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Resumen

El reposicionamiento de farmacos es una herramienta muy importante para el disefio de
nuevas alternativas de tratamiento contra enfermedades de alto impacto en la sociedad moderna,
ademas de que suponen un ahorro econémico y de tiempo. Bajo esta premisa, se trabajo con una
base de datos de farmacos obtenidos de DrugBank, y por medio de herramientas bioinformaticas
se analizaron las posibles interacciones de esas moléculas con las dianas CDK2 y CYP51
asociadas al cancer cervicouterino y tuberculosis respectivamente. Para analizar y seleccionar
posibles candidatos a reposicionamiento se utilizd como criterio su energia de acoplamiento
proteina-ligando y criterios farmacocinéticos segun Lipinski, Ghose y Veber, asi como aquellos
reportes de farmacovigilancia con menores efectos secundarios presentados o de menor

gravedad.

Para CDK2 se obtuvieron como moléculas idéneas el pazopanib, rucaparib, enasidenib
y por ultimo el tipiracil los cuales pueden ser ideales para reenfocarlos como tratamiento, ya
que estos farmacos tienen una potencial inhibicion en contra de ciertos tipos de canceres, por
otra parte, no presentan efectos secundarios graves, ademas de poseer una energia de
acoplamiento alta, incluso por encima del farmaco de referencia que es el flavopiridol

tratamiento actual del cancer cervical dirigido a esta diana.

En el caso de M. tuberculosis los farmacos con mayor acoplamiento son asenapina y
mianserina, por lo que estos son idéneos para reposicionarlos y asi poder obtener nuevos
inhibidores de CYP51. Estos farmacos ademas de poseer una energia de afinidad mas alta que
el farmaco de referencia ketoconazol, fluconazol y miconazol, poseen pocos efectos adversos,
y son moléculas con un peso molecular adecuado para administracion via oral, cumplen también
con los criterios farmacocinéticos de Lipinski, Ghose y Veber, de modo que los farmacos
asenapina y mianserina pueden llegar a ser tratamientos innovadores y eficientes en contra de
M. tuberculosis y la diana CYP5L1.

Palabras clave: Reposicionamiento de farmacos, Cancer cervical, Mycobacterium tuberculosis,
CYP51, CDK2.



Abstract

The repositioning of drugs is a particularly important tool for the design of new treatment
alternatives against high-impact diseases in modern society, in addition to saving money and
time. Under this premise, we worked with a database of drugs obtained from DrugBank, and by
means of bioinformatic tools the possible interactions of these molecules with the CDK2 and
CYP51 targets associated with cervical cancer and tuberculosis, respectively, were analyzed. To
analyze and select candidates for repositioning, their protein-ligand coupling energy and
pharmacokinetic criteria according to Lipinski, Ghose and Veber were used as criteria, as well

as those pharmacovigilance reports with fewer or less serious side effects.

Pazopanib, rucaparib, enasidenib and finally tipiracil were obtained as suitable
molecules for CDK2, which may be ideal for refocusing them as treatment, since these drugs
have a potential inhibition against certain types of cancer, on the other hand, they do not present
serious side effects, in addition to having a high coupling energy, even above the reference drug

that is flavopiridol, current treatment of cervical cancer directed at this target.

In the case of M. tuberculosis, the drugs with the greatest coupling are asenapine and
mianserin, so these are ideal for repositioning them and thus being able to obtain new CYP51
inhibitors. These drugs, in addition to having a higher affinity energy than the reference drug
ketoconazole, fluconazole and miconazole, have few adverse effects, and are molecules with an
adequate molecular weight for oral administration, they also meet the pharmacokinetic criteria
of Lipinski, Ghose and Veber, so that the drugs asenapine and mianserin can become innovative

and efficient treatments against M. tuberculosis and the CYP51 target.

Keywords: Drug repositioning, Cervical cancer, Mycobacterium tuberculosis, CYP51, CDK2.
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1 Antecedentes

El reposicionamiento de farmacos (también denominado replicacion o reperfilado de
farmacos) se define generalmente como la utilizacion de farmacos para su aplicacion con nuevas
indicaciones diferentes a las originales de las cuales se disefiaron, es decir, obtener nuevas
alternativas de tratamiento a partir de farmacos existentes con patologias diferentes a las cuales
fueron disefiadas (1). Se ha perfilado recientemente como una de las formas mas importante de
obtencién de moléculas bioactivas, tanto que, aproximadamente el 30% de los farmacos y
vacunas aprobados por la FDA (Food and Drug Administration) han sido por reposicionamiento
(2). Ejemplo de ello destacan la talidomida (Figura 1), comercializada inicialmente como
antiemético para embarazadasy que, tras ser retirada, volvié a comercializarse como tratamiento
de la lepra y el mieloma mdltiple (3). Otro caso conocido es el minoxidil (Figura 1). Este
compuesto fue aprobado inicialmente para tratar la hipertension y, un tiempo después, sali6 al

mercado como tratamiento contra la caida del cabello (4).

NH,

Figura 1. Estructura de talidomida y minoxidil respectivamente. Realizadas con ChemDraw.

Esta técnica permite usar moléculas ya estudiadas, aprobadas o retiradas para orientarlas
hacia otras indicaciones terapéuticas; esto tiene una gran ventaja ya que al utilizar farmacos que
han sido evaluados previamente, ya se tiene informacion con respecto a su seguridad en pruebas
realizadas en la fase 1 de su investigacion (5,6) aprovechando los datos de seguridad y
farmacocinética previamente obtenidos (7). Normalmente, los farmacos que entran en la fase |
de los ensayos clinicos, solo se aprueba el 10%, y el resto fracasa por su elevada toxicidad o

ineficacia (2), ahorrando no sélo recursos, sino que se pueden minimizar riesgos toxicoldgicos.



12 - 15 anos en total - 1:5.000

[ Aprobacion ]

1- 5 afios [ Revisién ] 1.4

Solicitud autoridad regulatoria
(FDA/EMEA)

2 - 4 afios [r Estudios Fase llI ] 2.9

2 - 5afos [ Estudios Fase Il - eficacia ] 3.3

1 -2 afios [ Estudios Fase | - perfil farmacoldgico ] 5

( Revision y aprovacién comité regulatorio/ético )

3 -5 anos [ Estudios preclinicos y toxicologia animal ] 5.000

Figura 2. Proceso de descubrimiento, desarrollo y aprobacion de drogas (6).

Al no tener que realizar las primeras etapas del desarrollo de farmacos hace que el
proceso de reposicionamiento se complete en un tiempo inferior en comparacién con los
farmacos obtenidos por sintesis o disefio de novo. Se puede reducir el tiempo de desarrollo de
los 13-15 afios (Figura 2) que habria que invertir para obtener un farmaco por métodos
convencionales hasta los 6,5 afios, de media, necesarios en aquellos reposicionados (8). Todo
esto supone un gran ahorro econémico, desde la cantidad de unos 1-2 mil millones de ddlares
que suele requerir la aprobacion y creacion de un farmaco por la FDA a unos 300 millones de

ddlares que suele necesitarse para hacerlo a través del reposicionamiento (1).

Siendo de interés en particular el cancer cervicouterino (CaCU) y la infeccion bacteriana
por tuberculosis, dado que, mediante la identificacion de los efectos antineoplasicos de un
farmaco y el estudio de sus vias moleculares especificas, es posible encontrar candidatos
prometedores para la reutilizacion de farmacos para la terapia contra el cancer (9). Con
frecuencia, un medicamento reutilizado también puede tener mecanismos moleculares
desconocidos que interactian con cualquier via que esté involucrada en las caracteristicas del
cancer, los llamados efectos "fuera del objetivo” de los agentes terapéuticos, que puede resultar
en efectos antitumorales inesperados (10,11). Otra forma de encontrar candidatos prometedores
para la reutilizacion de farmacos es estudiar su modulacion de la expresion génica asociada con
un perfil de cancer especifico. A veces, los genes pueden estar regulados hacia arriba o hacia
abajo en algunos tipos de cancer y los medicamentos que pueden influir en su expresion pueden

ser utiles para el tratamiento oncologico (12,13).



A pesar de que el tratamiento para Mycobacterium tuberculosis es conocido hace casi 50
arios, este ha tenido el problema de presentar patrones de resistencia a antibidticos desde el inicio
debido a regimenes de tratamiento no adecuados (14). La aparicidn de cepas resistentes crea la
necesidad de buscar métodos rapidos de diagndstico para poder iniciar un tratamiento
personalizado, reduciendo asi las posibilidades de fracaso y/o recaida, ademas de evitar su

propagacion en la comunidad (15).

1.1 Cancer cervicouterino

El cancer representa uno de los méas grandes retos para la sociedad contemporanea; y el
de cuello uterino (CaCU) representa el segundo cancer con mayor incidencia en la mujer a nivel
mundial. Lo cual ha provocado un gran impacto en todas las esferas sociales contribuyendo a
las altas tasas de morbilidad y mortalidad en el mundo entero, el CaCU ocupa el segundo lugar
entre las primeras diez causas de muerte, precedido Unicamente por enfermedades
cardiovasculares y es la primera causa de afios de vida potenciales perdidos (AVPP) en el pais
(16). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) calcula que cada afio se diagnostican 500
000 nuevos casos de CaCU y mueren mas de 55 000 mujeres, y que, de estas, el 80 % proceden

de paises subdesarrollados (17).

Estomago
Cuerpo del ttero 6.3%
7.1%
Tiroides Mama
10.2% 38.4%

Cuello uterino
10.2%

13.2% Colorrectal
14.7%

LLLL]
Figura 3. Distribucion porcentual de la prevalencia de cancer en mujeres a nivel mundial (18).
Su incidencia ha crecido a niveles alarmantes (Figura 3), especialmente en paises

subdesarrollados. A pesar de que muchos paises tienen implementado un programa de deteccion
precoz del cancer cervicouterino (DPCCU), esta accion no es suficiente, ya que la cobertura
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sigue siendo muy baja sobre todo en aquellos paises donde el nivel educacional es bajo y se

ofrece una pobre difusion a este problema de salud (19)

El CaCU es el cuarto cAncer mas comun entre las mujeres, con 570 000 casos nuevos en
2018 y 265 672 muertes a causa de esta enfermedad en todo el mundo (20). Las estimaciones
de 2018 en América Latina y el Caribe describen 56 000 nuevos casos de CaCU, que
contribuyen con el 20.1 % del nimero mundial de casos nuevos, y 28 000 muertes por cancer
de cuello uterino, lo que representa el 9.0 % del total mundial de muertes por cancer de cuello
uterino (Figura 4) (21). En general, el CaCU representa el segundo o tercer cancer mas comun
en las mujeres del Caribe, América Central y América del Sur, con una tasa de incidencia media
de 15 en 100 000 (rango 7.6 a 38.5 en 100 000). Hay una tendencia hacia la mejora de la

deteccion y prevencion del cancer cervicouterino en la region (22).

- Incidencia Mortalidad
MNicaragua —|
Honduras —
El Salvador —|
Bolivia —|
Paraguay —|
Perd —|
Venezuela —|
Guatemala —|
Republica Dominicana
Belice
Guyana Francesa —
Ecuador —
Panama —
Brasil o
Cuba —|
Colombia
Meéxico
Costa Rica —
Argentina —|
La Martinica |
Uruguay —
Haiti —

Chile
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Figura 4. Incidencia y mortalidad por cancer de cuello uterino en América Latina (23).

En el afio 2020, se estimaron 9 439 casos nuevos y 4 335 defunciones por CaCU en
Meéxico, el cual es uno de los paises de la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo
Economico (OCDE) que presenta mayor mortalidad por esta neoplasia (Figura 5) (24). EI CaCU
ocupa el segundo lugar en frecuencia de morbilidad por neoplasias malignas en la mujer,
después del cancer de mama (2.72 por cada 100 mujeres), a diferencia de las mujeres hispanas
residentes en Estados Unidos, donde el CaCU ocupa el séptimo lugar de las neoplasias (25).



Numero estimado de casos y muertes de mujeres
con cancer en México durante el afio 2020.

Mama
Cuello uterino . )
Incidencia
Tiroides Mortalidad

Cuerpo uterino
Colon

Ovario
Estémago
Higado
Leucemia

Pulmon

0 10,000 20,000 30,000

Data source: GLOBOCAN 2020 i
Graph production: Global cancer observatory (http://gco.iarc.frf) () Workd Hest
International Agency for Research on Cancer 2022 o

Figura 5. Numero estimado de casos y muertes de mujeres con cancer en México en el afio 2020 (26)

El CaCU se origina a partir de alteraciones celulares provocadas en el epitelio del cuello
del atero y se manifiesta inicialmente a través de lesiones precursoras de lenta y progresiva
evolucion, que suceden en etapas de displasia leve, moderada y severa (Figura 6), que
finalmente pueden evolucionar a cancer in situ (17). Los cambios premalignos cervicales
representan un espectro de anormalidades histoldgicas que van desde un NIC 1 (Neoplasia
Intraepitelial Cervical grado 1 o displasia leve), NIC 2 (Neoplasia Intraepitelial Cervical grado
2 o displasia moderada) y NIC 3 ( Neoplasia Intraepitelial Cervical grado 3 o displasia

severa/carcinoma in situ) hasta cancer invasivo (Figura 6) (27,28).
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Figura 6. Evolucion del cancer cervicouterino (29).

Los factores de riesgo asociados al desarrollo del CaCU pueden incluir la infeccion por
el virus del papiloma humano (VPH-AR), primer parto a edad temprana, tabaquismo, virus de
inmunodeficiencia humana (VIH), deficiencia inmunolégica, enfermedades de transmisién
sexual, uso de anticonceptivos orales por mas de cinco afios, dietas poco saludables y la
inactividad fisica son algunos de los factores que han ocasionado un aumento de esta
enfermedad (30).

La infeccion por el VPH-AR es una de las principales causas para el desarrollo del
CaCuU, ya que el proceso patogénico comienza con la asociacion entre las proteinas E6 y E7 del
VPH con las proteinas reguladoras del ciclo celular que ha quedado bien establecida que
modifica al gen (p63) y por lo tanto puede desencadenar una desregulacion que llevan a la
proliferacion descontrolada, el tratamiento de las células TC-1, que expresan las proteinas E6 y
E7 del VPH (31). La fase tardia del ciclo de vida del VVPH esta vinculada a la diferenciacion
epitelial, un regulador potencial es p63, un miembro de la familia de proteinas p53, que modula
el desarrollo epitelial, asi como la capacidad de proliferacion, en las células madre (32). Esto
sugiere que p63 y p73 pueden unirse y activar genes sensibles a p53 e influir en eventos

celulares, incluida la regulacion del ciclo celular y la apoptosis, ademas la eliminacién de p63
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resultd en una pérdida de la expresion génica tardia del VPH dependiente de la diferenciacion y
la amplificacion del genoma, identificando asi un importante regulador celular del ciclo de vida
del VPH (33).

Los resultados del analisis preciso también mostraron que la reduccién de la expresion
de p63 en la diferenciacion de queratinocitos positivos para VPH31 disminuy0 la expresion de
ciclinas A, By E, asi como cdc25c, CDK1 y CDK2 (32). Ademas, los altos niveles de ciclina
B1y CDK1 citoplasmica en queratinocitos positivos para VPH18 pueden inducir la detencion
del ciclo celular G2/M (34). También se ha demostrado que la proteina E7 puede aumentar el
nivel de expresion de CDK?2 al interactuar con la ciclina A, la ciclina E y la fosfatasa cdc25a
(35) (Figura 7).

Muchos tipos de virus del papiloma humano (VPH) estan asociados con el CaCU. Por
lo tanto, el genotipado del VPH tiene importancia tanto clinica como epidemiolégica. Los VPH
16 y 18 son dos tipos principales de alto riesgo responsables de mas del 70 % de todos los casos
de CaCuU (36).
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Figura 7. Esquema de los efectos del VPH en CDK y CIK (35).



Las coinfecciones del VPH con otros agentes infecciosos de transmisién sexual, como
Chlamydia trachomatis, el virus herpes simple tipo 2 (HVS-2) y el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) posiblemente condicionen un efecto sinérgico que aumente las posibilidades de
alteraciones celulares que conducen al desarrollo de una neoplasia. La infeccion por Chlamydia
trachomatis y el HVS-2 favorecen la entrada y persistencia de multiples tipos de VPHs, lo cual
conduce a integracion viral, inhibicién de apoptosis, sobreexpresion de oncogenes E6/E7 y

transformacion celular (25).

La primera indicacion del papel de E6 y E7 en la carcinogénesis provino del analisis de
células derivadas de cancer de cuello uterino, por ejemplo, SiHa y CaSki, en el que se encontr6
ADN viral integrado aleatoriamente en el genoma del huésped (37). También se demostrd que
la integracion del ADN viral resultd en la interrupcion de varios genes virales con la

preservacion de solo E6 y E7, que se transcribieron activamente (38).
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Figura 8. Desregulacion del ciclo celular por la accion de la proteina viral oncogénica E6 y E7 (39).

Los genomas de VPH-AR codifican dos proteinas, E6 y E7, que interfieren con
importantes mecanismos de control celular del ciclo celular, la apoptosis y el mantenimiento de
la estabilidad cromosdmica (40). Los efectos de E6 y E7 sobre p53 y pRB (Figura 8), asi como
sobre muchas otras proteinas celulares, han sido ampliamente investigados en el pasado y

alteraciones significativas de la regulacién del ciclo celular podrian atribuirse a la interaccion
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bioquimica de los dos oncogenes virales con sus respectivos genes (41,42). La expresion
desregulada de los genes E6 y E7 del VPH en las células madre epiteliales conduce a una gran
inestabilidad cromosdémica en las primeras etapas de la displasia. Esta inestabilidad se
manifiesta en aberraciones numéricas del centrosoma, puentes de anafase y roturas

cromosomicas que con el tiempo dan como resultado aneuploidia (43,44).

Aunque la vacuna contra el VPH, el tamizaje (pruebas para CaCU) y la prevencion ayudan
a reducir la tasa de infeccidn de cancer cervicouterino, ain persiste una alta incidencia de este
cancer en la sociedad (45). Los tratamientos quirdrgicos combinados con quimioterapia o
radioterapia han mejorado el resultado de supervivencia de los pacientes con CaCU, pero el
efecto del tratamiento en pacientes de alto riesgo sigue siendo pobre (46). Los estudios de
inmunoterapia también han proporcionado un nuevo tratamiento potencial de CaCU. Ademas,
la tasa de mortalidad de las pacientes ha seguido en aumento debido a que dicha neoplasia es
propensa a la metastasis y la recurrencia (47). Por esta razon, la exploracion de nuevos métodos
de diagndstico y tratamiento temprano para CaCU es de extraordinaria importancia para salvar

la vida de las mujeres (48).

1.2 Papel de CDK2 en cancer cervicouterino

Las quinasas dependientes de ciclina (CDK) juegan un papel importante en la regulacion
del ciclo celular eucariota y en la transcripcion (49). Durante la fase G1, la CDK2 unida a la
ciclina E media la fosforilacion de la proteina supresora de tumores retinoblastoma (Rb), lo que
resulta en la activacion de los miembros de la familia de factores de transcripcion E2F, ayudando
asi a la entrada en la fase S (49,50). Tras la degradacion de la ciclina E durante la fase G1 tardia,
la CDK2 se empareja con la ciclina A para fosforilar e inactivar el E2F, dando lugar a la
progresion de la fase S. La desregulacion del ciclo celular es una caracteristica de la mayoria de
los tumores humanos, que se produce con frecuencia por la alteracion del circuito de
sefializacion de Rb. El control aberrante de la actividad de las CDK se ha directamente

relacionado con el desarrollo del cancer (50).
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Figura 9. Diagrama representativo del efecto de CDK2 en la proliferacion celular (51).

Las CDK permanecen inactivas hasta que se asocian con una subunidad reguladora una
ciclina, y posteriormente se fosforilan en su segmento de “activacion” Thrl60; p53 inhibe
indirectamente la accion del complejo ciclina/CDK2, impidiendo la proliferacion celular.
Cuando p53 esta ausente o dafiado, el complejo ciclina/CDK2 se activa y la célula puede
proliferar y provocar cancer, (Figura 9) en donde la activacion aberrante de CDK2, com(n en
muchos canceres humanos conduce a una proliferacion celular descontrolada durante la
oncogénesis (52). Asimismo, los procesos oncogénicos de varios canceres también se han
asociado con niveles altos de las dos subunidades reguladoras de CDK2, las ciclinas Ay E; en
conjunto, tanto la actividad de CDK2 como la de sus subunidades reguladoras representan

componentes importantes de la oncogénesis (53).

El gen de la cinasa 2 dependiente de ciclina (CDK2), ubicado en el cromosoma 12g13.2,
consta de ocho exones (31). Aparte existen estudios en donde se han asociado vias de
sefializacion relacionadas con CDK2 que conferian funciones complicadas en varias formas de
cancer (54), algunos estudios han investigado el papel promotor de tumores de CDK2 en cancer

cervical (48).
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El estudio de los inhibidores de CDK2 también proporciond nuevas perspectivas para el
tratamiento del cancer (51,55). Diversos estudios mostraron que la inhibicion de CDK2
suprimio significativamente el crecimiento de las células de CaCU vy la progresion del ciclo
celular, asi como la adhesion de la matriz celular. De acuerdo con estudios previos, los hallazgos
indicaron que CDK2 podria ser un objetivo terapéutico valioso para el tratamiento de CaCU
(48).

Estructuralmente hablando, CDK2 es similar a otras proteinas quinasas con una
arquitectura bilobal clésica, un I6bulo N-terminal (residuos 1-82) y el dominio C-terminal
(residuos 83-297) (Figura 10). El 16bulo N-terminal méas pequefio esta formado principalmente
por laminas B (cinco hebras B antiparalelas) con una hélice aC que contiene la secuencia Pro-
Ser- Thr- Ala- lle- Arg- Glu (PSTAIRE) y es esencial para la unién de ciclinas (51).

Figura 10. Estructura de la CDK2 unido a ATP (56).

Uno de los principales desafios en el descubrimiento de fa&rmacos dirigido por CDK2 es
la selectividad, el desarrollo de inhibidores de CDK2 (Figura 11) altamente selectivos es
importante para minimizar la toxicidad del farmaco y establecer un mecanismo de accion. El
éxito de las terapias dirigidas a CDK2 dependera del desarrollo de compuestos potentes y
selectivos con propiedades farmacocinéticas favorables y de la identificacion de determinantes
de la sensibilidad tumoral (biomarcadores predictivos) a la inhibicién de CDK2 para identificar

los subgrupos de pacientes que responden (51).
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Figura 11. Estructura del AT7519, AG-024322 y Dinaciclib, inhibidores experimentales de CDK2 obetenidas de (57) y

realizadas con ChemDraw.

Hasta el momento no se han establecido tratamientos dirigidos hacia la quinasa CDK2
debido a que la importancia de CDK2 como una diana anticancerigena aln esta en proceso de
ser establecida, ya que cuando se remueve el gen de CDK2 completamente en ratones estos aun
sobreviven, y cuando la expresion del gen de CDK2 es reducido no se consigue la interrupcion

del ciclo celular en lineas celulares cancerigenas (57).

Sin embargo, también se ha establecido el papel de esta enzima a nivel multidiana, ya
que la inhibicion de esta enzima en lineas celulares si lleva a la reduccion en la proliferacion.
Dado que los inhibidores de CDK2 actualmente disponibles no son selectivos, las respuestas
fenotipicas (tanto a nivel celular como del organismo) estan definidas por todos los objetivos de
activacion y desactivacion. Sin embargo, uno de los principales desafios en el descubrimiento
de farmacos dirigido por CDK2 es la selectividad (58). El desarrollo de inhibidores de CDK2
altamente selectivos es importante para reducir los potenciales efectos tdxicos de farmacos, por
tanto, el éxito de las terapias dirigidas a CDK2 dependera del desarrollo de compuestos

selectivos y potentes con propiedades farmacocinéticas favorables a la inhibicion de CDK2 (51).

La falta de interés hacia la diana CDK2 debido a que no hay inhibidores selectivos resulta
en un enorme potencial para su investigacion, ademés de buscar nuevas moléculas para el
tratamiento de CaCU podria resultar en afios de investigacion, asi como una inversion
multimillonaria; es asi como el reposicionamiento de farmacos surge como una alternativa ideal
para la busqueda de moléculas existentes en contra de proteinas de interés como CDK2 la cual

podria ser utilizada como un blanco terapéutico en CaCU.

12



1.3 Tuberculosis

La relacion entre la tuberculosis y el hombre precede a la historia escrita, fue descubierta
en momias pertenecientes a la predinastia egipcia (3500- 2650 A. C.) y en restos humanos
ubicados en Suecia e Italia que datan del periodo Neolitico (59). Hipdcrates en el siglo V A. C.
utilizo la palabra “tisis” que quiere decir “consuncion, deterioro fisico progresivo”, y describe
“la fascie hipocratica”, “el temperamento héctico” y la fiebre vespertina o “fiebre héctica”
marcéandola en la historia como la enfermedad "mas grave de todas, la de curacion més dificil y
la mas fatal" (59). En Europa, durante los siglos XVII y XVIII, una de cada cuatro muertes se
asocio a esta enfermedad, siendo en el siglo XIX la primera causa de mortalidad en los Estados
Unidos (Figura 12) (60).

Figura 12. Pacientes infectados por tuberculosis (60).

Muchos avances de la ciencia y la medicina se hacen evidentes al revisar la historia de
esta enfermedad. EI médico inglés Benjamin Marten en 1720 hace la primera conjetura de que
la tuberculosis podria ser causada por "criaturas vivientes diminutas"; posteriormente el
médico francés Jean-Antoine Villamin demostré que la enfermedad podia pasar de humanos al
ganado y de estos a conejos, y postulé un microorganismo especifico como causa de la
enfermedad (61). El aislamiento del Mycobacterium tuberculosis es el principal método de
diagndstico, aunque también se utilizan otros métodos diagndsticos como la radiologia, PCR,
ELISA, la reaccion de tuberculina, la historia clinica y otros que apoyan en el diagnostico. Sin

embargo, debe confirmarse con la demostracion de la presencia de la bacteria (62). A pesar de
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las herramientas de diagnostico, el avance en la deteccidn, tratamientos y estrategias de

prevencion la TB sigue representando un grave problema de salud (63).

Entre las principales amenazas para el cumplimiento de erradicar la tuberculosis destaca
el surgimiento de bacterias resistentes a los farmacos. La pandemia de COVID-19 continla
teniendo un impacto perjudicial en el acceso al diagnostico y tratamiento de la TB y la carga de
la enfermedad de TB. El impacto més obvio e inmediato fue una gran caida global en el nimero
informado de personas recién diagnosticadas con TB. De un maximo de 7.1 millones en 2019,
cay6 a 5.8 millones en 2020 (-18 %), de vuelta al nivel visto por Ultima vez en 2012. En 2021,
hubo una recuperacion parcial, a 6.4 millones (el nivel de 2016-2017 ). La tasa de incidencia de
TB (nuevos casos por 100 000 habitantes por afio) aumento un 3.6% entre 2020 y 2021,
revirtiendo las caidas de alrededor del 2.0 % por afio durante la mayor parte de las 2 décadas

anteriores (64).

La tuberculosis constituye uno de los principales problemas de salud en el mundo debido
a que se presentan cerca de 10,4 millones de infecciones nuevas (tan solo en 2020) ubicandose
dentro de las primeras diez causas de mortalidad entre las enfermedades infecciosas y fue la
primera causa de muerte durante el afio 2015, incluso por encima del VIH dentro de esta
categoria (65). A esto se suma la aparicion de tuberculosis multirresistente (TB-MR),
tuberculosis extremadamente resistente (TB-XDR) y tuberculosis totalmente resistente a los
medicamentos (TB-TR) (65). En Latinoamérica y el Caribe (Figura 13), se estima que dicha
incidencia para el afio 2016, fue de 41 casos por 100 mil habitantes. Ademas, la tuberculosis se

encuentra dentro de las 10 primeras causas de mortalidad a nivel mundial (66).

Region de las Américas

Figura 13. Paises de America Latina con mayor nimero de casos de tuberculosis (66).
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Teniendo en cuenta lo anterior, la Organizacion Mundial de la Salud ha disefiado
diversas acciones dirigidas a controlar la enfermedad, entre las cuales se destacan la estrategia
“Fin a la Tuberculosis” (Figura 14), que busca reducir la incidencia en un 90% y el nimero de
muertes en un 95% entre el afio 2015 y el 2035, mejorando el diagndstico temprano y el

tratamiento oportuno (65).
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Figura 14. Campafa Fin a la Tuberculosis (67).

M. tuberculosis ha representado una creciente causa de muerte en todo el mundo (68).
Hay dos razones principales que subyacen a este resurgimiento:

1. La primera gira en torno al aumento en las infecciones de VIH SIDA en todo el mundo
y la capacidad de M. tuberculosis para prosperar en personas inmunodeprimidas.

2. El segundo es el preocupante desarrollo de resistencia a los antibi6ticos en M.
tuberculosis que se ha producido en las ultimas décadas, con cepas resistentes a todos

los antibidticos de primera linea y de segunda eleccion (69).

Una de las prioridades actuales de la Organizacion Mundial de la Salud son las bacterias
multirresistentes, dado que constituyen un problema en todo el mundo por su répida
diseminacion, asi como por la dificultad de su tratamiento. Ademas, se asocian a una alta
morbilidad y mortalidad (70). El problema de la resistencia tiene un impacto inmediato en la
actividad del laboratorio de microbiologia clinica, donde se lleva a cabo la deteccion del

problema (71).
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En cuanto a los farmacos mas utilizados para la tuberculosis, y que representan una

resistencia se describen a continuacion:

La isoniazida (INH) (Figura 15) es el antibiotico mas utilizado contra la tuberculosis
(anti-TB)(72). En los ultimos afios se ha avanzado mucho en la base molecular de la resistencia
ala INH como mutaciones en los genes de katG, inhA, kasA, ndh y ahpC. INH es un profarmaco
que requiere la activacion de la enzima catalasa-peroxidasa codificada por el gen katG. La INH
activada parece interrumpir la sintesis de acidos micolicos esenciales al inhibir la enzima enoil-
ACP reductasa dependiente de NADH codificada por inhA (73).
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Figura 15. Estructura de isoniazida (72) . Realizada con ChemDraw.

Los antibioticos de tipo rifamicina (Figura 16) se encuentran entre los agentes
antituberculosos mas potentes que se conocen(72). La resistencia a las rifamicinas es mas
comunmente conferida por la aparicion de mutaciones Unicas en el gen de la subunidad B de la
ARN polimerasa (rpoB). Aproximadamente el 95 % de las cepas resistentes a la rifampicina
portan mutaciones dentro de la regién determinante de la resistencia a la rifampicina (RRDR),

una region de 81 pb que lleva los codones 507 a 533 de la rpoB gen (74).

Figura 16. Estructura de rifamicina (72)
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El Etambutol (EMB) (Figura 17), un compuesto sintético se introdujo por primera vez
en 1961, el espectro de actividad de EMB incluye M. tuberculosis y muchas de las micobacterias
no tuberculosas de crecimiento lento (72). EMB inhibe a M. tuberculosis al bloquear la sintesis
de arabinogalactano la cual depende de la actividad del embABC los cuales son un grupo de
genes, que codifica las arabinotransferasas que median la polimerizacién de arabinosa en
arabinan (75). Varias lineas de evidencia sugieren que EMB ejerce su efecto toxico sobre las
micobacterias al inhibir proteinas codificadas por embABC, y las mutaciones en embABC
también parecen desempefiar un papel clave en el desarrollo de la resistencia a EMB tanto en
M. tuberculosis y M. smegmatis (76).
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Figura 17. Estructura del etambutol (72). Realizada con ChemDraw.
La enzima 14a-lanosterol desmetilasa (CYP51) es producto del gen CYP51/ERG11,

perteneciente a la superfamilia del gen CYP el cual codifica proteinas que catalizan la 14 alfa-

desmetilacion del lanosterol (77).
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Figura 18. Estructura del ergosterol (realizada con ChemDraw) y de la lanosterol 14 o -desmetilasa (78).

Las enzimas homdlogas catalizan reacciones iguales o similares en otras especies,
incluidos hongos y parésitos. Debido al papel fundamental de los esteroles con una cadena
lateral de hidrocarburo extendida en la posicion 17 en el mantenimiento de la estructura de la

membrana, la inhibicion de la 14a-desmetilacion ha demostrado ser un objetivo eficaz para los
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farmacos antimicoticos y antiparasitarios. Los 14a-metil esteroles que se acumulan en la
membrana cuando se inhibe la 14a-desmetilasa provocan alteraciones de la membrana que
conducen a la muerte celular. El incremento de farmacos azo6licos como el ketoconazol y el
posaconazol (jError! No se encuentra el origen de la referencia.) se deriva de su eficacia en

el tratamiento de infecciones flngicas (79).
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Figura 19. Estructura del ketoconazol y posaconazol. Realizadas en ChemDraw.

La C-14- a-demetilasa 0 CYP51, es una enzima que forma parte del grupo de proteinas
del citocromo P450 que metabolizan sustancias organicas y biosintetizan esteroides importantes.
Particularmente, CYP51 ayuda a la conversion de lanosterol en 4,4-dimetilcolesta-8(9), 14, 24-
trien-3B-ol, al remover el grupo metilo del carbono 14 a, siendo este compuesto un precursor
del ergosterol, un importante constituyente de la membrana flingica. Esta conversion se logra

en 3 pasos con la ayuda de un reductor como NADPH y oxigeno molecular ( Figura 20) (80).

La esterol 14a-desmetilasa es una enzima muy importante en toda la biologia debido a
su papel esencial en la biosintesis de esteroles. Es un objetivo farmacol6gico principal para una

serie de infecciones microbianas (81).

El descubrimiento de que el genoma de Mycobacterium tuberculosis codifica una
enzima CYP51 (CYP51B1) ha generado un gran interés por su posible utilidad como diana
farmacologica. Posteriormente, se identificaron CYP51 en otras micobacterias y actinobacterias
(82). EIl anélisis estructural de M. tuberculosis CYP51 y CYP121 ha proporcionado datos
importantes que mejoran nuestra comprension de las caracteristicas estructurales y la dinamica
conformacional de P450. Las prioridades para estos sistemas son la determinacion de las

funciones bioquimicas in vivo, particularmente dada la demostracion de que ambas enzimas
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tienen una alta afinidad por los antibidticos azoles para lo que se han establecido las propiedades
antimicobacterianas y antituberculosas de los azoles (83). Los azoles inhiben la sintesis de
ergosterol en los hongos mediante la union directa al esterol 14a-desmetilasa (CYP51) (Figura
20) (42).

NADPH, O,

_ =

CH,0OH
HO

Lanosterol

NADPH, O,

NADPH, O,

-

HO

4 4-dimethylcholesta-8(9),14,24-
trien-3-beta-ol

Figura 20. Conversion del lanosterol en 4,4-dimetilcolesta-8(9), 14,24-trien-34-ol, intermediario en la sintesis del
ergosterol(84).

Fluconazol, el compuesto triazélico mas conocido, es una alternativa terapéutica
habitual en el tratamiento de infecciones fungicas sistémicas especificas (85). La primera
generacion de inhibidores antimicoticos de CYP51, fluconazol (FLU) e itraconazol, han

revolucionado el tratamiento de algunas infecciones fungicas graves (86).

Los antifangicos de tipo azolicos inhiben selectivamente a CYP51 en levaduras y hongos
sobre sus contrapartes de plantas y humanos (87), pero la inhibicion cruzada de CYP51 en dos
especies diferentes puede causar efectos secundarios indeseables y es otra razon para la

busqueda continua de mejores agentes (88).

Si dos 0 més P450 que se unen a azoles son fundamentales para la viabilidad y/o
patogenicidad de Mbt, entonces el desarrollo de resistencia a los farmacos azoles se vera

drasticamente disminuido. La reciente informacién de resistencia de Mbt a otros antibioticos es
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una razén de peso para caracterizar con mayor detalle los Mbt P450 y sus interacciones con los
azoles (69).

El tratamiento de la tuberculosis es dificil, en parte, porque M. tuberculosis evita el
sistema inmunitario al residir dentro de los macr6fagos. El desafio, en términos de desarrollo de
farmacos, es disefiar moléculas especificas de Mbt CYP51 que puedan acceder al patdgeno sin
inhibir la actividad de los CYP51 humanos (89).

La lucha farmacoldgica contra la TB se esta desarrollando en distintos campos por medio
de la busqueda de farmacos que mejoren el cumplimiento terapéutico mediante el desarrollo de
formas farmacéuticas de accidon sostenida. De igual manera, se estdn buscando nuevos

mecanismos de accion para poder combatir las resistencias.

En diversos estudios se estan probando nuevas moléculas oxazolidinonas (90) que
inhiben la sintesis proteica en fases tempranas, entre ellas se encuentra el linezolid (Figura 21)
(91). Otro grupo es el de los nitroimidazopiranos,(Figura 21) con una estructura similar al
metronidazol (92). En la actualidad, con el conocimiento de la secuencia del genoma de M.
tuberculosis se estd probablemente en mejor posicion para el desarrollo de nuevos

medicamentos (93).

Ty 8
N)LO 0

F \_&N}_

Figura 21. Estructuras del linezolid y PA 824 (nitroimidazopirano) respectivamente.Realizadas en ChemDraw.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo General

Reposicionar a partir de una base de datos de farmacos aprobados y moléculas en contra de la
CDK2 de CaCU y CYP51 de Mycobacterium tuberculosis.

2.2 Objetivos particulares

1. Reposicionary evaluar sus criterios farmacoldgicos de moléculas aprobadas de una base

de datos de farmacos.

2. Evaluar y seleccionar a los mejores candidatos moleculares por docking molecular en

contra de la CDK2 asociada al desarrollo de cancer cervicouterino

3. Evaluar y seleccionar a los mejores candidatos moleculares por docking molecular en

contra de la CYP51 de Mycobacterium tuberculosis.
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3 Metodologia

3.1 Obtencion de ligandos

La obtencién de los farmacos se realizd6 mediante la base de datos de Drugbank (94) y
GuideToPharmacology (95) buscando previamente las moléculas con mejor afinidad
experimental en contra de las dianas seleccionadas (96). Se seleccionaron como farmacos

control al Flavopiridol (97) para CDK2, y al ketoconazol, fluconazol (98) para CYP51.

3.2 Obtencidn de dianas

Se llevo a cabo mediante la base de datos RCSB PDB (99) seleccionando la estructura de
la quinasa dependiente de ciclina tipo 2 (CDK2) (Figura 22) con el codigo de acceso PDB ID:
6INL (100) y la CYP51 de Mycobacterium tuberculosis (Figura 22) con cddigo de acceso PDB
ID: 2CI0 (101).

Figura 22. Estructura 3D de las dianas seleccionadas (56,78).

3.3 Docking molecular

Los datos de docking molecular fueron obtenidos gracias al departamento in silico del
laboratorio de elucidacion y sintesis en quimica orgéanica (LESQO) utilizando el software
Schradinger (102) y los paquetes Epik y Glide para la preparacion y docking de los ligandos y

las dianas estudiadas.
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3.4 Anadlisis de datos

Se utilizo el software Microsoft Excel para el analisis de datos obtenidos por Glide, se
depuraron aquellas moléculas con més de un resultado de Energia de Acoplamiento (EA) , y
posteriormente se descartaron las moléculas con menor EA con respecto a los farmacos control
establecidos. Finalmente, se ordenaron las estructuras restantes y se analizaron las propiedades
farmacocinéticas utilizando el software Schrodinger y mediante los criterios de Lipinski (Figura
23), Ghose (Figura 24) y Veber (Figura 25) para determinar y comparar efectos secundarios
reportados de los posibles farmacos, asi como también la similitud en cuanto al farmaco

propuesto.

Peso Molecular

(g/mol)

Nimero de Niumero de
enlaces @ ... . aceptores de
rotables e puentes de

hidrégeno

- Ejemplo de molécula que
cumple con todos los criterios

5 [] cumple con los criterios

|:| No cumple con los criterios

Lipofilicidad Nimero de donadores de
(cLogP) puentes de hidrégeno

Figura 23. Criterios de la regla de lipinski o regla de los 5. Imagen elaborada por los autores.

Coeficiente de particion Refractividad molar

octanol/agua (logP) (em*/mol)
Peso molecular
Namero de dtomos (g/mol)
diferentes aH - Ejemplo de molécula que cumple con todos
los criterios

[] cumple con los criterios
[] Nocumple conlos criterios

Figura 24. Criterios de la regla de Ghose. Imagen elaborada por los autores.
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Sitios
aceptores
de enlaces

de
hidrogeno

Sitios donantes de
enlaces de hidrégeno

Superficie polar

(A7)

Atomos

[] cumple con los criterios

Masa Molecular
(Da)

Ejemplo de molécula que
cumple con todos los criterios

D No cumple con los criterios

Figura 25. Criterios de la regla de Veber. Imagen elaborada por los autores.

A partir de una base de datos de 6396 se eliminaron las moléculas por debajo de la energia

de afinidad de los farmacos de referencia, por tanto, nos quedaron un aproximado de 2000

moléculas. Por otra parte, se analizaron todas las moléculas las cuales cumplieran con los

criterios de Lipinski, Ghose y Veber quedandonos un total de 1055 moléculas para CDK2 y 58

moléculas para CYP51 de las cuales obtuvimos las moléculas que se proponen para el

reposicionamiento de farmacos. Finalmente, se obtuvieron dichas moléculas que cumplen con

las energias de afinidad y con los criterios de lipinski antes mencionados (Figura 23).

Eliminacion de farmacos
que presentan isoformas
sobre EA maés alta

-

Busqueda de farmacos
asociados a CDK2 y
CYP51

-

Seleccién de moléculas
con EA superiores a los
farmacos de referencia

v

Ordenamiento de
moléculas y seleccién
mediante criterios de
importancia
farmacocinética

Figura 26. Diagrama de metodologia.

Obtencion de moléculas
y revision de
informacion de
toxicidad y uso del
farmaco.
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4 Discusion de Resultados

El reposicionamiento de farmacos es una de las herramientas mas importantes para la
obtencion de moléculas en contra de dianas bioldgicas asociadas a enfermedades de interés sin
tener que disefiar nuevas estructuras y pasar por todas las pruebas asociadas a la aprobacion de
un farmaco. En este proyecto se realizo el reposicionamiento de la base de datos del DrugBank

en contra de proteinas asociadas al cancer cervicouterino y a la patogenia de M. tuberculosis.

Se llevo a cabo el docking molecular contra las dianas CDK2 y CYP51, obteniendo las
energias de acoplamiento con las dianas de estudio, para comparar con farmacos de referencia.
Posteriormente se analizaron los efectos secundarios reportados de todos estos farmacos, siendo
esto un indicador para determinar las moléculas ideales para el reposicionamiento de farmacos.
Asi mismo se utilizaron los criterios de Lipinski (Figura 23), Ghose (Figura 24) y Veber (Figura

25) para poder determinar el cumplimiento de los criterios en cada molécula obtenida.

Seguidamente mediante los filtros de Lipinski (Figura 23) se seleccionaron las moléculas
que cumplen con estos criterios demostrando asi la accesibilidad para ser administrados por via
oral, enseguida se realizd un andlisis de los cddigos ATC que determinan la clasificacién
anatomica-terapéutica-quimica de los farmacos para asi ver el mecanismo de accion de cada

molécula para con las dianas.

Reposicionamiento de farmacos

Seleccion de Analisis de ol Farmacos
1 5 2 2 3 Efectos téxicos 4 ;
moléculas moléculas seleccionados
AT (0 g
il N~ | A
| 4 S b2
! % O
W \ | i \ e
>
OH !\)
Estrcutura de algunas i . me”
moleculas seleccionadas. Busqueda y analisis d_e las Andlisis de efectos Estructura de_ las
estructuras con mejor secundarios moleculas seleccionadas
A partir de numerosas energia de acoplamiento Una vez determinadas
moleculas, se seleccionaron o las moleculas i ind
: Se buscaron caracteristicas : Finalmente se determing
las que en cuanto a energia seleccionadas ue estas estructuras
: . moleculares y 3 q
de acoplamiento tuvieran R anteriormente, serian las ideales, debido
s farmacocinéticas de todas . 1 ! 2 I
mayor similitud con las procedemos a analizar a todos los procesos de
/ 5 las moleculas que se p
dianas estudiadas. : : todos los efectos seleccion que se realizé
P seleccionaron, asi como : q )
Estas ademas cumplian con . % secundarios para utilizando todas las
2 el tambien la comparacion en 2
diversas caracteristicas de ; determinar la molecula herramientas de Dockin
: : cuanto a energias de - g
gran importancia en el ® 3 con la cual se llevaria a score
reposicionamiento. ?goplamlento scfegun I‘?s cabo del )
armacos de referencia reposicionamiento.

Figura 27. Resumen gréfico de reposicionamiento de farmacos. Imagen elaborada por los autores.
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4.1 Cancer cervical

En cuanto a las moléculas que presentaron interaccion con la diana estudiada fueron un
total de 2314 de las cuales en base al farmaco de referencia el cual present6 una energia de
acoplamiento de -5.3 kcal/mol tomandose como referencia para asi descartar todos los farmacos
por debajo de este valor, por lo que se redujo a un total de 1055 moléculas, finalmente se
seleccionaron Unicamente las primeras 10 debido a que estas presentaban una EA superior y

cumplian con todos los criterios farmacocinéticos buscados.

Para realizar la comparacion de las moleculas con EA mas altas se analizo el farmaco de
referencia el cual es el flavopiridol este es un inhibidor de amplio espectro de CDK segln
ensayos clinicos, este induce la detencion del ciclo celular G1 y G2 (103), este farmaco ha
demostrado una eficacia insatisfactoria debido a la alta toxicidad que presenta en los pacientes.
Utilizarlo como tratamiento para cancer no es adecuado de modo que los farmacos que se
presentan para el reposicionamiento mantienen EA superiores, asi mismo cumplen con los
criterios farmacocinéticos y son tratamientos actualmente utilizados para diversos tipos de

canceres.

Para los farmacos evaluados en contra de la proteina CDK2 involucrada en el desarrollo
de cancer cervical se obtuvieron los resultados que se muestran en la Figura 28 en donde se
observa la comparacion de EA en todos los farmacos con respecto al de referencia (en amarillo)
asi como también los farmacos que cumplen con los criterios farmacocinéticos; L: Cumple con
Lipinski G: cumple con Ghose, V: Cumple con Veber, mostrando graficamente como las EA
hacia CDK2 son totalmente superiores en comparacion al flavopiridol superandolos por encima
de -3 kcal/mol.

Se analizaron todos los farmacos seleccionando como los mas adecuados aquellos que
cumplieran los criterios de Lipinski, Ghose y Veber y siendo superiores al farmaco de referencia,
determindndose que los farmacos ideales para reposicionamiento son: pazopanib, rucaparib,

enasidenib y tipiracil. Los efectos toxicos y la farmacodinamia se describiran a continuacion.
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Farmacos obtenidos en contra de CDK2
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Figura 28. Energia de acoplamiento de los mejores derivados en CDK2 y farmaco de referencia.

Flavopiridol

Para determinar la accidn de los fArmacos también es indispensable revisar los codigos

ATC que indican hacia donde va dirigida la actividad farmacoldgica original de cada uno de

estos farmacos seleccionados. A continuacion, en la Tabla 1 se presentan los codigos ATC, en

donde L: Agentes antineoplasicos e inmunomoduladores, J: Antiinfeccioso de uso sistémico, D:

Dermatoldgico, N: Sistema Nervioso y P: Productos antiparasitarios, insecticidas y repelentes.

Tabla 1. Codigos ATC de los farmacos seleccionados contra CDK2.

Farmacos Cddigos ATC
Pazopanib L
Rucaparib L
Cianidanol -
Trovafloxacina J
Penciclovir D,J

Farmacos
Frovatriptan
Menfloguina

Polydatina

Enasidenib

Tipiracil

Cddigos ATC
N
P

En la Figura 29 se muestran las estructuras que fueron seleccionadas como posibles

candidatos para el reposicionamiento, se observo que estas estructuras la gran mayoria de ellas

comparte similitud en cuanto a la presencia de estructuras aromaticas, y la presencia de

nitrogeno tanto en forma de amina o como parte también de las estructuras aromaticas, por otro
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lado, se observaron varias estructuras que presentan flior en cuatro de ellas. Otra similitud que
se encontrd fue en el caso del cianidanol, trovafloxacina, penciclovir, menfloquina y enasidenib

la presencia de alcoholes en su estructura.

/ OH

H,C _ i o o
N !
H,N N\ CH, OH
Ng N N N |
/N H
o’ ‘o W

Pazopanib

Trovafloxacina

JJ

Polydatina

Cl

N_<\‘< I

Tipiracil

\ / i 3( OH
F
Enasidenib H,C

Menfloquina
CH,

Figura 29. Comparacion de las estructuras seleccionadas en el reposicionamiento de farmacos de cancer cervical.
Realizadas con ChemDraw

Una vez bien definidas las estructuras de todos los farmacos seleccionados, se procede a realizar
un andlisis mas profundo en cuanto a la indicacion terapéutica de estos, efectos adversos que
pueden presentar para asi poder determinar cuales son ideales para su uso y cuales podrian no
ser una opcién adecuada en reposicionamiento, ya que no solo se necesita de EA altas, si no

tambien se deben tener diversas consideraciones.
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4.1.1 Pazopanib

El farmaco pazopanib (Figura 30) demostré tener una EA superior a los demas,
colocéndolo como un farmaco ideal para el reposicionamiento, este es un inhibidor de la tirosina
quinasa multidiana (104), siendo biodisponible por via oral demostrando mantener actividad en
contra de diversos tipos de canceres incluyendo el cancer de ovario, pudiendo ser un tratamiento
innovador ya que su indicacion terapéutica ha sido para otros tipos de cancer, el redireccionarlo
hacia CaCU puede ser un tratamiento novedoso y reducir tiempo en investigacion y recreacion

de nuevos farmacos.

Simultaneamente se analizaron los efectos adversos para asi poder compararlos con los
efectos adversos del flavopiridol y de las demas moleculas, el pazopanib puede producir
nauseas, diarrea, hipertension, despigmentacion del pelo, y elevacion de transaminasas (105)
estos efectos son principalmente de grado 1-2 siendo de leves a moderados lo cual no representa

un peligro para la salud.

Figura 30. Estructura del pazopanib y superposicién en CDK2.

Este farmaco es una molécula pequefia la cual es aceptada por los criterios de Lipinski
con un peso molecular de 437.5 g/mol, en cuanto a la EA posee la mas alta en comparacion con
el farmaco de referencia con un valor de -9.3 kcal/mol la cual lo coloca en la primera posicion
de todos lo demas evaluados, posee, ademas -4 kcal/mol méas de EA que el flavopiridol. El
pazopanib segun los codigos ATC posee actividad antineoplasica. Inhibe un 50% de actividad
enzimatica de quinasas, asi como la replicacion del ADN en CDK2 (106). No se reportan efectos
adversos importantes por lo que se considera como de las mejores moléculas candidatas para
inhibir a la CDK2, ademas se analiz6 durante el docking molecular, que el pazopanib se

encuentra en el sitio activo (Figura 30) por lo que puede ser un inhibidor de la diana.
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4.1.2 Rucaparib

En cuanto al farmaco rucaparib (Figura 31), se trata de un indol triciclico que es
biodisponible por via oral, actualmente es utilizado para el tratamiento del cancer de ovario
recidivante mediante la inhibicion de PARP 1,11y 111 (107) el rucaparib tambien presenta efectos
adversos que ya han sido reportados algunos de estos son nauseas y vomito, dishea,
trombocitopenia, neutropenia y sindrome mielodisplasico (108) por lo que en comparacién con
el pazopanib los riesgos de la administracion son mayores. Este farmaco también es utilizado
para el tratamiento de otros tipos de canceres, pero la EA que muestra hacia CDK2 es alto, por
este motivo reenfocarlo en tratar el CaCU seria novedoso y de gran utilidad para los pacientes

que cursan este tipo de cancer.

Figura 31. Estructura del rucaparib y superposicién en CDK2.

Este farmaco sigue superando energéticamente al farmaco de referencia y comparado
contra el mejor resultado energético, se encuentra solamente por debajo por -0.2 kcal/mol del
pazopanib, asi como también la evaluacion de sus propiedades farmacocinéticas demuestran que
es una molécula dentro de los parametros ideales con un peso molecular de 323.4 g/mol, ademas
sus indicaciones terapéuticas originales hacia cancer de ovario los hace de gran interés como
molécula hacia el tratamiento de CaCU debido a las potenciales metéstasis dentro del sistema
reproductor , ademdas esta molécula cumple con Lipinski (L) y Ghose (G), los efectos
secundarios son mas graves en comparacion con pazopanib sin embargo es una opcion de interés
para el tratamiento contra CDK2. En cuanto a la union del farmaco rucaparib se observa
mediante el docking molecular que hay una union en el sitio activo de CDK2 (Figura 31), por

lo que nos indicaria que este farmaco puede inhibir a la diana en el reposicionamiento.
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4.1.3 Enasidenib

En tercer lugar, se encuentra el enasidenib (Figura 32) este farmaco es un inhibidor
selectivo de la enzima isocitrato deshidrogenasa la cual estd involucrada en diversos procesos
celulares incluido la modificacion del ADN, ademés la administracién es por via oral para el
tratamiento de pacientes que cursan con una leucemia mieloide aguda (109) este farmaco
mantiene una EA todavia superior al de referencia, no obstante se tiene que hacer una revision
de los efectos adversos que puede presentar para asi poder determinar si su uso es ideal para

reposicionamiento.

En cuanto a los efectos adversos se presentan afectaciones en los sistemas reproductivos
masculino y femenino, asi como degeneracién de los tabulos seminiferos, hipospermia, en las
mujeres puede provocar disminucién de los cuerpos luteos y un aumento de los foliculos

atresicos en los ovarios (110) estos efectos pueden mantener una farmacovigilancia adecuada.

Figura 32. Estructura del enasidenib y superposicion en CDK2.

Esta molécula esta por debajo de las demas en cuanto a EA con un valor de -8.3 kcal/mol,
pero por encima del farmaco de referencia, cumple con los criterios de L y G y al ser un farmaco
utilizado para leucemia, puede tener una actividad importante hacia el CaCU por medio del
reposicionamiento por otra parte los efectos toxicos que se encuentran son de importancia ya
que puede provocar cambios en los sistemas reproductivos de las pacientes, es necesario
mantener una farmacovigilancia para descartar efectos adversos graves. Mediante el anélisis del
docking molecular se determing el sitio activo de esta molécula en CDK2 (Figura 32), lo cual
nos indica que puede existir una inhibicion para la diana asi siendo un candidato ideal para

utilizarse como tratamiento en CDK2 de cancer cervical.
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4.1.4 Tipiracil

Finalmente, el farmaco tipiracil que es un inhibidor de la timidina fosforilasa la cual se
utiliza como tratamiento complementario de pacientes con ciertos tipos de canceres gastricos o
colorrectales (111) muestra tambien energias de acoplamiento superiores al flavopiridol
pudiendo tener efecto en CDK2 ya que tambien es utilizado para tratamiento de cancer como
los anteriores, por este motivo se investigaron los efectos adversos frecuentes algunos de ellos
son: anemia, neutropenia, puede llegar a causar mielo supresién. Estos efectos pueden llegar a
ser perjudiciales, se considera que con una correcta administracion y farmacovigilancia puede

llegar a ser un tratamiento novedoso para el CaCU.

HN

Cl

Figura 33. Estructura del tipiracil y superposicién en CDK2.

Este farmaco present6 una EA de -8.3 kcal/mol la cual la convierte en la molécula con la
menor EA de todas las moléculas, aunque superando al farmaco de referencia, cumple solamente
con los criterios de Ghose. La regla de Ghose es menos sensible pero mas especifica que las
reglas de Veber y Lipinski (112). Siguiendo los cddigos ATC podemos observar que tiene
propiedades antineoplasicas hacia diferentes tipos de cancer. Segun los efectos secundarios es
una molécula que puede provocar anemias a los pacientes, efectos que pueden ser vigilados en
los mismos, por lo que es una opcién adecuada para el reposicionamiento de farmacos, en cuanto
al sitio activo en CDK2 se demuestran en la Figura 33 que se encuentra presente, esto se
comprueba gracias al docking molecular, por lo que se puede tener una posible inhibicién y

tratamiento para nuestra diana estudiada.
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4.2 Mycobacterium tuberculosis

En principio se definieron las moléculas que son posibles candidatos para estudiar
tomando en consideracion los efectos toxicos que estos puedan provocar al organismo, para
evaluar cual es el mejor farmaco disponible contra Mycobacterium tuberculosis, los cuales se
muestran a continuacion haciendo una revision de moléculas y caracteristicas de los farmacos

de interés.

El farmaco que se utilizo como referencia fue el ketoconazol que inhibe la sintesis de
ergosterol en hongos y de colesterol en células de mamiferos. Ademas, interfiere con los
sistemas enzimaticos del citocromo P450 en varios 6rganos como los testiculos, los ovarios, las
glandulas suprarrenales, los rifiones y el higado. Al igual que otros farmacos de imidazol, parece
interactuar con el citocromo P450 en el sitio del hierro hemo (113), en cuanto a los efectos
adversos que presenta son: hepatotoxicidad, desregulacién endocrina, por lo que su uso no es
altamente recomendado, ademas de no cumplir con todos los criterios farmacocinéticos por lo

que no es posible la administracién via oral.

En cuanto a la seleccion de moléculas se obtuvieron 2289 las cuales presentaron
interaccion con la diana, posteriormente se eliminaron todos los farmacos por debajo de -7.0
kcal/mol del ketoconazol (farmaco de referencia) quedando asi alrededor de 101 moléculas,
finalmente se seleccionaron las primeras 10 moléculas con las mas altas EA, las cuales en
comparacion con el farmaco de referencia mantenian una afinidad superior, ademés de cumplir

con los criterios que se mencionan a continuacion.

Los mejores farmacos obtenidos en contra de CYP51 que se muestran en la Figura 34 en
donde se observa la comparacion de EA en todos los farmacos con respecto al de referencia (en

amarillo) asi mismo al cumplir con L: Lipinski G: Ghose, y V: Veber.
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Farmacos obtenidos en contra de CYP51

Ketoconazol

-10

Figura 34. Energia de acoplamiento de los mejores derivados en CYP51 y farmaco de referencia.

En la Tabla 2 se muestran los cddigos ATC de los farmacos de interés en donde: V:
Varios, H: Preparados hormonales sistémicos, excluyendo hormonas sexuales e insulinas, N:

Sistema Nervioso, R: Sistema Respiratorio, A: Tracto alimentario y metabolismo.

Tabla 2. Codigos ATC de los farmacos seleccionados contra CYP51

Farmacos Cddigos ATC Farmacos Cddigos ATC
Gonadorelina V,H Lanreotida H
Desvenlafaxina N Lorcaserin A
Asenapina N Fenindamina R
Codeina N,R Venlafaxina N
Mianserina N Nefopam N

En la Figura 35 se muestran todas las estructuras de las moléculas seleccionadas para M.
tuberculosis, en cuanto a similitud solamente algunas obtienen semejanzas entre si, como lo son,
la desvenlafaxina, asenapina, venlafaxina, fenidamina y nefopam, manteniendo en su estructura
uniones con nitrégeno, por otro lado, en el caso de la desvenlafaxina, venlafaxina, codeina,
presentan uniones con alcoholes. Las moléculas que no presentan ningun tipo de similitud entre

si son la gonadorelina y lanreotida, ademas de que en comparacion con las deméas moléculas
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estas presentan un mayor tamafio y por lo tanto no cumplen con los criterios de Lipinski. El
mianserina y la asenapina son las moléculas que estructuralmente tienen mayor similitud debido

a los enlaces y moléculas que tienen en su estructura.
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Figura 35. Comparacion de estructuras seleccionadas en el reposicionamiento de farmacos en tuberculosis. Realizada con
ChemDraw.

Tomando en cuenta los codigos ATC, los gréficos y los cumplimientos de los criterios de
Lipinski, Ghose y Veber, se realiz6 una breve investigaciéon de todos los efectos adversos de
cada farmaco propuesto, asi como la indicacion terapéutica que estos tienen actualmente, ya que
el objetivo es encontrar tiramientos novedosos para M. tuberculosis a partir de farmacos ya

establecidos.
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421 Gonadorelina

La gonadorelina (Figura 36) es un antagonista de la hormona liberadora de
gonadotropina utilizada ampliamente para el tratamiento de la pubertad precoz, amenorrea e
hipogonadismo. Es un decapéptido formado por la secuencia Pyro-Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-
Leu-Arg-Pro-Gly siendo administrada usualmente por via intravenosa o como espray nasal
(114). Algunos efectos secundarios que pueden producirse por el uso de una hormona son

reacciones locales, dolor de cabeza y molestias abdominales.

@)

Figura 36. Estructura de la gonadorelina y superposicion en CYP51.

Se determiné que este farmaco presento la mejor energia de acoplamiento (EA) de todos
los farmacos evaluados, con una energia de acoplamiento de -9.31 kcal/mol, es decir una
diferencia superior a la del farmaco de referencia ketoconazol de -2.29 kcal/mol. Sin embargo,
a pesar de que su EA es la méas alta, es importante mencionar desventajas como

reposicionamiento, tanto por sus caracteristicas fisicoquimicas, como por sus indicaciones

36



terapéuticas originales. En primer lugar, ya que se trata de un péptido, su peso molecular es de
1182.31 g/mol y lo cual la descarta como molécula pequefia, explicando la necesidad de
administrar el farmaco por vias diferentes a la oral lo cual ya es de por si una potencial
desventaja debido a que aumenta la dificultad de administracién al paciente. La segunda razén
de peso por la cual se descartd este resultado es que se trata de una hormona, por lo cual el
tratamiento de una enfermedad infecciosa como la tuberculosis con esta hormona tendria efectos
mas rapidos en la produccion de hormonas sexuales tras la inducciéon de la produccion de
gonadotropinas y resultando en un potencial desbalance hormonal del paciente, a pesar de tener
presencia en CYP51 como se muestra en la Figura 36 ya que el sitio activo de la gonadorelina
estd presente en la diana, no es una opcion como tratamiento de tuberculosis por las

caracteristicas antes mencionadas.

4.2.2 Desvenlafaxina

El segundo farmaco es la desvenlafaxina (Figura 37) el cual es un inhibidor de la
recaptacion de serotonina y norepinefrina, utilizado como antidepresivos mayores en adultos
(115) por otro lado los efectos adversos que pueden llegar a presentar los pacientes
administrados con este farmaco son transpiracién, retencion urinaria, hipotonia, temblor,
debilidad muscular, pérdida de peso, en tanto se mantenga una debida farmacovigilancia los

efectos adversos no se consideran de alto riesgo.
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Figura 37. Estructura de la desvenlafaxina y superposicion en CYP51.

Este farmaco esta asociado hacia el tratamiento de la depresion, presenta un peso
molecular de 263.3 g/mol, lo cual lo categoriza como un posible candidato para la reposicién de
farmacos contra CYP51, actGa segun su indicacion terapéutica original sobre el sistema

nervioso central, ademas cumple con los criterios de L y G, aunque una de sus desventajas de
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su administracion es la provocacién de numerosos efectos secundarios de los cuales los mas
destacados son la dependencia, por lo que podria provocar una adiccién en pacientes
susceptibles. Este farmaco se seleccioné como posible candidato por ser una molecula pequefia
y cumplir con estos criterios, ademas mantiene una EA superior al ketoconazol que es el farmaco
de referencia. Se encuentra presente en CYP51 mediante el sitio de activacion (Figura 37) lo

cual refiere a una posible inhibicién de la diana y posible tratamiento para la tuberculosis.

4.2.3 Asenapina

En cuanto a la asenapina (Figura 38) se trata de un farmaco utilizado como antipsicotico
de segunda generacidn con alta especificidad a numerosos subtipos de receptores de dopamina,
serotonina, noradrenalina e histamina (116) este puede ser utilizado para el tratamiento de la
esquizofrenia y el trastorno bipolar. Debido a la indicacion terapéutica reenfocarlo para el
tratamiento de TB resulta en un tratamiento novedoso, por este motivo es importante analizar

los efectos adversos que se puedan presentar con su administracion.

Los efectos adversos que se pueden presentar son: galactorrea, dermatosis neutrofilica,
espasmos, panico, aumento de peso, euforia, distonia, hipomania retencién urinaria,

hiperglucemia y disfuncion reproductiva (117).

Figura 38. Esructura de la asenapina y superposicion en CYP51.
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Se determino que es un farmaco de EA alta, ademas de que esta cumple con los criterios
de L, Gy V por lo que la molécula es de tamafio ideal para su administracion oral con un peso
molecular de 285.8 g/mol ligeramente superior a la desvenlafaxina, la via de administracion es
sublingual, es un farmaco con el cual se puede tratar la esquizofrenia, debido a la relacién con
la diana estudiada puede tener efectos hacia esta por medio del reposicionamiento. También esta
dirigida hacia el sistema nervioso central (SNC) por los codigos ATC presentando una EA
mayor al ketoconazol. Debido a que su indicacion terapéutica original esté orientada a SNC, es
posible que su administracion deba condicionarse si los beneficios superan a los potenciales
efectos neuroldgicos que se puedan presentar. Ademas, esta molécula presenta una unién a
CYP51 como se muestra en la Figura 38, esto determinado por medio del docking molecular,
por consiguiente, supone una posible inhibicion hacia la diana, teniendo asi un farmaco con el

cual se pudiera tratar la tuberculosis mediante el reposicionamiento de farmacos.

4.2.4 Codeina

La codeina (Figura 39) es un farmaco con una buena EA hacia CYP51, este farmaco esta
indicado para aliviar dolores fuertes ademas de sintomas de tos, esta molécula pertenece a los
opiaceos, los cuales pueden llegar a presentar una adiccion al paciente y es muy frecuente la
muerte por sobredosis, de igual manera se presentan mas efectos adversos indeseables como lo
son confusion, somnolencia, respiracion superficial, pupilas contraidas, nauseas, vémitos,
estrefiimiento y falta de apetito (118), este farmaco puede ser muy peligroso para utilizarlo como

tratamiento.

0O

H3C

Figura 39. Estructura de la codeina y superposicién en CYP51.
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En la Figura 39 se puede observar la superposicién de la codeina en CYP51 esto quiere
decir que existe una union especifica en la diana encontrandose en el sitio activo pudiendo tener
una inhibicidn, sin embargo una de las principales razones por las cuales descartamos el uso de
la codeina como tratamiento para M. tuberculosis es debido a su efecto adictivo, por el cual los
pacientes pueden tener un sindrome de abstinencia al dejar de consumir el farmaco, aunque haya
presentado una buena EA y sea una molécula con un tamafio adecuado, los efectos secundarios
que esta posee son totalmente graves para la salud de las personas pudiendo provocar la muerte
de los pacientes.

4.25 Mianserina

Finalmente, el farmaco mianserina (Figura 40) utilizado como un antidepresivo
aprobado en varios paises, su mecanismo de accién se encuentra en el bloqueo de los receptores
adrenérgicos a2 presinapticos asociado con un aumento de la neurotransmision noradrenérgica
(119).

Presenta efectos adversos tales como somnolencia y problemas hematolégicos, delirio,
hipotonia, acatisia, retencion urinaria, aumento de peso, euforia, paralisis, espasmos, los cuales
pueden ser de cierto riesgo para el paciente, debido a esto se debe tener especial cuidado y
mantener una farmacovigilancia adecuada para poder ser utilizado como tratamiento de Mtb
(117).

H,C

Figura 40. Estructura de la mianserina y superposicién en CYP51.
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Se analizaron todas las caracteristicas de este farmaco, como primera parte tenemos que
la mianserina es una molécula con un peso molecular de 264.4 g/mol lo que la ubica en segunda
posicion en cuanto a la clasificacion de moléculas de menor tamafio, su EA es menor pero se ha
encontrado relacion con las CYP debido a su estructura ya que esta involucrada en las
principales rutas metabdlicas de los enantidmeros de mianserina en humanos (120), ademas los
efectos secundarios suelen ser pasajeros y no provoca problemas de salud mas serios como es
el caso del farmaco desvenlafaxina que puede provocar trombocitopenia en algunos pacientes,
finalmente este farmaco cumple con todos los criterios (L, G y V) los cuales son fundamentales
para la seleccion de nuestras moléculas. Mianserina es un farmaco O&ptimo para el
reposicionamiento in silico de CYP51 contra M. tuberculosis, ademas se observa mediante el
analisis de docking molecular que este farmaco reposicionado se encuentra especificamente en
el sitio activo, demostrando una posible inhibicion para esta diana y posible tratamiento de

tuberculosis.

Por ultimo, haciendo una comparativa con toda la informacién proporcionada
anteriormente se obtuvieron los farmacos ideales para el reposicionamiento tanto en CDK2 para
CaCU y CYP51 para M. tuberculosis, estos se representan en la Tabla 3. Moléculas

seleccionadas para reposicionamiento de farmacos.

Tabla 3. Moléculas seleccionadas para reposicionamiento de farmacos.

CDK2 CYP51
Pazopanib Asenapina
H |
NTN\ N /N‘N
N. = T
O=§=O
NH;
Rucaparib Mianserina

Hacfﬂ H F Q
O
N © HBC/N\)
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Estos farmacos son los mas adecuados para el
reposicionamiento debido a que todos estos
son utilizados para tratar ciertos tipos de
cancer, ademas mantienen interaccion en la
diana y las energias de acoplamiento fueron
superiores. Asi como tambien el obtener mas
de 2

oportunidades de encontrar tratamientos contra

moléculas  representa  mayores

el cancer cervical.

En cuanto al tratamiento para tuberculosis
se presentan estas dos moléculas como
propuesta

para reposicionamiento de

farmacos debido a que la similitud
estructural es importante, asi como tambien
la energia de acoplamiento que presentan en
la diana, hace que estos farmacos obtengan
cierta ventaja en comparacion con los
demas. Pueden ser  tratamientos
innovadores, los efectos secundarios pueden
0 no presentarse, ademas con una adecuada
farmacovigilancia pueden ser mejores los
beneficios que puedan presentar. Es
importante obtener mas de una molécula
para obtener

mayores opciones de

tratamientos.
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5 Conclusion

El reposicionamiento de farmacos es una estrategia ideal para reutilizar moléculas que ya
fueron aprobadas y estudiadas en nuevos objetivos farmacolégicos, con el fin de nuevas

soluciones terapéuticas para diversas enfermedades de interés.

Con respecto a los resultados obtenidos se determind que los farmacos pazopanib,
rucaparib, enasidenib y el tipiracil dirigidos como inhibidores de la tirosina quinasa,
manteniendo la existencia de energias de acoplamiento superiores en contra de CDK2 en

comparacién al farmaco de referencia flavopiridol.

Ademas de ser candidatos ideales para reposicionarlos en contra de esta proteina, en
cuanto a los efectos adversos se observan solo de grado | por lo que se puede establecer una
farmacovigilancia mostrando mas beneficios en su administracion. Asimismo, cumplen también
con los criterios farmacocinéticos de Lipinski y Ghose, por lo que estas moleculas son esenciales
para la administracion via oral. Finalmente se determind que son farmacos ideales para el

tratamiento de CaCU, y que pueden llegar a demostrar una inhibicién en contra de CDK2.

En cuanto a este estudio se determiné que los farmacos asenapina y mianserina que son
antipsicoticos poseen una mayor energia de acoplamiento comparada con el farmaco de
referencia ketoconazol, por lo que poseen una mayor probable inhibicion para CYP51, ademas
cumplen con los criterios de Lipinski, Ghose y Veber para la administracién de farmacos por
via oral, es decir las caracteristicas de la molécula son ideales ya que presenta un tamafio
pequerfio y adecuado, estos farmacos son ideales para el reposicionamiento de tratamiento contra

M. tuberculosis y la diana CYP5.

Con estos resultados, se concluye que el reposicionamiento de farmacos es esencial para el
descubrimiento de nuevas moléculas en contra de enfermedades de interés como el cancer y la
tuberculosis, siendo su posible evaluacion utilizando estos datos y revisando su efectividad a

niveles in vitro o in vivo.
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