combinados como aplicabilidad de dominio, MAE y ANN para

determinar y obtener un mejor modelo.

Se logré Identificar el minimo global para cada una de las moléculas y se

obtuvieron los descriptores moleculares de cada uno de ellos.

Se logré elaborar y plantear el objetivo propuesto de la creacion de nuevos
inhibidores selectivos del paradlogo GSK3B con el cual podemos disefar

moléculas que tengan una mayor actividad inhibitoria,

Se identificaron las interacciones relevantes de los inhibidores con selectividad
por GSK3p del conjunto de moléculas que presentaron ser competitivos por la
proteina del ATP y las que tienen de acuerdo con el modelo mayor selectividad
por GSK3p.

Se logro la identificacion de los aminoéacidos importantes del sitio catalitico que
permiten la inhibicion de la proteina GSK3p, asi como las diferencias relevantes
gue existen entre los paralogos de la proteina GSK3 con sus respectivos

aminoacidos.

Se demostré que a pesar de contar con el 98% de similitud dentro del sitio
catalitico diferenciado Unicamente por un aminodcido dentro del sitio catalitico

puede haber inhibidores selectivos con mayor actividad sobre la proteina GSK3.

El potencial de la proteina GSK3 como terapia para multiples patologias puede
e inclusive ser mayor de lo que se cree, asi lo demuestran las investigaciones

sobre la misma.
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Aportaciones.
Una biblioteca virtual con 250 moléculas de las cuales 150 moléculas son
preferentemente inhibitorias para las proteinas GSK3p, 50 sin preferencia y 50

con preferencia por GSK3a.

250 moléculas optimizadas geométricamente.

Dindmica molecular de la proteina GKS3p en condiciones fisioldgicas.
250 acoplamientos moleculares (Docking)

La obtencion del Modelo QSAR, asi como un “pool” de descriptores de

aproximadamente 900.

Una lista de moléculas que tienen preferencia por la proteina GSK3p con base
al modelo obtenido, estas moléculas son de la base de datos ChemBLy se

pueden observar en el apartado anexo al final de este documento.
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Anexo.

Tabla 20.-Inhibidores selectivos por la proteina GSK3p.

CHEMBL1980142

CHEMBL546797

CHEMBL1682552

CHEMBL1990912

CHEMBL1974935

CHEMBL1965988

CHEMBL1979577

CHEMBL1999496

CHEMBL2006580

CHEMBL1992922

CHEMBL336961

CHEMBL2002240

CHEMBL2007002

CHEMBL1991734

CHEMBL1997129

CHEMBL1978200

CHEMBL1985681

CHEMBL462120

CHEMBL1972220

CHEMBL1419458

CHEMBL1970903

CHEMBL1971186

CHEMBL1973359

CHEMBL1968406

CHEMBL1989029

CHEMBL1974870

CHEMBL1987430

CHEMBL1982924

CHEMBL1964687

CHEMBL2004515

CHEMBL296586

CHEMBL2000508

CHEMBL1978371

CHEMBL1977148

CHEMBL1972119

CHEMBL1979855

CHEMBL1984296

CHEMBL2003768

CHEMBL1986186

CHEMBL2005449

CHEMBL1682345

CHEMBL1983025

CHEMBL316264

CHEMBL2000429

CHEMBL2000029

CHEMBL1991188

CHEMBL1999126

CHEMBL302449

CHEMBL1990904

CHEMBL340384

CHEMBL539474

CHEMBL1516890

CHEMBL1624529

CHEMBL1974803

CHEMBL191003

CHEMBL1991429

CHEMBL1972934

CHEMBL1986328

CHEMBL1980167

CHEMBL1983111

CHEMBL1990254

CHEMBL1975233

CHEMBL1979718

CHEMBL1972355

CHEMBL1983575

CHEMBL1989646

CHEMBL210887

CHEMBL360847

CHEMBL1965589

CHEMBL1977041

CHEMBL2002726

CHEMBL1982135

CHEMBL1973211

CHEMBL2004716

CHEMBL1986143

CHEMBL1988581

CHEMBL1987009

CHEMBL1996831

CHEMBL2006933

CHEMBL207995

CHEMBL1999590

CHEMBL1994321

CHEMBL1972346

CHEMBL223367

CHEMBL1999778

CHEMBL1988141

CHEMBL514499

CHEMBL1976240

CHEMBL2001987

CHEMBL2003456

CHEMBL1969049

CHEMBL1990885

CHEMBL1982563

CHEMBL1981744

CHEMBL1999414

CHEMBL17370

CHEMBL1979883

CHEMBL1998585

CHEMBL1968070

CHEMBL560813

CHEMBL1999428

CHEMBL1976732

CHEMBL1984402

CHEMBL1996510

CHEMBL1975212

CHEMBL1983449

CHEMBL1969755

CHEMBL1242373

CHEMBL1970913

CHEMBL1987815

CHEMBLA413779

CHEMBL2002446

CHEMBL1995172

CHEMBL1987054

CHEMBL1969372

CHEMBL1984700

CHEMBL2002450

CHEMBL1964644

CHEMBL1997349

CHEMBL1991143

CHEMBL1997193

CHEMBL1985074

CHEMBL1988387

CHEMBL2004771

CHEMBL1992042

CHEMBL1988173

CHEMBL373598

CHEMBL1969735

CHEMBL1421720

CHEMBL1971801

CHEMBL1725279

CHEMBL2001257

CHEMBL1990288

CHEMBL1977138
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