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RESUMEN

El Factor Xla es una serian proteasa expresada como zimogeno es convertido a su forma
activa, Xla, realizada por el factor Xlla y por la trombina jugando un papel mayor en la
amplificacion de la respuesta trombdtica para mantener el coagulo activo. Los estudio 3D-
QSAR de los analogos de of a-cetotiazol arginina que inhiben el factor de la coagulacién
Xla fueron desarrollados usando procedimientos COMFA y CoMSIA que mostraron
excelente poder de predictibilidad de la actividad expresada como ICsp, Y usando pruebas
de validacion. Los campos estérico y electrostaticos del modelo CoMFA proveen datos
estadisticos satisfactorio (q°= 0.632 y g°w= 0.957) y el modelo COMSIA con sus cinco
descriptores, estéricos, electrostatico, hidrofobico, donador y aceptor de enlaces de
hidrogeno exhiben un buen poder de predictibilidad (q°= 0.683 and g’y = 0.853). En el
modelo docking realizado se puede observar que las interacciones mas importantes son los
puentes de hidrogenos y los puentes salinos. La informacion obtenida de los mapas de
contorno CoMFA y CoMSIA pueden ser usado para el disefio de nuevos inhibidores del

factor de coagulacion Xla.



1. INTRODUCCION

Las enfermedades tromboliicas son causas de morbilidad y mortalidad en muchos paises
[Qiao. J. et al, 2005]. La terapia antitrombotica convencional, incluye la administracion de
heparina seguida del tratamiento oral de warfarina [Hyers, J et al., 2003]. Ambos agentes
son inhibidores directos e indirectos de serinas proteasas de la coagulacion, este tratamiento

Ileva el riesgo de un excesivo sangrado y una rutina de monitoreo.

Para superar estas limitaciones, los nuevos agentes tromboliticos han sido disefiados para
ser usados como blancos enzimaticos especificos en la via de coagulacion, tales como la
trombina y el factor Xa. Estos nuevos anticuagulantes ofrecen algunas ventajas sobre la
terapia con heparina, algunos caracteristicas no deseadas como el sangrado y la amplia
ventana terapéutica han sido demostradas, y su perfil de seguridad se estan realizando en

tratamientos clinicos [Hirsh,J et al., 2005].

El factor de la coagulacién Xla (FXIla) es una serina proteasa parecida a la tripsina, cuyo
papel estd implicado en la amplificacion de la respuesta trombotica y mantener la
integridad del coagulo. La inhibicion del FXla in vivo puede resultar en la formacién de

pequefios trombos sin afectar la formacion del coagulo de iniciacion [Walsh, P.N, 2001].

Se ha demostrado que algunos nuevos farmacos con efectos inhibitorios del FXla reducen
el tamafio del coagulo sin alterar el tiempo de sangrado y ademas, otros efectos no
deseados. Entre estos nuevos farmacos tenemos los a-arginin cetotiazole y los derivados de
los acidos aril bordnicos, que actian inhibiendo esta serina proteasa [Lin, j. et al, 2005]. Se

ha reportado en el caso de las a-arginin cetotiazole que el grupo NH de la urea es



importante en el proceso de inhibicion sobre esta enzima, mientras que algunos anillos
aromaticos sustituidos en los &cidos aril boricos son importantes en la interaccion
electrostatica con la asparagina 189 y la interaccidén no covalente con la serina 195 [Jin, L.

et al, 2005].

A pesar de existir una serie de resultados experimentales, no se han desarrollado trabajos
teoricos en el area la utilizacion de programas computacionales (GAUSSIAN, SYBYL 7.0,
etc) que pueden ser muy utiles para predecir este tipo de interacciones que ocurren entre
estos grupos y la enzima y otros fendmenos que ayudan a interaccionar estos ligando con la
enzima (Factor Xla), para entender el mecanismo por medio del cual estos inhibidores
reducen la formacion de trombos en la coagulacion y asi encontrar una expresion
matematica que nos pueda ser util para estimar la activad de algin compuesto disefiados

basado en esta metodologia que mejoren la actividad bioldgica.

Hoy por hoy, las técnicas de relacion estructura actividad tridimensionales (3D-QSAR)
tales como Analisis comparativo de Campo Molecular (CoMFA) y Analisis Comparativo
de Similaridad Molecular (CoMSIA) [R. D. Cramer et al.1988; N. Numthaboot et al 2006; H.
Yan-Zhen et al., 2007], son rutinariamente utilizadas para el disefio de drogas que ayudan a
entender los tipos de interaccion ligando-receptor [Kenji Yamagishia et al. 2011]. Estos
métodos computacionales han mostrado que pueden soportar y ayudar al disefio de
novedoso Yy quizas mas potente inhibidores revelando el posible mecanismo droga-receptor.
En este estudio se ha desarrollado modelos predictivo 3D-QSAR para el disefio de nuevos

inhibidores de la proteina del factor de la coagulacion FXla [H. Deng et al, 2006].



2. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

2.1.  Coagulacion y Fibrindlisis.

El sistema de coagulacién es el encargado de evitar la pérdida excesiva de sangre tras una
lesion y de reparar la misma. La coagulacion de la sangre es un proceso caracterizado por
una cascada de reacciones proteoliticas que terminan por convertir el fibrinogeno, proteina
soluble del plasma, en fibrina insoluble (Figural). Para esto es preciso que actle la enzima

critica: la trombina (factor 1) [Deng, H. et al, 2006; Lazarova, T.I. et al, 2006].
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Figura 1. Cascada de la Coagulacion (Gailani, D, 2000).

El sistema de coagulacion se ha dividido para su estudio en dos sistemas: hemostasia y
fibrinolisis; las cuales dependen de la funcion del vaso sanguineo, células hematicas, de las

proteinas de la fase fluida y de los reguladores del sistema de la coagulacion. Normalmente



el sistema se encuentra en reposo y se activa al presentarse una lesion vascular. Tras
presentarse una lesion, se activa el sistema de hemostasia para detener la hemorragia. Se
forma un coagulo plaguetario primario, el cual requiere de la malla de fibrina para adquirir
firmeza y asi forma un coagulo secundario de calidad, para evitar una hemorragia. La
hemostasia se divide en hemostasia primaria y hemostasia secundaria. La hemostasia
primaria es el sierre inmediato de la lesion vascular por vasoconstriccion y activacion
plaquetaria, en esta fase no hay formacion de fibrina. Esta hemostasia es inestable ya que
sin la presencia de la red de fibrina, la hemorragia puede reactivarse. La hemostasia
secundaria consiste en la formacion de la malla de fibrina por medio de la fase fluida. Su
funcién es estabilizar el coagulo y preservarlo por mas tiempo. Si la maya de fibrina no se
forma correctamente o se destruye antes de la reparacion del dafio, la hemorragia vuelve a
aparecer. La hemostasia secundaria o fase fluida, es descrita como la “La Cascada de

Coagulacion”.

La iniciacion del proceso exige un factor desencadenante, que puede ser variado. La rotura
de la continuidad de la superficie endotelial estimula, por una parte, la actividad plaquetaria
y las mismas plaquetas liberan factores de coagulacion, que la inician en el ambiente
periplaquetario. Por otra parte, el contacto del plasma con el colageno de la pared vascular
0 con otra superficie no natural provoca la activacion de un conjunto de factores
relacionados entre si, como la calicreina, el factor XII o factor Hageman, el cinindgeno y el
factor XI; el resultado final de este proceso inicial ligado al contacto con una superficie es
la formacion del factor X1 activado, que ya esta directamente implicado con el proceso de
la coagulacion en su via intrinseca o propiamente vascular. Pero, ademas, la coagulacion

puede tener un inicio extravascular mediante la activacion de factores tisulares que, con el



concurso de algunos otros factores de contacto, terminan por activar el factor VII; es la via

extrinseca.

2.1.1. VIAEXTRINSECA
En esta via, el Unico factor no plasmatico: el Factor Il o tisular, activa el factor VII en
presencia de calcio y da como resultado el factor Vlla, que acomplejado con el factor Il

activa al factor X para dar inicio a la via comdn.

2.1.2. VIA INTRINSECA

Particulas cargadas negativamente inducen la activacion del factor XII en presencia de
prekalicreina y kininogeno de alto peso molecular, resultando en la formacion del factor
Xlla, que a su vez activa el factor XI (el cual puede ser activado por mecanismos internos),
convirtiéndose en el factor Xla. Posteriormente el factor Xla actda sobre el factor IX en
presencia de calcio generando el factor 1Xa, que en presencia del factor VIII y de calcio

cataliza la activacion del factor X iniciando asi la via comun.

En la via intrinseca, el factor Xla inicia un segundo grupo de reacciones de activacion que

terminan por activar la trombina. Es preciso destacar algunos hechos:

a) La necesidad de la existencia de Ca®* en varias reacciones.

b) La naturaleza de los mecanismos de activacion X = Xa y Il - lla: en ellos son

indispensables unos complejos lipoprotéicos; la parte lipidica es aportada por los

fosfolipidos plaquetarios (el llamado factor Il plaquetario) y la parte proteica la



constituyen el factor VIII en un caso y el factor V en el otro, que actdan como cofactores
proteicos. Los iones Ca®* permiten el acoplamiento entre la enzima (factores IXa 'y Xa) y la
superficie fosfolipidica; finalmente, tanto el factor VIII como el V requieren una ligera
activacion por parte de la trombina, la cual también facilita el desprendimiento de

fosfolipidos por parte de las plaquetas.

c) Las proteinas Il, IX y X son sintetizadas en el higado por mecanismos cuyo paso final

requiere el concurso de la vitamina K.

En la via extrinseca, los procesos son similares. El factor VII es también vitamina K-
dependiente y los fosfolipidos y proteinas concurrentes son de origen tisular, no
plaquetario. La accion de la trombina sobre las cadenas que constituyen la molécula de

fibrindgeno es también compleja. [Guyton, A.C., 1997].

2.1.3. VIACOMUN
Esta via comprende la ultima fase de la hemdstasis: la activacion de la protombina, la

transformacion del fibrindgeno a fibrina y la estabilizacion del coagulo.

El factor Xa se une a la plaqueta por medio del factor V el cual se activa. EI complejo
formado entre la X, V y protombina se libera al plasma como trombina y tiene varias
funciones entre las que se destaca la conversion del fibrindgeno en fibrina por medio de una
protedlisis que genera monomeros de fibrina; inicialmente soluble, que polimeriza de

manera inmediata por agregacion produciendo el polimero de fibrina inestable. El factor



XI1I activado por la trombina en presencia de calcio, induce la estabilidad bioguimica del

coagulo.

2.2.  FIBRINOLISIS
Una vez reparada la lesion, se procede a la eliminacion del coagulo por medio del sistema

fibrinolitico.

El plasminogeno, es una sustancia inactiva circulante en el plasma que se activa por medio
de enzimas que entran en circulacion como respuesta al trauma de las células endoteliales.
Al haber un cuadro de fibrina, el plasminogeno se absorbe por los polimeros de esta y es
unido a ella como el activador del plasminogeno, de esta manera lo activa transformandolo
en plasmina. La plasmina que continua unida a la fibrina, ejerce su accion sobre ella
degradandola en fragmentos solubles que van a la circulacién. Los productos de
degradacion del fibrindgeno, tienen propiedades antitrombinicas y evitan la polimerizacién

de la fibrina por lo que producen un efecto anticoagulante.

En la via intrinseca, el factor Xla inicia un segundo grupo de reacciones de activacion que

terminan por activar la trombina.

2.3. PROTEINA DEL FACTOR DE COAGULACION FXla
El FXla es una molécula que comprende un par de cadenas ligeras con dominios catalitico
de tripsina de peso molecular de 35 kDa y dos cadenas pesadas de 45 kDa que parecen ser

requerida para la actividad especifica del factor XI, incluyendo la activacion del factor IX.



El factor Xla es un homodimero unido por puentes disulfuro. La cadena pesada N-terminal
es un monomero que contiene una secuencia de 90 a 91 aminoéacidos repetidos llamado
dominio Apple, el cual facilita la interaccion con el ligando natural tales como: el Factor
IX, el kininigeno de alta masa molecular, glglicosaminoglicano y la glicoproteina
plaquetaria. La cadena ligera C-terminal de cada mondmero contiene un dominio catalitico
de tripsina. La actividad proteolitica es regulada por varios inhibidores de serpina (Figura

2).

Figura 2. Estructura de la proteina Xla

El factor Xla (Figura 2) cataliza la conversion del factor IX (figura 3) a 1Xa en la via

intrinseca de la coagulacion sanguinea. La deficiencia hereditaria del Factor Xla precursor



del factor XI se asocia con un desorden en el sangrado leve a moderado, sugiriendo que la

proteasa juega un papel en el mantenimiento del coagulo sanguineo normal.

a ) FXlI zymogen

R369/1370 R369/1370 V376

b ~ FXla
Rtale® /376

Figura 3. (A) Zimogeno XI y (b) Dominio catalitico del Factor Xla (Dharmaraj, j. W. et.

Al, 2007)

El factor 1X es aparentemente el sustrato de importancia fisioldgica del factor FXla. La
unidn del FIX a la FXla es mediada por el segundo o tercer dominio (0 ambos). La cadena
ligera en ausencia del dominio Apple tiene una muy débil afinidad hacia FIX. La FXla
puede también clivar, aunque una velocidad mas baja a la FXI y al kininogeno de bajo peso

molecular.
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Figura 4. Modelo de las proteasas de la coagulacion (Gailani, D, 2000).

La importancia fisioldgica de estas reacciones, sin embargo, no esta clara. La activacién de
FIX por la FXla se cree estar restringido en el sitio de formacién del coagulo debido a la
alta afinidad de FXla de activarla en la superficie de las plaguetas aumentando la velocidad

de activacion de FIX por la trombina en la superficie de las plaquetas (figura 4).

3. METODOS DE 3D- QSAR

3.1. ACOPLAMIENTO MOLECULAR

Existen muchos métodos automaéticos para determinar los posibles modos de union de
nuevos ligandos a una proteina. Son los Ilamados programas de docking (anglicismo que
suele traducirse por acoplamiento), que realizan una exploracion de las posiciones relativas
entre la diana y el ligando (poses), evaluando las interacciones intermoleculares en cada
pose explorada [Kapetanovich, 2007]. Como resultado de esta exploracion se obtiene una

coleccion de las posibles poses que el programa ordena segun el valor que su funcién de



evaluacion le ha dado a cada solucion (scoring o puntaje). Por tanto, para un estudio de
acoplamiento se requieren dos componentes esenciales: el algoritmo de busqueda y la

funcién de evaluacién [Aronov, A. M., 2005].

3.2. EL ALGORITMO DE BUSQUEDA

La mayoria de las proteinas contiene bolsillos, cavidades, depresiones superficiales y otras
regiones geomeétricas donde moléculas de bajo peso molecular facilmente pueden enlazarse.
Con base en las estructuras resueltas por rayos X y NMR de alta resolucion para proteinas y
ligandos, los investigadores pueden mostrar precisamente como estas moléculas se orientan
asi mismos en los sitios activos de las proteinas [Liang et al., 1998]. El espacio de
busqueda consiste en todas las posibles orientaciones y conformaciones de la proteina
aparejada con el ligando. Con los recursos presentes de computo, es imposible explorar
exhaustivamente el espacio de busqueda, esto implicaria enumerar todas las posibles
distorsiones de cada molécula (las moléculas son dindmicas y existen en un ensamble de
estados conformacionales) y todas las posibles orientaciones rotacionales y traslacionales
del ligando en relacion con la proteina en un nivel dado de reguularidad [Halperin et al.,

2002].

3.3. LA FUNCION DE EVALUACION

La funcién de evaluacion toma caracteristicas como informacion de entrada y devuelve un
numero que indica la probabilidad de que esa propiedad represente una interaccion de
enlace favorable. La mayoria de las funciones de evaluacion se basan en la fisica de los

campos de fuerza de la mecanica molecular que estima la energia de la pose; una energia

10



baja (negativa) indica un sistema estable y asi una interaccion de enlace probable. Un
enfoque alternativo es derivar un potencial estatico para interacciones de una extensa base
de datos de complejos proteina-ligando, tales como el Protein Data Bank, y evaluar el

ajuste de la pose de acuerdo con este potencial inferido [Wang et al., 2003].

Hay abundancia de estructuras de difraccion de rayos X para complejos entre proteinas y
ligandos de alta afinidad, pero muy pocas para ligandos de baja afinidad; éstas no
permanecen enlazadas lo suficiente para ser vistas [Yang et al., 2004]. Funciones de
evaluacion entrenadas con estos datos pueden acoplar ligandos de baja afinidad
correctamente, pero dardn también conformaciones de acoplamiento plausibles para
ligandos que realmente son inactivos. Esto redunda en un gran nimero de falsos positivos,
es decir, ligandos de los que se predice que se enlazan a la proteina y que realmente no lo

hacen cuando se colocan juntos en un tubo de ensayo [Perola, 2006].

Una manera de reducir el namero de falsos positivos es recalcular la energia de las poses de
mejor puntuacion usando una técnica de mayor resolucién (y por lo tanto lenta) como los
métodos Generalizados de Born o de Poisson-Boltzmann [Feig et al., 2004]. No obstante,
tipicamente el investigador tamizara una base de datos de decenas a cientos de miles de
compuestos y probara los cerca de 60 mejor evaluados in vitro, y si se identifican algunos

enlazamientos verdaderos se considera aun un éxito.

3.4. PROGRAMAS DE ACOPLAMIENTO
El nimero de algoritmos disponibles para evaluar y racionalizar la interaccion proteina—
ligando es grande y creciente. La mayoria de los programas de acoplamiento en uso dan

cuenta de ligando flexible, y varios intentan modelar un receptor flexible. Para abordar el

11



problema de la flexibilidad de la diana una de las estrategias es resumir las distintas
conformaciones de una proteina en una unica geometria difusa como se ha hecho en dos de
los programas mas populares y robustos AutoDock y FlexX que se describiran brevemente

a continuacion.

AutoDock [Morris, et al., 1998] usa un algoritmo genético como optimizador global
combinado con minimizacién de energia como método de busqueda local. El ligando es
flexible y el receptor es rigido y representado como una cuadricula. La funcion de ajuste
comprende cinco términos: un término de dispersion/ repulsion de Lennard-Jones; un
término direccional de puente de hidrégeno; un potencial electrostatico colimbico; un
término proporcional al nimero de enlaces sp® en el ligando para representar entropia
desfavorable de enlace del ligando debida a la restriccion de grados de libertad
conformacional; y un término de desolvatacion. Estos cinco términos son ponderados

utilizando un factor de escalamiento empirico [Taylor, et al., 2002].

En la metodologia basada en Fragmentos, el ligando es dividido en porciones separadas,
realizandose un acoplamiento de los fragmentos seguido por la uniéon de los mismos
[McKonkey et al., 2002] (Figura 5). Uno de los programas mas populares de este tipo es
FlexX el cual comienza por disgregar el ligando en fragmentos rigidos [Chakraborti y
Thilagavathi, 2003]. A continuacion uno o varios fragmentos base son seleccionados sea
manual o automaticamente y se les posiciona en orientacion favorable con el sitio de
enlace. En pasos subsiguientes se afiaden otros fragmentos usando una técnica de basqueda
en arbol (Figura 5) para la colocacion incremental del ligando en el sitio de enlace [Polgar y

Keseru, 2005.

12
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Figura 5. Métodos Basados en Fragmentos.

En general, el método de calculo de energias de enlace en FlexX es similar al del programa
GRID [Googford, 1985]. No obstante, en FlexX, las coordinadas atdmicas del ligando estan
dispuestas en un cubo para aumentar la velocidad y la energia de enlace de cada 4&tomo del
ligando se calcula como si el &tomo realmente estuviera localizado en el centro de un cubo
que contiene ese atomo. La energia de interaccion entre el sitio y ese atomo particular del
ligando es dada entonces por una expresion lineal simple. Al sumar las contribuciones de

todos atomos del ligando se obtiene la energia de interaccion total entre el sitio y el ligando.

3.5. ESTUDIOS 3D-QSAR

Anélisis Molecular Comparativo (COMFA) y Analisis molecular comparativo de indice de
Similaridad (CoMSIA), son los principales métodos 3D-QSAR que actualmente son
utilizadas, que consistentemente alinean las moléculas dentro de una red molecular,
muestrea mediante un atomo de sondaje (tipicamente un carbono, sp®) las interacciones
estérica y electrostaticas entre el &tomo de prueba y el resto de la molécula [Cramer et al.,

1998] (Figura 6).
13



HidroFohico Hidrofahico

Donante Donante

Aceptor Aceptor || Aceptor Aceptor

Donante Donante

Hidrofohico Hidrofohico

Hidrofabico Hidrofahico

Donante Donante

Aceptor Aceptor || Aceptor ceptor

Donante Donante

Hidrofohico Hidrofobico

Figura 6. Construccion Secuencial de una Molécula en el Algoritmo FlexX.

Estos valores se almacenan en una extensa hoja de célculo dentro del programa SYBYL,
desde donde ellos son accesados durante las rutinas de minimos cuadrados parciales (PLS).
Los estudios CoOMFA y CoMSIA se llevan a cabo con base en el alineamiento

conformacional predicho por el acoplamiento molecular.

Se utilizan ligandos con cargas parciales de Gasteiger-Hickel o cargas atdmicas parciales
basadas en el método semiempirico de orbital molecular AM1 [Dewar et al., 1985]
implementado en el programa SYBYL. Una de las asunciones fundamentales en los
estudios 3D-QSAR es que deberia existir un paralelismo geométrico entre las estructuras

modeladas y las de la conformacion bioactiva (Figura 7). Asi, el alineamiento espacial de
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los compuestos bajo estudio es uno de los factores mas sensibles y determinantes en la

obtencion de un modelo robusto y significativo (figura 8).

R T R N R Y N RN Y NN NN
IR E TR EN R REN NN N ENE LN ERYE L
I EEE TR ENEEIRENEENERE X NIENEE ¥
L T N N AN W W N N
IERE LR EN SRR NN TN N R
LR R RN N N RN R RN TN TN
Rl L L A
LR R R e SRR R LR L L
LR R st I LR LN LR LY Y
LEREERER S S SN ELE "R ENERER]
LR R A R
LR i’;.-?-.-_i:"ll_'.c\#'\!_!'_.'l-\'l-_l—-l't e
LEEEE R EREE AR AN E Rl EREEE R ~
X LR N RN L L s R R R XX N
AR R R ER R R R =2 REREEEEREEE.
IEE X EREN R RENEFNENE XN ENEE Y
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FTEFEEFE T FE R SR T R R R
IEEXERENEEREENEE N ENE XN IENEE .}
R EEE AR RS R B R Rk Rk
I EEEEEEN Y REN NN ENE XN ERE L)

Figura 7. Generacion de la red. Se rodea la molécula de una red cuadriculada a su alrededor
y en cada punto de la red se calcula una propiedad, generalmente la interaccién estérica de

una sonda por ejemplo un carbono sp* y el potencial electrostatico.

Figura 8. Superposicion de moléculas alineamiento y mapas de contorno.
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El QSAR arrojado por uno de los modelos CoOMFA y CoMSIA es convenientemente
ilustrado como un mapa tridimensional de coeficientes de contorno [Cramer et al., 1998].
En general, los mapas de contorno rodean (figura 8) todos los puntos de la red donde se
encuentra, que el QSAR asocia fuertemente cambios en los valores de campo molecular
(los cuales de hecho significan cambios estructurales) con cambios en la afinidad de enlace
o cualquier otra medida de una propiedad biologica. Méas especificamente, los polihedros
rodean los puntos de la red donde los productos escalares del coeficiente QSAR asociado y
la desviacion estandar de todos los valores en la correspondiente columna de la matriz de

datos estan por encima o por debajo de un valor especificado por el usuario.

4, Andlisis de Minimos Cuadrados Parciales.

Es importante destacar, que las técnicas de regresion mas usuales (regresion lineal maltiple)
presentan una serie de inconvenientes a la hora de trabajar con variables de tipo espacial,
tales como: exigencias en la valoracion de la multicolinealidad y autocorrelacion de las
variables, gran nimero de observaciones, etc. Esto hace que dichas técnicas no sean, en
ocasiones, las mas adecuadas cuando se trabaja con datos territoriales. Como alternativa a
los inconvenientes que presenta dicha técnica, se ha venido aplicando la Regresion por
Minimos Cuadrados Parciales (PLS, Partial Least Square) (Alciaturi et al., 2005; Aguilera
Aguilera y Garrido Frenich, 2001; Wold et al., 2001; Zhang, Z. et al. 2007; Plata et al.,

2008D).

Para salvar los inconvenientes que plantea el uso de la regresién lineal multiple, se han
desarrollado metodologias basadas en la eliminacidn de variables independientes (métodos

de seleccion de variables), o basadas en la reduccién de la dimensionalidad de las variables
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a través de factores o componentes principales. Mediante la técnica conocida como PLS, se
busca un conjunto de variables latentes que ajusten una descomposicion simultanea de las
matrices X e Y bajo la condicion de que expliquen tanto como sea posible la covarianza
entre X e Y; y que la citada descomposicion sea eficaz para ajustar Y (Alciaturi et al.,
2005; Aguilera Aguilera y Garrido Frenich, 2001; Wold et al., 2001; Zhang, Z. et al.

2007;).

Basicamente, el modelo PLS se establece como una representacion de la matriz X en
términos de los factores T mediante la siguiente expresion:
X=T*P'+e

Siendo P' la matriz transpuesta de P (pesos de los factores).

Y la relacion entre las variables dependientes Y y los factores T se establece por:

Y=T*b+f

La matriz de variables independientes X queda expresada por la matriz de factores T con un
error (e) determinado en funcion del nimero de factores seleccionados. Si el modelo
incluyera todos los factores resultantes de las combinaciones lineales el error seria cero (e =

0).

Asimismo los coeficientes de los factores b son obtenidos de modo que se minimice el error

f.
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Existen diferentes procedimientos, basados en procesos iterativos, para determinar la
relacion entre los factores T y la variable respuesta Y. Con ellos es posible obtener los
coeficientes Bps a través del siguiente modelo de regresion lineal multiple:
Y=X*fps+e

Donde:

TT

Bes=(PT)'01*B*CT

Por consiguiente, si se toman en cuenta todos los factores al obtener los coeficientes Bps |,
éstos pueden ser comparados con los coeficientes derivados del modelo de regresion lineal
multiple Brim -

El ajuste de los modelos se determinara mediante R?, cémo la cantidad de varianza total

explicada para cada una de las categorias estudiadas.
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5. METODOLOGIA

5.1. DATOS BIOLOGICOS

Los datos de la actividad inhibitoria In vitro (ICso, UM) de la serie de analogos Arginina -
Cetotiazole fueron reportados por Deng et al, 2006 y Lin et al, 2006. Un total de 59
compuestos de esta serie se dividieron en moléculas de entrenamientos (50) y un conjunto
de moléculas de pruebas (9) fue utilizado para evaluar el poder predictivo de los modelos
resultantes. Los compuestos de pruebas fueron seleccionados manualmente teniendo en
cuenta la diversidad estructural y el amplio rango de actividad. El logaritmo negativo (-log

ICs) de las actividades inhibitorias fueron utilizado para la elaboracion del modelo.

5.2. ESTRUCTURAS MOLECULARES.
La estructura de la proteina del factor de la coagulacion Xla (cédigo 2FDA) fue

seleccionada de Proteina Data Bank (PDB, http://www.rscb.org/pdb) cocristalizada con el

ligando que estd incluido en la base de datos y es estructuralmente similar a los otros
compuestos inhibidores. Los estudios de modelamiento molecular y calculos fueron
ejecutados en software SYBYL 7.0 [Tripos Inc.], las estructuras de todos los fragmentos
fueron dibujadas basadas en la libreria de SYBYL y posteriormente minimizadas con el
algoritmo de gradiente conjugado (1000 pasos) utilizando el campo de fuerza Tripos cuyo
gradiente de convergencia es de 0,05 Kcal/mol A, con cargas de Gasteiger-Marsilli
[Gasteiger, J., Marsili, M, 1980]. La optimizacion final de las moléculas se realizo con el

método semienpirico AM1 usando el software Gaussian 09 [Gaussian Inc.].
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5.3. ALINEAMIENTO MOLECULAR

El alineamiento espacial de las moléculas bajo estudio en uno de los pardmetros mas
sensibles y determinantes en la obtencion de modelos robustos y significativos. En este
estudio el alineamiento de las moléculas fue realizado usando como plantilla el compuesto
mas activo del set, usando el programa de alineamiento de estructuras comunes ALIGN
DATABASE. La estructura comun usada para el alineamiento y la superimposicion de las

estructuras después del alineamiento es mostrado en la Figura 9.

5.4. PROCEDIMIENTOS COMFA

El procedimiento COMFA [Cramer, et al., 1988] estandar, implementado en el programa
Sybyl7.0 0 [Tripos Inc.], fue desarrollado. Un latice cubico 3D con una rejilla de
espaciamiento de 2 A fue creado automaticamente por el programa para abarcar todos los
ligandos alineados. Como atomo de sonda se utilizo por defecto un carbono sp®, con un
radio de van der Waals de 1.52 A y una carga de +1.0 fue usado para generar las energias
del campo estérico (Potencial Lennard-Jones y el campo electroestatico (potencial
Coulombico) con un dieléctrico dependiente de la distancia en cada punto de enrejado. La
energia de los campos calculados fue truncada a 30 Kcal/mol para los campos estéricos y

electrostaticos.

Para el caso del método CoMSIA, se evaluaron cinco indices de hidrofobico disponibles
SYBYL (esteérico, electrostatico, hidrofobico, donador y aceptor de enlaces de hidrogenos)

de la misma manera que en CoOMFA.
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5.5. ANALISIS DE LOS MINIMOS CUADRADOS PARCIALES

Para generar un modelo estadistico basico, el analisis de regresion de Minimos Cuadrados
Parciales (PLS) fue usado para generar una relacion lineal que correlaciona los campos
calculados con los cambios en los correspondientes valores experimentales de la actividad
bioldgica para cada ligando. Los valores de la actividad biologica de estos ligandos fueron
usados como variable dependiente en el analisis estadistico de PLS. Un filtro de 2.0
Kcal/mol fue utilizado para mejorar la relacion sefial/ruido, omitiendo estos puntos en el

enrejado cuyos valores de energia estuvieron por debajo de este limite.

Una validacion cruzada fue desarrollada por el procedimiento leave-one-out (LOO), para
determinar el numero optimo de componentes (ONC) vy el coeficiente . Cualquier
incremento de g%y con un componente adicional es menor del 5%, el modelo con pocos
componentes es recomendado sobre el modelo con g’ ligeramente alto. EI nimero 6ptimo
de componentes obtenidos fue usado para derivar el modelo QSAR, usando un set de

moléculas de prueba con una validacion cruzada para obtener un coeficiente de correlacion

(r").

Después de calcular los campos CoMFA y CoMSIA, el anélisis de minimos cuadrados
parciales (PLS) se llevara acabo [Wold et al., 1993]. Los campos estericos de CoMFA y
electrostaticos se usardn como variables independientes y los valores de plCsy se usaran
como variables dependientes en los analisis de regresion de PLS para derivar los modelos
CoMFA. Una validacién cruzada en PLS se desarrollara con el fin de validar el
procedimiento predictivo, usando un modelo de exclusién (LOO). La calidad total del
analisis se expresara por los valores de r* (r%,) en una validacion cruzada. El numero de
componentes 6ptimos que corresponden a los valores mas altos de r?, y el error estandar

mas bajo serén evaluados.
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El coeficiente de validacion cruzada g se calcularé de acuerdo con la siguiente ecuacion:

q 2 — 1 _ Z (YPREDICHOS - YOBSERVADOS )

Ecuacion 1
z (YOBS ERVADO YMEDIA )

donde Ypredichoss Yobservados Y Ymedia SON Vvalores reales de la propiedad blanco (pIC50)
respectivamente. PRESS es la suma de los cuadrados del error prediccion, derivado del

método LOO. La incertidumbre de la prediccion se define como:

PRESS
n—k—

SPRESS = Ecuacién 2

donde k es el numero de variables en el modelo y n es el nimero de compuestos utilizados
en el estudio. EI namero de componentes (noc) correspondientes al menor valor de PRESS
se usara para derivar los modelos de regresion PLS finales. También se calculara el

coeficiente de correlacion convencional r? asi:

2 SD — PRESS
SD

Ecuacién 3

Donde SD es la suma de las desviaciones estandar entre las actividades biolégicas de las
moléculas de conjunto de prueba y la actividad media de las moléculas de conjunto de
entrenamiento y PRESS es la suma de los cuadrados de las desviaciones entre las

actividades observadas y predichas de las moléculas de prueba.

Los resultados de CoMFA y CoMSIA se interpretaran graficamente usando el mapa de
contribucion de campo tipo “StDeVxcoeff” [Nunthaboot, N., et al., 2006].
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Tabla 1. Estructuras de los Analogos de Arginina Cetotiazol usando las moléculas de

entrenamiento y de prueba.

HN§//NH2
NH
S/\>
R \
SNH I N
(@)
CoMFA CoMSIA A CoMSIA B
Moléculas R Observado Predicho Predicho Predicho
1 HiG 0 -2.080 -2.222  -1.384 -1.725
*2 -2.398 -2.555 -1.510 -2.092

3 Cl -1.579  -1.710 -1.579 -1.710
0
J@d
cl

-0.352 -0.382 -0.352 -0.259

*5 |° 22301 -2.454 -1.570 -1.646
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6 Q -1.934  -2.081 -1.934 -2.081

f—
=

(2]
2
@]

7 O c\>\ -2.398 -2.108 -2.398 -2.108
sL
(J -
8 o~ o <\3 -0.771  -1.172 -0.771 -0.726
F
Tabla 1. Continuacion... HNx o ~NH2
NH
@) S
NH A\)’\ /\>
R™ Tf : NH =N
o /:\ O
H3C CHg
CoMFA CoMSIA A CoMSIA B
Moléculas R Observado Predicho Predicho Predicho
9 NH H 0.299 0.296 0.058 0.296
10 NH cjij/\ 0.319 0.205 0.065 0.205
R
Cl
11 NH CHj -0.236 -0.205 -0.325 -0.051



12

13

14

15

16

17

NH

NH

NH

NH

NH

CH,

-0.079

-1.097

-0.365

0.147

-0.520

-0.794

-0.251

-1.194

-0.045

0.157

-0.208

-0.194

-0.033

-0.058

-0.103

0.048

-0.413

-0.753

-0.045

-0.050

-0.157

0.208

-0.092

-0.194
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Tabla 1. Continuacion...

HN§ ]/NH2
NH
I T\
NH \/>
N N
o) H
H3C/\
CoMFA CoMSIA A CoMSIA B
Moléculas R Observado Predicho Predicho Predicho
18 H3c\<c“3 0071  -0.061  -0.144 -0.401
R
19 \0 0.595 0.793 0.283 0.793
Cl : J
20 HO 0.936 0.999 0.929 0.999
Cl i J
21 cl HO! 0.102 0.131 0.354 0.031
22 HO! 0.020 0.075 0.331 -0.009
F
23 HO 0.372 0.344 0.379 0.044
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24 HO
H,N

25

0.366 0.267 0.395 0.167

-0,243 0,260 0,326 -0,137

Tabla 1. Continuacion... HN%//NHZ
NH
o S
Pt D
R NH ~
\NH : NH I N
o = o)
HiC™ CH,
CoMFA CoMSIA CoMSIA
A B
Moléculas R Observado Predicho Predicho Predicho
26 0 -1.970 -2.283 -2.567 -2.283

27

28 chW

| R
OANH/\NH/

-2.204  -2.254  -2.509 -2.254

-2.412  -2.218  -2.395 -2.218
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29

*30

31

32

33

-2.605

-3.111

-3.342

-3.415

-3.362

-2.515

-3.301

-2.844

-3.000

-3.214

-2.766

-2.720

-2.662

-2.719

-2.664

-2.515

-2.548

-2.844

-3.000

-3.214
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Tabla 1. Continuacion....

NH
CH,
ﬁ CH3(|)| sx
NH N
NH ONH | N ONH | N
0 R 0
CoMFA CoMSIA  CoMSIA
A B
Moléculas R Observado Predicho Predicho Predicho
34 Ry -1.799  -2.097 -1.674  -2.097
H3C/\CH3
35 Ry -1.881  -2.245 -2.766  -2.672
H3C/\
CHj
*36 Ry -2.301  -2.868 -2.922  -2.869
\©\OH
37 Ry -2.531  -2.739 -2.866  -2.739
38

-2.851 -2.904 -2.952 -2.904
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39 CH; -2.964 -2.337 -2.192 -2.337

40 -3.964 -1.697 -2.258 -2.386

Tabla 1. Continuacion...

. o)
R N
OH3C 8
CoMFA CoMSIAA CoMSIAB
Moléculas R Observado Predicho Predicho Predicho
41 °“3f -1.000 -1.464 -1.868 -1.464
@NH NH/Rl
Br
42 cl (T -1.653 -1.657 -1.921 -1.657
/@ANH N
cl
*43 O| -1.799 -1.956 -1.893 -1.474
cl Ry
DANH NH
cl

44 C|) -2.057 -1.654 -1.906 -1.654



45

|O 2.134 1.674 1.899 1.674
o
46 j\ -2.551 -2.148 -1.716 -2.148
©AO NH/Rl
47 ‘CHz -4.415 -4.665 -1.592 -1.777
/\ /Rl
HsC NH
Tabla 1. Continuacion..
NH
HNQ( 2
. NH
2 NH O /\CH3
CoMFA CoMSIA A CoMSIA
B
Moléculas R2 Observado Predicho Predicho Predicho
Hs -1.000 -1.060 -0.647 -1.060
CHS -2.121 -2.283 -1.971 -2.283
Rz
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-1.447 -1.103

N
50 N
=
F

Ry
*51 NS -2.727  -2.084
=
R, F

Tabla 1. Continuacion

CH,
R
CHs
R
CH ||
NH
/@J\NH/\NH%( :
(@]
Br HsC™ CH,

-1.434

-1.789

-1.103

-1.861

3 O R, (@) S
| D
NH | N
= o)
CoMFA CoMSIA CoMSIA
A B
Moléculas R Observado Predicho Predicho Predicho
52 OH -0.778 -0.945 -1.054 -0.945
Rq
53 NH, -0.845  -1.145 -1.253 -1.145
J\
Rl/\/\NH \NH
54 NH, -0.903 -1.230 -1.240 -1.230
R, o)
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55 HsC

Ry
56 Q
Ry
57 NN
=
R

58 H
N
j/
Rl
59 m
R/\/\ NHKO

*Moléculas usadas como

-1.000

-1.000

-1.079

-1.462

-1.477

-1.173

-1.195

-1.100

-1.308

-1.553

-1.315

-1.281

-1.304

-1.328

-1.409

-1.173

-1.195

-1.195

-1.308

-1.553

33



1. RESULTADO Y DISCUSION

6.1. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS MODELO CoMFA Y CoMSIA

La tabla 1 muestras los valores de la actividad bioldgica observados y predicho por cada
uno de los modelos desarrollados. El analisis de PLS de los inhibidores del factor de
coagulacion Xla mostré un buen coeficiente de validacion cruzada g® para los modelos
generados, COMFA (g° de 0.632, con 6 componentes) para COMSIA A y CoMSIA B (g de
0.670 para el modelo A y ¢° de 0.683 para el modelo B; con 3 componentes
respectivamente). El g%, de la validacién no cruzada para COMFA fue de 0.957 y para los
modelos COMSIA Ay B de 0.886 y 0.858 respectivamente (Tabla 3). Todos los parametros
desarrollados por los modelos COMFA y CoMSIA muestran cierta fiabilidad y factibilidad
para ayudar a disefiar nuevos inhibidores selectivos del Factor Xla. De la Tabla 3 podemos
observar que todas las moléculas de prueba tuvieron buena predictibilidad del plCsy dentro

de una unidad logaritmica de los valores experimentales.

La Figura 10, muestra los valores observados versus los predichos para las moléculas de
prueba y de entrenamientos, tanto para el modelo CoMFA como para los dos modelos de
CoMSIA respectivamente. La contribucidn de los campos estéricos y electrostaticos para el
modelo CoMFA fueron de 67.5% y 32.5% respectivamente, para el modelo CoMSIA
fueron de 15.5% y 13.7% para los campos estéricos y electrostaticos respectivamente,
mientras que las contribuciones hidrofobicas, donadoras y aceptoras de enlaces de
hidrogeno fueron 26.0%, 28.7% y 16.5% respectivamente, siendo el campo donador el de
mas relevancia en cuanto a contribucion de la variabilidad en la actividad bioldgica

generados a partir del modelo.
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Tabla 3. Resumen de los resultados del anélisis de PLS para los modelos COMFA y

CoMSIA.

Estadistico PLS CoMFA CoMSIA A CoMSIA B
Validacion cruzada (q°) 0.632 0.670 0.683
Error Estandar de Prediccion 0.257 0.480 0.453
Numero de componentes 6 3 3
Validacion no cruzada (9%) 0.957 0.841 0.858
F value 146.059 75.62 86.296
Error Estandar of Estimacion 0.036 0.037 0.036
Bootstrapping 100 corridas (r’) 0.975 0.886 0.961
Desviacion estandar 0.012 0.033 0.035

Contribucién de Campo
Estérico 67.5% 15.1%
Electrostatico 32.5% 13.7%
Hidrofobico 26.0% 37.3%
Donador 28.7% 39.7%
Aceptor 16.5% 23.0%

Una evaluacion de los cinco descriptores CoMSIA es realmente necesario para la

generacion de un modelo predictivo, fue desarrollado calculando todas las posibles

combinaciones de campos. Los campos donador y aceptor de enlaces de hidrogenos fueron

las combinacién que mejor modelo de prediccion arrojo el célculo, presentando un r?, de

0.607.
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El resultado mas bajo se presenta cuando se combinan los campos estéricos, electrostatico e
hidrofébicos con g%, de 0.488. Es de destacar que el campo donador de enlaces de
hidrogeno al combinarse con cada uno de los otros campos produce buenos resultados,

sugiriendo que este descriptor es de suma importancia para la actividad de estos

compuestos.

De igual manera la combinacion del campo aceptor de enlace de hidrogeno contribuye
significativamente (29.6%) con la actividad inhibitoria de los derivados arginina a-

cetotiazoles.

HNG Ak,
J
\/\‘H
fl
0 0 B,
: w1
. AR
| o
0 ¢
HeC” CH,
A B

Figura 9. A) Alineamiento de las moléculas de entrenamiento y B) atomo del compuesto 20

usados para el alineamiento.
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Figure 10. Actividad experimental y prediciia para los modelos CoOMFA (A) y CoMSIA A

(B) y CoMSIA B (C) respectivamente.



6.2. INTERACCIONES RECEPTOR LIGANDO (DOCKING)
Las interacciones entre el los diferentes ligandos y el receptor (Factor de coagulacion Xla)
méas favorables fueron los puentes de hidrdgenos, puentes salinos e interacciones

hidrofobicas (Figura 11).

Para el caso del derivado de arginina a-cetotiazol, molécula 20, que es el mas potente de
todos los inhibidores, presenta interacciones de tipo puente salino entre el ASP189 de la
proteina y la cadena lateral tipo arginina del derivado. EIl nitrégeno del anillo tiazol forma
puente de hidrogeno con el grupo OH de la cadena lateral de la SER195, de igual manera el
grupo carbonilo adyacente al anillo forma un puente de hidrogeno con el grupo NH del
mismo aminoacido, siendo estas interacciones muy importantes en el sitio activo de la

proteina.

Para todos los ligando del tipo arginina a-cetotiazol estas interacciones resultan ser
constantes. Es decir que esta parte de la estructura es importante para la actividad biol6gica

de estos compuestos, lo que concuerda con lo reportado por H. Deng et I., 2006.

La adicion de un residuo de valina a los derivados unido urea, incremento la inhibicion de
estos compuestos [H. Deng et al., 2006]. Las interacciones que se presentan en esta parte de
la estructura son los puentes de hidrogenos del grupo carbonilo Terminal con el grupo NH
de la GLY216, interacciones que no son observadas en los compuestos de tipo | debido a
los impedimentos estéricos que hay en estos derivados (Naftalen-1-Carbonilo). EI grupo
NH de la urea forma un puente de hidrogeno adicional con el grupo carbonilo de la

GLY216 en el bolsillo S1 de la proteina.
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Las interacciones hidrofdbicas de estos compuestos se establecen entre los sustituyentes y
el bolsillo S4 de la proteina, dependiendo del sustituyente la actividad biologica
incrementa o se mantiene. Como por ejemplo el cambio de un grupo ceto (derivado 19,
0.254 uM) por un grupo OH (derivado 20, 0.116 uM) incrementa la actividad de este
compuesto ya que el grupo hidroxilo forma un puente de hidrogeno con la Gly216 de la
proteina. La estereoquimica de este grupo OH no parece afectar la actividad bioldgica de
los derivados, hecho evidenciado en los compuestos 23 y 24 (ICsy 0.425 y 0.431 uM,
respectivamente) [H. Deng et al., 2006]. EI cambio de este grupo OH por el grupo CH,

disminuyo la actividad biologica (derivado 25, 1.75 uM).

Figura 11. Interaccidon de los derivados de arginina a-cetotiazoles, representado por la

molécula mas activa 20.
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6.3. INTERPRETACION DE LOS CAMPOS DE CONTORNO CoMFA y CoMSIA
Los mapas de contorno obtenido por CoMFA y CoMSIA muestra como el método 3D-
QSAR es util para identificar caracteristicas importantes en el reconocimiento de la

interaccion proteina-ligando.

El contorno del campo estérico (Figura 12) revela que grupos voluminosos aumentan la
actividad anticoagulante de estos compuestos, como se observa en los compuestos 24
(0.431 uM), 23 (0.425 uM), 19 (0.254 uM) y 20 (0.116 uM), donde el reemplazo por un
grupo aromatico favorece el aumento de la actividad, hecho evidenciado con la reduccion
de la actividad biologica al remplazar el radical aromatico por una cadena alquilica
(isopentilo) en el compuesto 18 (0.850 uM) disminuyendo la potencia considerablemente.
También, observamos que el reemplazo de un grupo ceto (compuesto 19) por un grupo
hidroxilo (compuesto 20) aumenta la actividad anticoagulante, no siendo asi con el cloro en
posicién meta que disminuye la actividad bioldgica de estos compuestos. La favorabilidad

del mapa de contorno estérico también es observada en los compuestos 2 y 10.

La presencia del grupo voluminosos en NH de la urea en el compuesto 20 es desfavorable

estéricamente en esta region (mapa de contornos amarillo).

En cuanto al mapa de contorno electrostatico generado por CoMSIA (Figura 13), solo se
observa poliedros en la region de la cadena lateral del tipo arginina. Un gran contorno azul
define una region donde un incremento de la carga resulta en un aumento de la actividad,
este contorno que se observa alrededor de los nitrogenos extremos indica que en esta region

hay un mayor favorecimiento del potencial electropositivo debido a la presencia de atomos
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de nitrégenos guanidinos mientras que, hay muy poca potencial electronegativo (poliedros
rojos), evidenciando lo indicado anteriormente del favorecimiento de las interacciones de

puente salino en esta parte del ligando con la proteina del factor de coagulacion Xla.

Molécula 9 Molécula 18

Molécula 20
Figura 12. Mapa de contornos CoMFA de los compuestos mas potente (moléculas 9, 18 y
20) de cada serie. Estérico (amarillo, desfavorable; verde favorable), electrostaticos (azul,

favorable; rojo, desfavorable).
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Molécula 9 Moléculal8

Molécula 20
Figura 13. Campos de contornos CoMSIA (estérico, electrostatico), para las moléculas 9,
18, y 20 respectivamente. Estérico (amarillo, desfavorable; verde favorable), electrostaticos

(azul, favorable; rojo, desfavorable).

En cuanto a la contribucion hidrofébica (Figura 14), la presencia de grupos con caracter
hidrofébicos alrededor de la cadena lateral de isopropilo de la valina desfavorece la

actividad de estos compuestos (contorno gris), mientras que un contorno amarillo
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(favorable) alrededor del anillo aromatico del compuesto 20, es indicativo que grupos
voluminosos e hidrofébicos en esta posicion son prescindibles para la actividad bioldgica,
ya que esta se ve disminuida al agregar grupos como el isopentilo y la urea en los

compuestos 18 y 9 respectivamente.

Molécula 9 Molécula 18

Molécula 20
Figura 14. Mapa de contornos hidrofébicos para las moléculas 9, 18 y 20. Amarillo

regiones favorables; blancas regiones desfavorables.
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La presencia de grupos donadores (como OH, ClI, etc.) alrededor del NH del residuo de
valina, favorecen la actividad (color ciano), mientras que el grupo guanidino de la arginina

y la cadena lateral del mismo aminoacido son desfavorable (contorno purpura) de la

actividad anticoagulante (Figura 15).

cAUO9E g

A0 Q.,(l:£1 end

Molécula 9 Molécula 18

Molécula 20
Figura 15. Mapa de contorno donadores de enlaces de hidrégenos para las moléculas 9, 18

y 20. El color ciano indica favorabilidad y el purpura desfavorabilidad.



Dos poliedros alrededor del anillo aromatico cerca del cloro y uno mas pequefio en el grupo
hidroxilo indican que el remplazo por grupos aceptores de enlace de hidrogenos favorecen
la actividad bioldgica (color magenta), hecho evidenciado al remplazar estos dos grupos
por cadenas alquilicas y un grupo ceto (compuestos 9, 18 y 19). La actividad biologica se
ve disminuida por la presencia de un contorno rojo (desfavorable) alrededor del grupo
guanidino es indicativo que cualquier remplazo en esta parte de la estructura disminuiria la

actividad anticoagulante de los derivados de arginina a-cetotiazoles (Figura 16).

Es asi que se pueden identificar regiones que son de vital importancia para la actividad

bioldgica de estos compuestos sobre el factor de coagulacion, como son el grupo guanidino.

La contribucion de los cinco descriptores, muestran el modo de unién entre los inhibidores
y el receptor. Estos parametros podrian contribuir con el disefio de nuevos inhibidores

selectivos para el factor de coagulacion Xla.

6.4. DISENO DE NUEVOS INHIBIDORES

Para el disefio de muevas moléculas con alta actividad anticoagulante, se tomo la molécula
20 que es la mas activa del conjunto de nuestro. Algunos cambios en la estructura de esta
molécula fueron realizados a fin de encontrar que tipo de &tomos o radicales aumentaban la

actividad bioldgica (Tabla 3). Estos cambios se basaron en el modelo COMSIA.

El disefio de nuevas moléculas se baso en el tipo de sustituyente que podian favorecer o0 no
la actividad anticoagulante. Podemos observar que muchas sustituciones fueron realizadas

en la posicién 3 del anillo aromatico y del grupo hidroxilo del compuesto més activo.
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Molecula 9 Molecula 18

Molécula 20
Figura 16. Mapa de contornos de la capacidad aceptora de hidrdgenos para las moléculas 9,

18 y 20. Regiones favorables de color magenta y regiones de color desfavorable rojo

Cuando se remplaza el atomo de cloro por bromo o iodo la actividad se ve incrementada, de
igual manera el remplazo tanto del cloro en posicion 3 del anillo aromatico y el grupo

hidroxilo por estos dos atomos la actividad incrementa ligeramente.
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El remplazo realizado en el anillo tiazol del compuesto més activo, donde los hidrégenos
fueron remplazados por atomos electronegativos (Cl, Br, I, OH), la actividad incremento
especialmente al remplazar el hidrogeno que esta cerca del atomo de nitrégeno, contrario a
lo que ocurre cuando se remplaza el hidrogeno cerca al &tomo de azufre donde la actividad

disminuye drasticamente (Tabla 3).
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Tabla 3. Sustituciones realizadas en la molécula mas active (20) que muestra el poder

predictivo del modelo CoMSIA.

NH,

HN\’/

NH
Y
s
R NHMH\ =~ X
r U
OH3C/:\CH3 °
CHANGE SUBSTITUENT ACTIVITY (-LOG P)
| 1.395
Br 1.309
F 0.906
OH 0.904
Cl (RY) CHS3 0.553
CH3CH?2 0.519
NH2 0.317
Cl -
| 1.142
Br 1.158
F 1.223
OH -
OH (R) CH3 0.797
CH3CH?2 -0.389




NH2 0.798
Cl 1.182
| 1.243
Br 1.226
F 1.098
OH 1.019
CI (R) Y OH(R) CHs 0.372
CHsCH; -
NH; -0.713
Cl 1.176
F 1.237
Cl 1.229
H (X) | 1.197
OH 1.139
= .
Cl -0.612
H (Y) | 20.632
OH -
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CONCLUSIONES

El desarrollo de inhibidores asistida por computador es un area de investigacion para el
disefio de nuevas drogas dentro de la industria farmacéutica. Los estudios 3DQSAR
llevados a cabo, combinando CoMFA y CoMSIA han conducido a la identificacion de
algunas regiones importantes de los inhibidores del factor de la coagulacion Xla que poseen
interacciones especificas de enlaces de hidrogeno, estéricas, electrénicas y electrostaticas
dentro el receptor. EI modelo derivado explica las observaciones en la variacién de la
actividad inhibitoria, el cual provee bases para el disefio de nuevas moléculas que actien

selectivamente sobre el factor de la coagulacion Xla.

Los mapas de contornos muestras que la adicion de grupos voluminosos en el extremo N-
terminal de estos compuestos aumentan la actividad de estas moléculas, mientras que la
sustitucion en el grupo guanidino la actividad se ve disminuida al ser sustituida por grupos
gue no sea aceptores o donadores de enlaces de hidrogeno, confirmando la importancia de

este grupo en la actividad biologica de estos compuestos.

La contribucion de los cinco descriptores podria explicar el modo de unién entre los
inhibidores y el receptor. Estos parametros pueden contribuir al disefio selectivo de nuevos

inhibidores del factor de la coagulacion.

Con el modelo CoMSIA desarrollado se obtuvieron moléculas cuyas actividades se
incrementaron al remplazar ciertos grupos de atomos tales como bromo, iodo e hidroxilo,

demostrando el poder predictivo del modelo.
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Basados en el docking molecular se pudieron identificar los aminoacidos responsables de la
formacion de los puentes de hidrogenos (Alal90, Ser195 y Gly193), e interacciones

hidrofobicas (His57) en el sitio activo donde se acomoda el ligando.
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