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RESUMEN

Se realiz6 un estudio tridimensional cuantitativo de relacién-estructura (3D-QSAR) con 40 moléculas
tipo benzimidazol e imidazolina derivadas de (s)-isotiazolidinonas y su unién con el sitio activo de la
proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP 1B), utilizando el programa GOLD 3.0. La superposicién molecular
de los ligandos en la plantilla fue llevada a cabo por el método Database Alignment. El mejor modelo
fue el constituido por la combinacién de los campos estéricos y electrostiticos de CoMFA, los cuales
arrojaron los siguientes pardmetros: q*= 0,659 y r*= 0,997. Usando el médulo LeapFrog de SYBYL fue
posible generar més de 10.000 moléculas nuevas, de las cuales 46 mostraron, teéricamente, un mejor
valor de la actividad bioldgica que su precursora. Los datos obtenidos en el presente estudio podrian
impulsar el disefio de nuevos y mis potentes inhibidores de la PTP 1B, como agentes para el tratamiento
de la diabetes.

Palabras clave: bioinformaitica, modelos moleculares, diabetes mellitus, benzimidazoles, imidazolinas,

inhibidor.

ABSTRACT

A study of the relationship-dimensional quantitative structure (3D-QSAR) with 40 molecules derived
from benzimidazole and imidazoline (s)-isotiazolidinonas and their union with the active site of Protein
Tyrosine Phosphatase 1B using the program GOLD 3.0 was carried out. The molecular supression of
the ligands in the grid was performed by the Database Alignment method. The best model formed by
combining the esteric field and electrostatic fields of CoMFA, yielded the following parameters: q* =
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0.659 and r* = 0.997. Using LeapFrog module of Sybyl was possible to generate more than 10,000 new
molecules of which 46 showed theoretically a better value of biological activity than their forerunner.
The data generated by this study could promote the design of new and more potent PTP 1B inhibitors

as agents for the treatment of diabetes.

Key Words: bioinformatics, molecular models, diabetes mellitus, benzimidazoles, imidazolines.

INTRODUCCION

En las tiltimas tres décadas, la diabetes mellitus
tipo 2 (DM2) se ha comportado como una auténtica
epidemia (1). Esta enfermedad aumenta cada ano
un 6%, y st esta tendencia continda, en quince anos
esta porcentaje se duplicara (2). La diabetes tipo 2
afecta aproximadamente al 85% de las personas con
diabetes; es un desorden caracterizado por un ex-
ceso de glucosa en la sangre y los tejidos del cuerpo
y obedece a un defecto en la secrecién de insulina,
combinado con insulinorresistencia que ocasiona
hiperglicemia (2).

Estudios realizados sobre la proteina Tirosina
Fosfatasa 1B (PTP 1B) demuestran que un aumento
de su actividad en los humanos acarrea insulino-
rresistencia y diabetes tipo 2 (3). Por otra parte, se
ha demostrado experimentalmente que compuestos
tipo isotiazolidinona ejercen actividad en cuanto a la
inhibicién de la proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP
1B, crucial en la regulaciéon de la defosforilacién
del receptor de insulina (4,5) y, por ende, juegan
un papel importante en el tratamiento de la DM2.
El objetivo de esta investigacién es proponer nue-
vos ligandos capaces de inhibir la PTP 1B, como
agentes para el tratamiento de la DM2 por medio
de herramientas computacionales.

MATERIALES Y METODOS

Acoplamiento molecular

Como base para el estudio se seleccionan los
datos comunicados por Douty et al., 2008 (4) y
Sparcket al., 2007 (5) sobre la actividad biolégica in
vitro (CI;, nM) de benzimidazoles e imidazolinas
derivados de (s)-isotiazolidinonas, indicados en la
tabla 1. Se tom¢6 un conjunto de 40 moléculas para
este propdsito, se optimizaron usando el método
de cilculo HF junto con la base de cilculo 3-21G*,
usando el programa Gaussian 03 (6). Se practicd
un cilculo de acoplamiento molecular sobre los 40
ligandos optimizados con el modelo proteico de la
PTP 1B; la estructura cristalina de esta proteina

con c6digo 2VEW se tomé del Protein Data Bank
(PDB), utilizando el programa GOLD 3.0 (7), con
la funcién de evaluacién GOLDScore, dejando los
pardmetros del algoritmo genético por defecto.

Conjunto de datos para el analisis

Se tomaron las mejores conformaciones obte-
nidas del acoplamiento molecular para construir
el conjunto de datos, en el que 32 compuestos
representaban el conjunto de entrenamiento y 8
pertenecen al conjunto de prueba, estos tltimos
se eligieron manualmente con el fin de incluir
diversidad estructural y un amplio rango de datos
de actividad, para evaluar el poder predictivo de los
modelos resultantes. Los valores de CI,, (nM) fue-
ron convertidos en sus valores correspondientes de
pCI;, (-logCI,) y usados como variable dependiente
en el Analisis Comparativo de Campos Moleculares
(CoMFA). Los campos de contorno generados a
partir del modelo se evaluaron con el fin de relacio-
nar cambios estructurales con modificaciones en la
actividad biolégica de dichas moléculas.

Alineamiento molecular

Uno de los pardmetros ajustables mas impor-
tantes en 3DQSAR es el alinecamiento relativo de
todas las moléculas con respecto a una en particular,
de tal manera que tengan una conformacién com-
parable y una orientacién similar en el espacio (8).
El compuesto 15 es el mis activo y el mds estable
farmacolégicamente, ya que posee el mejor valor de
actividad biolégica (22 nM) del grupo de moléculas
estudiadas (4). Por esta razén, se utilizé como plan-
tilla para la superposicién molecular, asumiendo que
posee la conformaciéon mis bioactiva de los deriva-
dos de (s)-isotiazolidinonas a nivel de sitio activo de
la enzima. Cada uno de los anilogos se alineé a la
plantilla por rotacién y traslacién para minimizar
la desviacién cuadritica estindar entre los dtomos
de la plantilla y los del anilogo, usando la opcién
DATABASE ALIGN en SYBYL (9). Se seleccion6
un total de 14 dtomos para la superposicion. Este
fragmento comuin (en rojo) se aprecia en la figura 1.
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Figura 1. Ligando IZN 15 usado como plantilla,
de color rojo, 14 dtomos seleccionados para la
superposicion.

Energias de interaccion CoMFA

CoMFA muestra los campos estéricos y electros-
taticos que rodean al grupo de ligandos y construye
un modelo 3D-QSAR correlacionando estos cam-
pos 3D con su correspondiente actividad biolégica
experimental (8).

La energfa de campos estéricos (potenciales de
Lennard-Jones), y electrostaticos (Potencial Cou-
lombico) se calculé usando un carbono de prueba
sp’ y aplicando TRIPOS como campo de fuerza.
La energfia total fue truncada a +30 kcal/mol (9).

Analisis de minimos cuadrados parciales
(PLS)

Se aplicé el método de minimos cuadrados
parciales para correlacionar los campos de CoMFA
con valores de actividad biolégica (10). Para la
validacién cruzada se empled el método LOO
(por su sigla en inglés Leave One Out), en el que un
compuesto es eliminado del conjunto de datos y su
actividad es predicha usando el modelo derivado del
resto de moléculas del conjunto. Para la validacién
cruzada se usé un filtro de columna ajustado a
2.0 kcal mol™. El nimero éptimo de componentes
usado para derivar modelos no validados se definié
como el nimero de componentes que arrojara la
mayor validacién cruzada y el menor error estindar
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de prediccién (8). Para obtener limites estadisticos
confiables en el andlisis, se aplicé un método de
muestreo (bootstraping) con 100 grupos.

Disefio de Novo

Una vez conocidos tanto el modo de acopla-
miento como la relacién estructural existente entre
los diferentes ligandos y su actividad experimental,
se procedié a la optimizacién de las moléculas
con mayor actividad biolégica de todo el grupo,
a partir de la mejor conformacién obtenida en el
acoplamiento molecular por medio del médulo
LeapFrogde SYBYL (11). El ligando se deposité en
una caja ciibica en la que se encontraba la cavidad y
tue posible calcular la energia de interaccién total
entre el sitio de unién vy el ligando, al sumar las
contribuciones de todos los dtomos pertenecientes
al ligando. Este médulo es usado para el disefio
de firmacos por medio de la implementacién de
distintas clases de movimientos moleculares. El
procedimiento consistié en ejecutar 10000 modi-
ticaciones proporcionales a los movimientos JOIN,
FUSE, OPTIMIZE, REFINE, para construir
nuevos sustituyentes en los distintos ligandos, se
buscaron orientaciones alternativas para los nuevos
ligandos con el movimiento FLY, y con el movi-
miento TWIST se minimizaron las poses generadas
por el movimiento FLY, calculando su energia de
enlace y se evaluaron los ligandos generados con
los movimientos WEED y SAVE (11). Este pro-
cedimiento se repitié cambiando la proporcién de
los movimientos para generar una mayor variedad
de ligandos. Se tomaron los 10 ligandos con ma-
yor energia de enlace de las diferentes moléculas
guias, se llevaron a optimizacién por el método
HF/3-21G*, se realiz6 el acoplamiento molecular
entre la proteina PTP 1B y los ligandos generados,
y se predijo su actividad bioldgica tedrica.

RESULTADOS

Los resultados del acoplamiento molecular para
los 40 ligandos tipo benzimidazol e imidazolina con
el modelo proteico 2VEW, mostraron que todos los
ligandos se posicionan en el interior de la cavidad
de la proteina; ademds, la ubicacién en el sitio de
unién es muy parecida y se orientan en la misma
direccidn a la del ligando nativo. Sin embargo, los
grupos benzimidazol e imidazolina de los ligandos
estudiados se ubican en el sitio de unién de forma
distinta, dependiendo de sus caracteristicas fisico-
quimicas y sus sustituyentes.
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Las actividades bioldgicas, tanto experimentales
como predichas, y su diferencia para ligandos tipo
imidazolina y benzimidazol se representan en las
tablas 1y 2, respectivamente. Del mismo modo,
las estructuras gufa de los tipos de ligando, a partir
de las que se derivé cada uno de los candidatos,
aparecen en las figuras 2 y 3.
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Figura 2. Estructura guia de ligandos tipo
benzimidazol.

El modelo CoMFA fue obtenido con 40 molécu-
las, 32 de ellas para el conjunto de entrenamiento
y 8 en el de prueba.

La mejor superposicién del conjunto de molécu-
las estudiadas con respecto al ligando IZN15 puede
apreciarse en la figura 4.
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Figura 3. Estructura guia de ligandos tipo
imidazolina.

Figura 4. Alincamiento de moléculas del conjunto de prueba y entrenamiento.
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Tabla 1. Moléculas tipo benzimidazol, estructuras y actividades biolégicas
para moléculas del conjunto de prueba y entrenamiento.
Ligando R' R? X pCI., Experimental * pCL, Predicho® Diferencia
BIZ H H H -2,431 -2,424 -0,007
BIZ 1 H 6-CF, H -2,518 -2,536 0,018
BIZ 2 H 5-CF H -3,113 -3,139 0,026
BIZ 3 H 4-CF H -2,862 -2,861 -0,001
BIZ 4 H 6-F H -2,69 -2,665 -0,025
BIZ 5 H 5-F H -2,623 -2,68 0,057
BIZ 6 H 4-F H -2,819 -2,796 -0,023
BIZ 7¢ H 6-Cl H -2,643 -2,67 0,027
BIZ 8 H 5-Cl H -2,986 -2,968 -0,018
BIZ 9 H 4-Cl H -3,38 -3,379 -0,001
BIZ 10 H 6-OMe H -2,544 -2,544 0
BIZ 11 H 4-OMe H -2,74 -2,728 -0,012
BIZ 12 H 6-CN H -2,672 -2,713 0,041
BIZ 13 H 4-CN H -3,041 -3,024 -0,017
BIZ 14° H 6-Br H -2,698 -2,655 -0,043
BIZ 15 H 5-Br H -2,792 -2,809 0,017
BIZ 16° H 4-Br H -3,041 -3,409 0,368
BIZ 17 5-CF, H H -2,176 -2,156 -0,02
BIZ 18 5-Cl H H -2,612 -2,622 0,01
BIZ 19 5-CN H H -2,672 -2,607 -0,065
BIZ 20 H H F -2,361 -2,406 0,045
BIZ 21 H H Cl -2,447 -2,477 0,03
BIZ 22°¢ H H Br -3,204 -2,465 -0,739
BIZ 23 H H CN -2,602 -2,572 -0,03
BIZ 24 H H Me -2,662 -2,647 -0,015
*Concentracién media de inhibicién de la PTP 1B en nmol*L™' en términos de -logCIL.
® Actividad biolégica predicha por el modelo CoMFA.
€ Moléculas pertenecientes al conjunto de prueba.
Tabla 2. Moléculas tipo imidazolina, estructuras y actividades biolégicas
para moléculas del conjunto de prueba y entrenamiento.

Ligando X R Y pCl,,* Experimental ® pClL, Predicho® Diferencia
IZN 1 CF, (R)-Me H -2,732 -2,734 0,002
IZN2 | CF, (S)-Me H 2,908 2911 0,003
1ZN 3 CF, Di-Me H -2,968 -2,955 -0,013
IZN4 | CF, (R)-Ph H 2,819 2,829 0,01
IZN5 | CF, (S)-Ph H 3,462 2,286 1,176
IZN 6 CF, (R)-CH,Ph H -2,176 -2,165 -0,011
IZN7 | CF, (S)-CH,Ph H 3,113 2,483 0,63
IZN 8 F (R)-CH,Ph H -2,322 -2,316 -0,006
IZN 9 F (R)-CH,(2-F-)Ph H -1,806 -1,817 0,011
IZN10 | F (R)-(CH,),Ph H 2113 2,122 0,009

IZN 11¢ F (R)-CH,O(3-SO,Me-Ph) Me -2,903 -1,842 -1,061
IZN12 | F (R)~(CIH,),0(3-SO,Me-Ph) Me -1,361 -1,351 -0,01
INZ13 | F (R)-(CH,),0(2-SO,Me-Ph) Me 2,04 2,208 0,004

IZN 14 | F (R)-(CH,),0(3-CO,Me 3-OH-Ph) | Me 2,041 -1,791 0,25
IZN15 | F (R)-(CH,),0(3-CO,H 3-OH-Ph) | Me 1,342 1,345 0,003

* Concentracién media de inhibicién de la PTP 1B en nmol*L™ en términos de —logCL,.
® Actividad biolégica predicha por el modelo CoMFA.
¢ Moléculas pertenecientes al conjunto de prueba.
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Se evalué el poder predictivo del modelo 3D-
QSAR derivado del conjunto de entrenamiento me-
diante la prediccion de la actividad bioldgica de las
moléculas del conjunto de prueba. La contribucién
de los campos estéricos y electrostiticos produjo una
validacién cruzada de 0,659 para 10 componentes,
un coeficiente de correlacién no validado de 0,997,
un valor de F de 748,696 y un R* de booststraping
de 0,999. La contribucién de campos estéricos y
electrostiticos fue 58,09% y 41,10% respectivamen-
te, como se puede ver en la tabla 3.

Tabla 3. Resultados del CoMFA.
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Luego del acoplamiento molecular y del
3D-QSAR, se procedi6 a la optimizacién de las
moléculas IZN 6, IZN9, IZN10, IZN12, IZN14,
IZN 15 y BIZ 17, por tener la mayor actividad
biol6gica de todo el grupo de moléculas, a partir de
la mejor conformacién obtenida en el acoplamiento
molecular por medio del médulo LeapFrog
de SYBYL. Del procedimiento al que fueron
sometidos estos 7 ligandos se obtuvieron mis de
10.000 moléculas.

La forma en que se muestran las moléculas
generadas por el programa LeapFrog inicia con
el nombre de la molécula precursora del lado

Parametros CoMFA . . . o, . .
R validacion cruzada (9) 0,659 izquierdo, seguida de un guién bajo y el nimero
Niimero de componentes 10 correspondiente a su posicién en el momento de ser
Error estindar de prediccion 0,32 guardada por el programa. Todas las moléculas ge-
R’ no validado 0,997 neradas mejoraron la energia de enlace con relacién
Error estndar de estimacion 0,029 a su precursora (moléculas de color rojo). Ademis,
Valor de F 748.696 . - S .
S . . al predecir la actividad biolégica de estas moléculas
R®, para 100 corridas de bootstrapping 0,999 .
Deoviacion cstindar 0014 se encontrd que 46 de ellas (que aparecen en color
Probabilidad de que R*=0 0 azul), mejoraron su actividad biolégica con respecto
Contribuciones a su precursora, como se puede ver en la tabla 4.
Mapa estérico 58,90%
Mapa electrostitico 41,10%
Tabla 4. Energfa de enlace y pCI, para moléculas disefiadas por LeapFrog y moléculas precursoras.
Molécula E.E* pCL,* Molécula EE pCl., Molécula EE pCl,,
BIZ -185 2,431 1ZN6_388 73,6 -1,882 1IZN12_121 -36,46 -1,926
BIZ_324 -53,18 2,056 1ZN6_466 72,13 -1,73 1IZN12_156 41,62 1,71
BIZ_330 -52,45 2,027 1ZN6_500 72,1 -1,812 1IZN12_164 -36,48 -1,859
BIZ_333 52,67 -1,98 1IZN_9 -36,72 -1,806 1IZN12_165 -40,51 -1,87
BIZ_367 -53,49 2,05 1ZN9_16 -51,52 -1,966 1ZN12_201 -37.85 2,14
BIZ_382 52,9 -1,966 1ZNY_131 -52,76 2,011 1ZN12_249 41,33 2,14
BIZ_384 -52,64 2,09 1ZN9_182 -51,39 -1,753 1ZN_14 1282 2,041
BIZ_389 -523 -1978 1ZN9_203 -51,77 22,049 1ZN14_10 -56,38 -1,861
BIZ_436 52,52 2,06 1ZN9_207 -52,42 -1,913 1ZN14_42 -56,82 -2,24
BIZ_477 52,9 2,125 1ZNY_234 51,41 -1,99 1ZN14_210 -55,89 1,712
BIZ_483 -53,73 2,048 1ZN9_237 -50,94 -1915 1IZN14_277 55,69 2,166
BIZ_17 20,424 2,176 1ZN9_242 -50,87 2,048 1ZN14_284 -57,61 -1,909
BIZ17_327 -6041 2,072 1ZN9_273 -52,96 -1,951 1ZN14_303 -57,43 -1,863
BIZ17_378 61,05 -1,983 1ZN9_428 -50,86 -1,838 1ZN14_313 -55,8 2,023
BIZ17_379 61,15 2,009 1ZN_10 51,7 2,113 1IZN14_326 56 2,037
BIZ17_436 -60,51 -1,98 IZN10_40 70,17 2,028 IZN14_367 -55,63 -1,962
BIZ17_442 -6031 2,07 1ZN10_44 -70,25 -1,996 1ZN14_370 -58,9 -1,798
BIZ17_465 -59,56 2,01 IZN10_54 74,8 -1,846 1IZN_15 -38,93 -1,34
BIZ17_469 -59,19 28 1ZN10_61 71,85 -1,964 1ZN15_94 64,32 -2,005
BIZ17_470 -63,63 2,068 1ZN10_116 70,67 2,016 1IZN15_105 -63,54 -1,809
BIZ17_471 -59,75 2,076 IZN10_174 73,79 -1,937 1IZN15_145 64,91 -1,953
BIZ17_527 -62,65 2,075 1ZN10_219 70,67 -1,837 1ZN15_239 64,35 -1,958
1IZN_6 -51,88 2,176 IZN10_224 -70,52 -1,658 1ZN15_249 75,05 -1,823
1ZN6_142 72,27 -1,768 1ZN10_272 71,54 -1,825 1ZN15_250 77,59 -1,859
1ZN6_208 72,56 -1,823 1ZN10_364 7147 2,03 1ZN15_308 65,73 -1,727
1ZN6_280 72,48 -191 1IZN_12 544,66 -1364 1ZN15_339 64,42 -1,825
1ZN6_345 72,99 -1,808 1ZN12_33 36,21 -1,945 1ZN15_353 -63,78 -1,727
IZNG6_351 74,01 -1,948 IZN12_85 -36,27 2,076 1ZN15_364 63,92 -1,895
1ZN6_382 75,26 1,97 1ZN12_92 -38,15 -1974
1ZN6_384 73,09 -1,906 1IZN12_109 -39,96 -1,69

* Energfa de enlace en kcal/mol.

® Actividad biolégica predicha a partir del modelo CoMFA.



ACOPLAMIENTO MOLECULAR, 3DQSAR Y DISENO DE NOVO DE BENZIMIDAZOLES E IMIDAZOLINAS DERIVADOS DE ...

DISCUSION

Una vez analizados los resultados del acopla-
miento molecular se observé que las principales
interacciones entre la PTP 1By todos los ligandos
se presentan entre el grupo isotiazolidinona vy el
sitio catalitico (sitio A) por medio de puentes de
hidrégenos entre los aminodcidos de naturaleza
polar Asp 181, Cys 215, Ser 216, Gly 220 y Arg 221
y los oxigenos presentes en este grupo. Ademds, se
presentan uniones entre el ligando y el sitio C de la
proteina por medio de los oxigenos del grupo car-
boxilo presentes en la cadena lateral del residuo Asp
48 (bidentado) y los nitrégenos presentes tanto en
ligandos tipo imidazolina como benzimidazol. Por
otro lado, interacciones estabilizantes de naturaleza
no polar se dan entre los residuos Ile 219, Val 49, Ala
217 y Phe 182, y el anillo aromitico adyacente a la
isotiazolidinona. Todas las interacciones detalladas
anteriormente son esenciales para la unién entre la
enzima y los ligandos y se presentan en todas las
moléculas estudiadas. La molécula IZN15 desarro-
lla la mayor actividad biolégica del grupo de ligan-
dos estudiados, debido a dos factores: el primero,
la unién del sustituyente de la imidazolina con el
sitio alostérico (sitio B); el segundo corresponde a
la interaccién entre el o-metilo del fenilo adyacente
alaisotiazolidinonay el sitio D de la enzima, como
puede observarse en la figura 5.

La figura 6 representa la recta de regresion lineal
obtenida del modelo 3DQSAR a partir de activi-
dades experimentales y predichas. En las tablas 1y
2 se examinaron los valores atipicos (outliers), que

Q=i 7 O\
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corresponden a moléculas cuya diferencia entre
actividad experimental y predicha fuera mayor de
una unidad de logaritmo (log). Los ligandos INZ5
¢ IZN11 tuvieron valores residuales de -1,176 y
-1,061, respectivamente. Una explicacién para la
aparicién de estos outliers podria fundamentarse
en la composicién del conjunto de entrenamiento.
Si se observa en las tablas 3 y 4, se nota que los
ligandos responsables de estos valores atipicos
poseen las actividades bioldgicas experimentales
mis bajas, lo cual implica que en el momento de la
prediccién por medio del método de regresiéon PLS
se intente ajustar estos valores a los demds, dando
lugar a grandes diferencias entre el valor predicho
y el experimental de estas moléculas. Esto hace que
estas moléculas sean presentadas como outliers. La
raz6n de la pobre actividad biolégica de los ligandos
en cuestién puede explicarse de mejor manera por
el acoplamiento molecular. En la molécula IZN 5,
la configuracién (R) del fenilo evita su interaccién
con residuos de naturaleza polar; del mismo modo,
el grupo sulfona (de naturaleza polar) se encuentra
presente solamente en los ligandos IZN11, IZN12
e IZN13; su presencia es favorable cuando este
grupo se encuentra a dos o tres carbonos del anillo
imidazolinico, dando como resultado mejores ac-
tividades bioldgicas; sin embargo, en la molécula
IZN11, este grupo no alcanza a tener contacto con
los aminodicidos de naturaleza no polar del sitio B.
Ambas condiciones de estructura y configuracién
de estos ligandos acarrean disminucién en su acti-
vidad, y por ende, un valor atipico con respecto a
la prediccién de su actividad.

.

Figura 5. Acoplamiento molecular entre el ligando IZN 15y la PTP 1B;
rosado: a.a de naturaleza polar; verde: a.a de naturaleza no polar.
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Figura 6. Grifica de actividades experimentales y
predichas por el modelo CoMFA.

El modelo CoMFA se representa por medio
de contornos de tres dimensiones. Los contornos
coloreados en el mapa representan aquellas dreas
en el espacio 3D donde los cambios en los valores
estéricos y electrostiticos de un compuesto se corre-
lacionan con los cambios en su actividad biologica.
Los mapas de contornos estéricos se representan en
color verde (regién favorable para grupos volumi-
nosos), y amarillo (regién no favorable para grupos
voluminosos), mientras que los de color rojo (regién
favorable para sustituyentes electronegativos), y azul
(regién favorables para sustituyentes electropositi-
vos), corresponden a contornos electrostaticos (10).

En los campos de contorno estérico obtenidos
para las moléculas BIZ17 y BIZ19, como se repre-
senta en las figuras 7A y 7B respectivamente, la
distancia entre las porciones sustituidas de estas
moléculas y sus respectivos contornos varfa segin
el tamano del sustituyente; el poliedro amarillo de
mayor tamano, desfavorable para grupos volumi-
nosos, se encuentra mis alejado del benzimidazol
en la molécula BIZ17 (CIL,,= 150 nM), que posee
un trifluorometilo en la posicién 5, en comparacién
con la molécula BIZ19 (CIL,;=470 nM); la poca
distancia entre el contorno de color amarillo y el
sustituyente clano, que se encuentra en posicién
5 del grupo benzimidazol de dicha molécula en la
figura 7B, provoca una disminucién de su poder
como inhibidor de la proteina PTP 1B.

Figura 7. Mapas CoMFA de contornos estéricos para
las moléculas BIZ 17 (A) y BIZ 19 (B).

La actividad biolégica también varfa segtin la
posicién del sustituyente en el anillo benzotiazol,
como se observa en las moléculas BIZ1, BIZ2 y
BIZ3, donde fue sustituido un trifluorometilo en
las posiciones 6, 5 y 4 respectivamente. A pesar de
que, como se aprecia en la figura 8B (1’ y 2’), la
molécula BIZ2 posee contornos rojos, muy proxi-
mos al dtomo de azufre y al trifluorometilo (ambos
de naturaleza electronegativa) que incrementarian
su actividad, también se observan contornos elec-
trostiticos de color azul (2 y 3), que favorecen la
actividad para sustituyentes electropositivos, ro-
deando al radical trifluorometilo, lo cual produce
un descenso abrupto de las moléculas BIZ1, como
se observa en la figura 8A. Por su lado, como se
indica en la figura 8C, BIZ3 se ve menos afectado
ya que ambas exhiben sélo una interaccién des-
favorable con el trifluorometilo. Los resultados
obtenidos muestran contacto directo entre esta
porcién y el contorno azul 3 en la molécula BIZ1,
y con el contorno azul 2 en la molécula BIZ3. Esta
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condicién afecta en menor medida a la molécula
BIZ1, en la que la interaccién con estos contornos
es menor por el distanciamiento observado entre el
anillo de benzotiazol y el contorno azul 2. A pesar
de que en la molécula BIZ3 el trifluorometilo (de
caricter electronegativo) se encuentra en contacto
directo con el contorno azul 2, también se observa
que el contorno rojo 1’ (favorable para dtomos de
alta densidad electrénica) se encuentra mas proximo
al anillo de benzotiazol que en la molécula BIZ2 'y
BIZ1, contribuyendo a la actividad bioldgica de la
molécula. Este comportamiento también se puede
explicar al observar la posicién que toman los li-
gandos al unirse a la PTP 1B, como se aprecia en
la figura 9, donde el sustituyente trifluorometilo de
naturaleza polar, posicionado en el anillo de ben-
zotiazol del ligando BIZ1 (color azul) se encuentra
muy cerca de los nitrégenos pertenecientes a la ca-
dena lateral del a.a Arg 47, aportando interacciones
favorables para la estabilidad del complejo, y por
ende, para la actividad biolégica de la molécula.
Del mismo modo se observa que el ligando BIZ3
(color rojo) se encuentra cerca del a.a Tyr 46, (no
tan polar como el a.a Arg 47), ayudando a estabilizar
la interaccién proteina ligando; por el contrario, el
ligando BIZ2 (color naranja) no tiene aminoicidos
de naturaleza polar a su alrededor que puedan con-
tribuir a la interaccién del complejo, dando como
resultado una disminucién de la actividad bioldgica
de la molécula.

Figura 8. Mapas CoMFA de contornos electrostiticos
para las moléculas (A) BIZ 1, (B) BIZ 2,y (C) BIZ 3.

WQ—
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Figura 9. Mapas CoMFA de contornos electrostiticos para las moléculas (A) BIZ 1, (B) BIZ 2,y (C) BIZ 3.
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Todas las moléculas generadas por el médu-
lo LeapFrog del programa SYBYL mejoraron la
energfa de enlace con relacién a su precursora, ya
que la interaccién entre el ligando y la proteina fue
optimizada, como se puede observar en la tabla 4.

El aumento de la actividad biol6gica en las molé-
culas generadas por LeapFrog se da al adicionar sus-
tituyentes en las moléculas precursoras en lugares
donde estos grupos contribuyen a dicho aumento.
Esto se ilustra en la figura 10, donde el mapa de
contornos estéricos y electrostiticos generado para
la molécula precursora IZN10 en el 3D QSAR
presenta un contorno azul cerca de la posicién 4
del anillo fluorofenilo adyacente a la sulfonamida,
que indica que grupos electropositivos en esta zona
generan un aumento en la actividad biolégica de
la molécula, lo que se comprueba al observar la
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molécula IZN10_224, generada en la optimizacién
de la molécula IZN10, donde se adicioné un grupo
fenilo en esta posicién, como se observa en la figura
11. Ademds, la presencia de un contorno de color
rojo (favorable para sustituyentes de naturaleza
electronegativa) cerca a la sulfonamida conduce
a un aumento de su capacidad como inhibidor;
asi mismo, en el mapa de contornos estéricos se
observa que el sustituyente del grupo imidazolina
se encuentra en posicién opuesta al de la molécu-
la IZN10, alejindose de los contornos amarillos
(desfavorables para contornos voluminosos), lo
cual conlleva aumento en la actividad biolégica de
la molécula por la presencia del sustituyente de la
imidazolina. Estos cambios en la molécula IZN10
hacen que la molécula IZN10_224 seca tres veces
mds potente que su precursora.

Figura 11. Estructura 3D de la molécula IZN10_224 obtenida en la optimizacién de la molécula IZN10.
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CONCLUSIONES

Al analizar las interacciones hidropiticas entre
la proteina tirosina fosfatasa 1B y los inhibidores
del tipo benzoimidazol e imidazolina se puede
concluir que los mapas de contorno de la molécula
IZN 9 presentan mds regiones favorables que los
correspondientes al ligando BIZ, lo que concuer-
da con los valores obtenidos tedricamente en este
estudio; ademads, fue posible explicar la actividad
inhibitoria experimental de los ligandos mediante
la observacién de las interacciones entre el ligan-
do y la proteina, determinando tanto los residuos
responsables como las interacciones esenciales de
esta union.

A través del estudio 3D-QSAR se identifican
las interacciones esenciales entre la proteina y los
ligandos; ademis, se encuentra que el modelo ge-
nerado para las moléculas acopladas con valores de
q°= 0,659y r*= 0,997 es estadisticamente confiable
y, por tanto, tiene buen poder de correlacién. Del
mismo modo, los campos de contornos proporcio-
naron informacién relevante sobre la relacién entre
la actividad biolégica de las moléculas y sus cambios
estructurales.

La generacién de un disefo racional de nuevos
ligandos de tipo isotiazolidinona, aplicando herra-
mientas de optimizacién de firmacos, nos permite
proponer a los ligandos IZN6_280, IZN6_345
e IZN6_388 como buenos candidatos y sugerir
su sintesis y la confirmacién experimental de su
actividad antidiabética, asi como su evaluacidén
farmacéutica.
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