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Resumen

Introduccion: La resistencia antimicrobiana es un problema alarmante en la salud
publica mundial. A mediados del 2017, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
reportd una lista de las bacterias para la busqueda de nuevos antibiéticos, incluyendo
sobre todo enterobacterias. En el Peru, hubo reporte de casos de Klebsiella pneumoniae
resistente a antibioticos en diferentes regiones del pais. Por lo tanto, existe una necesidad
de encontrar nuevos sitios diana de accion farmacologica para enfrentar esta
problematica sanitaria. Objetivo: Identificar las moléculas organicas con capacidad de
inhibicion de la enzima Glucosa 1-fosfato Timidilil Transferasa (RmlA) de K.
pneumoniae resistente a antibioticos utilizando la técnica de acoplamiento molecular.
Materiales y métodos: Se realiz6 un estudio in-silico, mediante programas para
acoplamiento molecular por ordenador local. La semejanza de farmacos con el sustrato
natural de la enzima fue dada con programas de similaridad de ligandos, se obtuvieron
datos tedricos de las interacciones entre los farmacos seleccionados con el sitio activo de
la enzima. Finalmente se analiz6 cada ligando en funcion de sus energias libres.
Resultados: Se analiz6 computacionalmente 14100 unidades farmacoldgicas con
posible interaccion con la enzima RmIA de K. pneumoniae resistente a antibioticos,
segun las energias libres de interaccion los valores enteros estan entre 96 a 103
(kcal/mol), frente al valor de acoplamiento del sustrato-enzima de -222.357 (kcal/mol).
Conclusiones: Se encontraron posibles farmacos inhibidores de la enzima RmIA de K.
pneumonia, es necesariocontinuar con la valoracién y estudio de estos farmacos en
estudios laboratoriales para mejorar la propuesta de inhibicion enzimatica basada en este

trabajo de investigacién computacional.

Palabras clave: Farmacorresistencia Bacteriana, Biologia Computacional, Ramnosa,

Klebsiella pneumoniae



Abstract

Introduction: Antimicrobial resistance is an alarming problem in global public health.
In mid-2017, the World Health Organization (WHO) reported a list of bacteria for the
search for new antibiotics, including especially Enterobacteriaceae. In Peru, there were
reports of cases of antibiotic-resistant Klebsiella pneumoniae in different regions of the
country. Therefore, there is a need to find new target sites for pharmacological action to
address this health problem. Objective: Identify organic molecules with the capacity to
inhibit the enzymeGlucose 1-phosphate Thymidylyl Transferase (RmlA) of antibiotic-
resistant K. pneumoniae using the molecular docking technique. Materials and
methods: An in-silico study was carried out, using programa for molecular docking by
local computer. The similarity of drugs with the natural substrate of the enzyme was
given with ligand similarity programs, theoretical data were obtained on the interactions
between the selected drugs with the active site of the enzyme. Finally, each ligand was
analyzed based on its free energies. Results: 14100 pharmacological units with possible
interaction with the RmIA enzyme of antibiotic-resistant K. pneumoniae were
computationally analyzed. According to theinteraction free energies, the integer values
are between 96 to 103 (kcal/mol), compared to thecoupling value of the substrate. -
enzyme of -222,357 (kcal/mol). Conclusions: Possible drugsthat inhibit the RmIA
enzyme of K. pneumonia were found,; it is necessary to continue with the evaluation and
study of these drugs in laboratory studies to improve the proposal for enzyme inhibition

based on this computational research work.

Keywords: Drug Resistance, Bacterial, Computational Biology, Rhamnose, Klebsiella
pneumoniae



I. Introduccién

La resistencia antimicrobiana es una amenaza constante en la salud ptblica.? Desde
la aparicion de los antibioticos se ha reducido en gran porcentaje la morbilidad y
mortalidad de la poblacion.Y) Sin embargo, el reporte del uso desmesurado de la terapia
antibidtica y el reporte de nuevas cepas multirresistentes trajo consigo enfermedades
infecciosas que cada dia son mas dificiles de tratar. En el 2021, informe de la
Organizaciéon Panamericana de la Salud (OPS) evidencia que 700 mil muertes anuales

ocurren debido a la resistencia bacteriana, una cifra alarmante comparada a afios previos.
©)]

Las tasas de resistencia antibi6tica en el mundo son altas. ® En 2017, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) report6 una la lista de las bacterias para las que se necesitan
urgentemente nuevos antibidticos resaltando un grupo de prioridad critica que incluia
sobre todo enterobacterias, con tasas de resistencia entre 12,11% a 36%.“ Se resalta en
este grupo a Klebsiella pneumoniae, una bacteria gramnegativa, causante de multiples
infecciones hospitalarias. Se conoce que parte de su sistema de defensa recae sobre sus
lipoproteinas.® Estudios muestran que para la formacion de estas estructuras es
imprescindible la presencia de carbohidratos como la ramnosa (azUcar de 5 carbonos).
(78 Este az(car es sintetizado en una cascada de 4 cuatro pasos cuya enzima de inicio es

la Glucosa 1-fosfato Timidilil Transferasa - RmIA.®)

En Perd, diversos aislamientos de Klebsiella pneumoniae en pacientes hospitalizados
reveld tasas de resistencia de 50% a betalactamicos. ® Cifras que se mantienen entre el
2015 y 2019, donde se han reportado casos de Klebsiella pneumoniae resistente a
carbapenemasas en diferentes regiones del pais. ‘%12 A nivel local, en Lambayeque
durante el 2019, se reportd el hallazgo de Klebsiella penumoniae con concentracion
inhibitoria minima (CMI) mayor a 16ug/ml para betalactamicos en el Hospital Nacional

Almanzor Aguinaga Asenjo.®®

En la actualidad, las investigaciones sobre farmacos se enfocan en la busqueda de nuevas
moléculas diana a través de métodos computacionales.®4®) Se ha demostrado hallazgos
significativos al evaluar farmacos que tengan como diana enzimas y estructuras en
diferentes microorganismos.®”) Existen estudios computacionales donde se recomienda
el abordaje de Glucosa 1-fosfato Timidil Transferasa (RmIA) como blanco

farmacologico de diferentesbacterias.!8'® Sin embargo, ain no se ha realizado en



Klebsiella pneumoniae. Ante ello, se plantea la pregunta: ¢ Cudles son las moléculas con
capacidad de inhibicion de la enzima Glucosa 1-fosfato Timidil Transferasa (RmlA) de

Klebsiella pneumoniae resistente a antibioticos a través de docking molecular?

El objetivo del estudio fue identificar las moléculas organicas con capacidad de
inhibicidn en la enzima Glucosa 1-fosfato Timidilil Transferasa (Rmla) de Klebsiella
pneumoniae resistente a antibidticos con resistencia a carbapemenasas a través de

docking molecular.

Il. Revision de literatura

1. Antecedentes nacionales

Angles-Yanqui et al. (2020), realizd una revision sisteméatica abarcando literatura
biomédica publicada desde 2000 hasta 2019 en las bases de datos médicas sobre casos
reportados relacionados a bacterias con carbapemenasas en Peru. Se encontro que de 313
reportes que representan la poblacién total, 74 reportes fueron sobre Klebsiella
pneumoniae, lo que orienta a una alta tasa de casos de resistencia para estas especies

bacterianas. 19

Naomi-Matsuoka et al. (2020), realizé un estudio descriptivo en Lima, donde en base a
muestras bioldgicas, encontro resistencia de Klebsiella pneumoniae a colistina, farmaco
polipéptido que altera la permeabilidad de la membrana bacteriana; desarrollado en un
instituto de la region, quien identificd cepas resistentes a colistina (33,3%), situacion

preocupante por ser esta parte de las tltimas alternativas de tratamiento.%

Quispe Pari et al. (2018), realiz6 un reporte de caso de Klebsiella pneumoniae resistente
a carbapenems en Huancayo. Por lo que recomienda como practica fundamental el
control y eliminacion a través de un manejo farmacoldgico combinado de las Gltimas
lineas antibioticas de amplio espectro de accion como Colistina asociado a

carbapenems.*?

Diaz-Sipion et al. (2020), realizd un reporte de caso en la region Lambayeque de un
nuevo caso de Klebsiella pneumoniae productora de carbapenemasas. En este estudio se
encontraron concentraciones inhibitorias minimas entre 4 y 8 para el ertapenem y
mayores a 16 ug/m para imipenem y meropenem. Siendo estos resultados altos respecto

a la resistencia de esta bacteria. 1%


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Angles-Yanqui%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32973907

2. Resistencia bacteriana

A.Resistencia farmacoldgica de enterobacterias. La resistencia de
enterobacterias adiversos antibidticos recae en su capacidad de compartir genes de
resistencia , ya sea mediante plasmidos o por division celular.? El principal mecanismo
de resistencia es el enzimatico, a través de la presencia de PB-lactamasas.??) Otros
mecanismos son la bomba eflujo y alteraciones en las porinas. ?? Es por ello que se
recomienda como medidas sanitarias una correcta asepsia y antisepsia, capacitacion del
personal de salud, disminuir el uso de métodos invasivos y regular la administracion de

antibioticos mediante el uso racional de los mismos. @

B. Resistencia farmacoldgica de Klebsiella pneumoniae

Las bacterias Klebsiella spp. son bacterias gramnegativas, que pertenecen a la familia de
enterobacterias. ®® Tienen forma de bacilo, son fermentadoras de lactosa y se encuentran
en la boca, piel e intestino humano.®¥ Fueron descritas a mediados del afio 1882 por Carl
Friedlander al examinar pacientes fallecidos por neumonia.®) Segin su genoma
accesorio, pueden clasificarse en tipos : oportunistas, hipervirulentas, multirresistentes
(MDR) y extremadamente resistentes (XDR).?* Dentro de las infecciones que producen
con frecuenciase destacan las infecciones del tracto respiratorio (neumonia), las
infecciones del tracto urinario (ITU) y las infecciones del torrente sanguineo.®2% Se
destaca que en hospitales las fuentes de transmisién son el contacto entre los trabajadores
de la salud y los pacientes, las superficies y los instrumentos contaminados.®

Los factores de virulencia incluyen cépsula, lipopolisacarido, siderdéforos vy pili, entre
otros.Se resalta la bomba eflujo para la resistencia antibiética. ©) Ademas, se ha asociado
laformacion de biopeliculas como sistema de defensa en poblaciones extremadamente
resistentes. ¢ Esta matriz de polisacarido impide la llegada de anticuerpos, del sistema
de complemento y la fagocitosis a la bacteria. 6

-La capsula de polisacarido es uno de los factores de virulencia mas importantes. ©¢24),
Sobretodo, en Klebsiella pneumoniae hipervirulenta.?¥ Esta compuesto por series de

azucares y &cidos urénicos.®

-Lipopolisacaridos (LPS), es un componente principal de la membrana celular. Suele
mutar ocubrirse por la capsula bacteriana para no ser reconocido por el sistema inmune

humano.®:26)
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-Sideréforos, también llamados hemdforos®?, son moléculas quelantes de hierro que es
indispensable para el desarrollo y crecimiento bacteriano.® Existen 4 proteinas ligadas

a la absorcion de hierro: enterobactina, yersiniabactin, salmochelin y aerobactin.?*

-Pili, son estructuras filamentosas cuya funcién es la adhesion a las células epiteliales e

inmunitarias y como promotores de la formacion de biopeliculas.®®

-Las bombas de eflujo, asociadas a la resistencia antibidtica. Su funcion es expulsar
agentes antimicrobianos externos (antibidticos) e internos (fluidos fisioldgicos

bactericidas) para la preservacion bacteriana.®?%

C.Via de la L-ramnosa.

La glucosa-1-fosfato timidililtransferasa (RmIA) es la primera enzima en la ruta de
formaciondel producto L-ramnosa.®® Pertenece al grupo de las transferasas de grupo
fosfato y catalizala reaccion entre el trifosfato de timidina (dTTP) y la alfa-D-glucosa 1-
fosfato, generando un grupo difosfato libre y dTDP-alfa-D-glucosa. Ademas, su pH

Optimo esta 6 - 8.5." La L-ramnosa es un azticar que se encuentra en plantas y bacterias.
®)

Distintos estudios han reportado la presencia de esta enzima en diversas bacterias
grampositivas como micobacterias y gramnegativas, contribuyendo en la formacién de
su pared bacteriana. Cabe resaltar que las rutas de la ramnosa no se encuentran en el ser
humano, por lo que estudios farmacoldgicos podrian ser de relevancia por poca

interaccién con vias enzimaticas humanas.®

3. Estudios computacionales utilizados en la farmacologia

Para el descubrimiento o desarrollo de un farmaco se requieren 2 etapas: (i) pre-clinica,
donde se disefia; y (ii) clinica, donde se evalta el farmaco in vitro, en animales y humanos
a través de ensayos clinicos. En el contexto de los métodos computacionales los posibles
farmacos acttan como ligandos frente a un sitio diana y se perfilan en el concepto de que

compuestos con caracteristicas similares pueden tener actividades similares. Para este

11



tipo de blsqueda existen métodos: (i) basados en screening virtual (target fishing
molecular) para ubicar nuestra poblacion en una base de datos y (ii) docking molecular,

para medir el grado de acoplamiento proteina-ligando. ¥

A.Screening virtual
Es un tipo de método computacional que consiste en evaluar bases de datos con
estructuras quimicas de interés farmacologico a modo de filtro con el fin de obtener un

nimero razonable de compuestos cercanos al ligando buscado para la interaccion. ¢4

B. Docking molecular

Es un tipo de método computacional que permite predecir la afinidad entre dos
estructuras. Eneste caso una estructura rigida (proteina) y una estructura flexible
(farmaco). La flexibilidad radica en las diferentes posiciones con las que puede
interactuar con el sitio diana. Para ello, se hace uso de programas para realizar una
adecuada busqueda de afinidad segun algoritmos yestimar un puntaje segin su energia

de acoplamiento. 4

C. Bases de datos usadas en estudios computacionales

-ZINC15: Base de datos gratuita de millones de estructuras quimicas disponibles
virtualmente para uso de bidlogos, quimicos o investigadores para estudios de
biotecnologia.

@n

-DRUGBANK: Base de datos de acceso gratuito que almacena informacién de todos los
farmacos y blancos terapéuticos donde estos acttan, brinda informacion de la estructura,
secuencia y formas de como actuan los farmacos ademas de como responden sitios diana

enzimaticos frente a estos.®)
-PUBCHEM: Base de datos quimico para obtenciédn de las caracteristicas fisicoquimicas

de las moléculas farmacoldgicas, ademas presenta informacion de las moléculas blanco

donde ejercen actividad biologica.®

-ChEMBL: Base de datos de moléculas bioactivas curada de forma manual obteniendo

12



informacion acerca de actividades genomicas y propias de los farmacos.?

-Protein Data Bank — PDB: Base de datos de proteinas y acidos nucleicos en imagen
tridimensional de uso publico para estudiantes e investigadores. Esta a cargo de
Worldwide Protein Data Bank.G?

D.Programas usados en estudios computacionales

-LiSICA: Programa cuyo objetivo es buscar similaridad entre un compuesto
seleccionado frente a una base de datos de estructuras en formato Mol2, expresados

segun los coeficientes de Tanimoto. Dirigido a investigadores académicos.?

-PYMOL.: Programa tipo visor que permite observar moléculas de diferentes tamafios,

sus trayectorias y generar movimientos moleculares. %

-CHIMERA: Programa gratuito tipo visor que analiza estructuras moleculares y calcula

posibles modos de unién con determinados ligandos. ¢4

-AUTODOCK VINA: Programa utilizado para realizar acoplamiento molecular
computacional de manera avanzada. Se resalta por su precision en comparacion con

programas analogos anteriormente utilizados. ¢

"YASARATM: Programa que gréfica, modela y simula estructuras moleculares, con un

sistema de interaccion artificial. ¢

-LiBELa: Programa computacional de interaccion biomolecular a través del uso de
simulaciones de Monte Carlo, con puntuaciones obtenidas en los célculos de
acoplamiento. Asimismo, permite realizar busqueda de similaridad entre estructuras

quimicas.®"

13



I11. Materiales y métodos

1. Disefio de estudio y contexto
Estudio observacional, transversal descriptivo, basandose en la
caracterizacion de datos encontrados en un tiempo determinado ©® | en
fase preclinica y de tipo In silico, por los métodos computacionales que
utiliza®®. El estudio se realiz6 en la UniversidadCatdlica Santo Toribio
de Mogrovejo, universidad privada ubicada en el departamento de
Lambayeque, que ha adaptado sus actividades académicas a una
modalidad virtual. En el contexto temporal el estudio abarco el periodo de
noviembre del 2021 hasta Septiembre del 2022, en la universidad

mencionada.

2. Poblacion
Estudio de tipo poblacional. Se tomaron en consideracion todas las
estructuras moleculares farmacolégicas orgéanicas de ZINC15 database,
reuniendo un total aproximado de 14100 moléculas de sustancia activa
entre las aprobadas y no aprobadas por la FDA - Food and Drug
Administration (FDA y No-FDA), incorporadas hasta Julio de 2021.

Criterios de inclusion:

(i) farmacos que han sido aprobados y no aprobados por la FDA
(if) moléculas que presentan una estructura similar al sustrato de la

enzima Glucosa-1-Fosfato Timidilil Transferasa (RmlIA).
Criterios de exclusion:

(i) moléculas inorganicas

(if) moléculas que se encuentren en proceso de desarrollo

(iii)moléculas que no formen parte de investigaciones, asumidas por
ZINC database.



3. Variables y procedimientos

a. Variables

-Similaridad sustrato-fArmaco: Grado de semejanza estructural entre
unamolécula que representa el sustrato y una segunda molécula que
representa el farmaco ¢

-Interaccion farmaco-enzima: Grado de acoplamiento estructural entre
dos moléculas, una que representa el farmaco y una segunda molécula
que representa la enzima.“?

-Interaccion sustrato-enzima: Grado de acoplamiento estructural entre
dos moléculas, una de ellas representa al sustrato y la segunda molécula

querepresenta la enzima.“?

b) Procedimiento

Basqueda de la secuencia de aminoacidos de enzima Glucosa 1-
fosfato Timidilil Transferasa (RmIA) de Klebsiella pneumoniae.
Mediante la herramienta libre del National Center for Biotechnology
Information (NCBI) conocida como Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST). Segundo, parala busqueda de la estructura proteica de la
enzima RmIA se realiz6 una basqueda en la base de datos PDB, sin
encontrar la estructura almacenada se tuvo que realizar el modelado

molecular en base al porcentaje de identidad de la molécula.

i) Modelo tridimensional de la enzima Glucosa 1-fosfato Timidilil
Transferasa (RmIA) de Klebsiella pneumoniae. Mediante el uso del
programa libre AlphFold 2.0 de la empresa DEEP MIND, se introdujo la
secuencia de aminoacidos para RmlIA de K. penuminiae, el cual gener6 5

modelos.

i) Validacion de modelo de RmIA

El mejor modelo anteriormente dado por Alphafold 2.0, se someti6 a

15



analisis por el programa SAVE 6.0 de la Universidad de California de Los
Angeles (UCLA). EIl cual mediante sus herramientas ERRAT, VERIFY
3D, PROCHEKY PROVE, validaron el modelo.

iii) Similaridad de farmaco-sustrato

Se obtuvo los farmacos que estén aprobados y no aprobados por FDA de
la base de datos ZINC15 (https://zinc15.docking.org/), el sustrato de
RmIA obtenido a partir de la base de datos PDB. El proceso de similaridad
se dio por el uso del programa LiSICA®®y LiBELA @9,

iv)  Acoplamiento molecular

El sustrato proteico de trifosfato de timidina (dTTP) fue tratado en
YASARATM, donde se agregaron los hidrégenos faltantes, en seguida se
realiz6 control de energia para obtener un modelo més estable. EI modelo
resultante se guardd con una extension “.sce” para continuar con el
acoplamiento de los farmacos aprobados y no aprobados por FDA. El
acoplamiento molecular permitid las energias de interaccion en Kcal/mol
lo que ayudo a seleccionar a los 10 mejores modelos de los farmacos

aprobados yno aprobados por FDA.

. Aspectos éticos y financiamiento
Este estudio computacional correspondié a un analisis de grados de

interaccionentre moléculas organicas con una posible diana de la enzima
de glucosa 1-fosfato timidilil transferasa (Rmla) de Klebsiella
pneumoniae. Fue realizado respetando los principios bioéticos de
autonomia, justicia, benevolencia y no maleficencia. La base de datos de
estructuras moleculares farmacolodgicas esta disponible de forma gratuita
y con acceso publico en la pagina web de ZINC database. Ninguno de los

autores presentd conflictos de interés con empresas farmaceuticas.
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IV.Resultados

Se model6 la estructura de la enzima RmIA de Klebsiella pneumoniae a través del
programa Alphafold 2.0, resultando cinco modelos. Se eligié el de mejor valoracion
segun el programa. Este modelo generd una estructura proteica cuaternaria, el modelo
posee cuatro cadenas polipeptidicas, donde tienen una interaccion de tipo polar (Figura
01).Posterior a ello, se realizdé la validacion por la herramienta SAVEV.6.0, para
reconocimiento de las cadenas hélices o< y de las hojas B. Ademas, se conocid la
estereoquimica de los aminoéacidos; resultados mostrados en la Tabla 01. De igual
manera, se muestra la comparacion entre la estructura modela de K. pneumoniae con la
estructura cristalografica de E. coli (Figura 2a), donde solo se tomaron dos cadenas para

la superposicién de estructuras (Figura 2b).

Figura 01. Estructura de la enzima RmlIA de K. pneumoniae, modelada por Alpha Fold 2
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Figura 02. a) Estructura cristalografica de la enzima RmlA de E. coli (cod. PDB 1MC3). b) Comparacién por
superposicionde las estructuras cristalografica de E coli (verde) con la estructura modelada de K. pneumoniae
(morado).
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Tabla 01: Descripcion de los datos de validacién por SAVE v6.0

SAVE v6.0 RmIA
ERRAT (%) 97.22
VERIFY (%) 92.03

PROVE (z-score/z-RMS) (&) 0.05/3.5
PROCHECK (%) -0.13

Fuente: Informacién obtenida y adaptada de SAVE v6.0

A través del uso del programa LiBELa, se obtuvieron dos grupos de resultados sobre las
comparaciones de similaridad entre el sustrato de RmIA (dTTP-trifosfato de timidina) y
los farmacos obtenidos a partir de las bases de datos ZINC 15 (clasificado como FDA y
No FDA),cada uno de los programas usan sus propias metodologias de comparacion.
Con las listas de farmacos, se contrastaron resultados para obtener un total de 20
farmacos (10 aprobados por la FDA y 10 no aprobados por la FDA). Se tomé un
porcentaje de 80% - 85% de similitudcon el sustrato dttp como punto de corte para
definir alta similaridad estructural (Figura 03). En el Anexo n°3, se observa el codigo

SMILE que representa la estructura quimica de cada ligando.

14 106y

Flirmacos que
cumplen criterios de
Imelusiin

ERILH 100 00
Aprobados por la No aprobadoes por la
FInA Fra
&0 160
Encontrades similares a Ia Encontrados similares @ ka
estructura del sustrata estructura del susirain
=R por LiBELa >8BE% por LiBELa
10 1]
Fhrmacos con mayor Farmaons com mayor
energla de Interaceldn energla de Interacelin
por YASARAMT por YASARAMT

Figura 03: Esquema de seleccion de farmacos en el estudio in silico
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Con respecto a los “sitios pocket” 0 sitios activos, se tomaron en consideracion los
residuos de literatura previa de la enzima en otras bacterias y los sefialados por el
modelaje de Alpha Fold 2.0, identificando los residuos R15, K25, D110, K162 y D225
como cataliticamente importantes. Ademas, se realizé el docking molecular a traves del
programa YASARAMT, donde se encontro la energia libre de interaccion de los 20
farmacos seleccionados y se la comparé con la energia libre de interaccion del sustrato
enzimatico. (Tabla 4 y 5). En el Anexo n°4 se evidencia la interaccion estructural en 2D,
de cada farmaco con la enzima RmlA de Klebsiella pneumoniae.

Tabla 02: Tabla de comparacion de resultados de docking para farmacos FDA, obtenidos por YASARAMT

Ligando Energia libre de union (kcal/mol)
dTTP -222.357

Dolutegravir 97,170
Altol 95 650
Omeprazole 95,550
Bosulif 94,530
Sunitinib (*) 93,850
Donepezil 93,780
Cobimetinib 93,320
Sunitinib (*) 93,230
Betaxolol 91,470
Diosmetin 91,340

*Sunitinib presenta dos interacciones diferentes
Fuente: Informacion obtenida y adaptada de programa YASARAMT

En la tabla 2, se observa las energias libres de interaccion de 10 farmacos aprobados por
la FDA con mayor porcentaje de identidad al sustrato. Se resalta el farmaco Dolutegravir,
un inhibidor de la enzima integrasa contra el Virus de la Inmunodeficiencia Humana
(VIH) @Y como de mayor energia de interaccion (97.170). Entre otros farmacos
seleccionados destacan: Bosulif (inhibidor de la tirosina quinasa utilizado en el
tratamiento de Leucemia Mieloide Cronica) “?, omeprazol (inhibidor de bomba de
protones, utilizado en el tratamiento de Ulcera péptica)®?, sunitinib (inhibidor de protein-
quinasa, utilizado en tratamiento de algunos canceres) “9, betaxolol (bloqueador de los
receptores B cardioselectivos)“®, entre otros ligandos de menor uso cotidiano. Se resalta
que cada uno de estos ligandos seleccionados no presentan actividad antibiotica de uso
comun, sino ejercen accion en enfermedades infecciosas y no infecciosas cronicas.
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Tabla 03: Tabla de comparacién de resultados de docking para farmacos no FDA, obtenidos por

YASARAMT
Ligando Energia libre de unién (kcal/mol)

dTTP -222.357
Lufenuron 103,530
ZINC3872928 (*) 99,980
Dzn 99,920
ZINC3581056 (*) 99,150
Bevantolol 97,830
Mn-305 97,590
Bezafibrat 97,420
Prucalopride 97,060
Terizidone 96,990
Fenbufen 96,930

*Farmacos que no presentan nombre en base de datos ZINC 15
Fuente: Informacidn obtenida y adaptada de programa YASARA

En la tabla 3, se observa las energias libres de interaccién de 10 farmacos no aprobados
por la FDA con mayor porcentaje de identidad al sustrato. Se reporta el farmaco
Lufenuron como el de mayor interaccion, sustancia actualmente utilizada como
insecticida que interfiere la sintesis de quitina en insectos. “6) También se resalta el
Bevantolol, un farmaco candidato como antihipertensivo y anti anginoso. “”

Finalmente, la tabla 04 especifica los aminoacidos con los que la enzima realiza
interaccion con cada ligando farmacoldgico. Ello demuestra el sitio diana de regulacion
por acoplamiento molecular proporcionado por YASARAMT expuesto en estructura 2D.

Tabla 04: Aminoéacidos de interaccion de cada farmaco seleccionado
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Farmaco Aminoéacidos de interaccion

Dolutegravir GLY9 SER10 GLY 11 THR12 ARG 13 LYS23 GLN24 PRO 83 LEU 86 LEU 106 ASP 108
ASN 109 PHE 143 GLY 144 GLU 159 VAL 170 THR 171 GLY 172 TYR 174 GLU 194
ILE 197 TRP 221 ASP 223

Altol LEUG6 ALA7 GLY 8 GLY 9 ARG 13 LYS 23 GLN 24 GLN 80 PRO 83 GLY 85 LEU 86
LEU 106 GLY 107 ASP 108 ASN 109 ARG 142 PHE 143 GLY 144 GLU 159 LYS160 VAL 170
THR 171 GLY 172 TYR 174 GLU 194 ILE 197 THR 198 TRP 221 ASP 223

| LEU6 ALA7 GLY 8 GLY9 ARG 13 LYS23 GLN24 GLN80 PRO83 GLY 85 LEU 86
Omeprazole LEU 106 GLY 107 ASP 108 ASN 109 ARG 142 PHE 143 GLY 144 GLU 159 LYS160 VAL 170
THR 171 GLY 172 TYR 174 GLU 194 GLU 196 ILE 197 ASP 223

LEU 6 GLY 8 ARG13 LYS 23 GLN 80 PRO 83 ASP 84 GLY 85 LEU 86 LEU 106 ASP 108

Bosulif ASN 109 ARG 142 PHE 143 GLY 144 GLU 159 LYS 160 VAL 170 THR 171 GLY 172
TYR 174 ILE 197 THR 198 TRP 221 ASP 223
Sunitinib LEU6 GLY 8 GLY9 SER 10 GLY 11 THR12 ARG 13LYS 23 PRO 83 LEU 86 LEU 106

GLY 107 ASP 108 PHE 143 GLY 144 ASP 223
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Donepezil

LEUG6 ALA7 GLY 8 ARG 13 LYS23 GLN 24 GLY 85 LEU 86 LEU 106 GLY 107 ASP 108
ASN 109 PHE 143 GLY 144 GLU 159 LYS 160 VAL 170 THR 171 GLY 172 TYR 174 GLU 194
GLU 196 ILE 197 THR 198 TRP 221 ASP 223

Cobimetinib

LEUG6 ALA7 GLY 8 GLY 9 LYS23 GLN 24 GLN 80 PRO 83 ASP 84 GLY 85 LEU 86
LEU 106 GLY 107 ASP 108 ASN 109 PHE 143 GLY 144 GLU 159 LYS 160 VAL 170 THR 171
GLY 172 ARG 192 GLU 194 GLU 196 TRP 221

Sunitinib

LEUG6 GLY 8 GLY 9 SER 10 GLY 11 ARG 13 LYS 23 PRO 83 LEU 86 LEU 106 GLY 107
ASP 108 ASN 109 PHE 143 GLY 144 LYS 160 VAL 170 THR171 GLY 172 TYR174 GLU 194
TRP 221 ASP 223

Betaxolol

GLY 9 SER10 THR12 ARG 13 LYS 23 PRO 83 LEU 86 LEU 106 ASN 109 PHE 143 GLY 144
GLU 159 LYS 160 VAL 170 THR 171 GLY 172 GLU 194 GLU 196 ILE 197 TRP 221 ASP 223

Diosmetin

LEUG6 GLY 8 ARG 13 LYS 23 GLN 24 GLN 80 PRO 83 ASP 84 GLY 85 LEU 86 LEU 106
ASP 108 ASN 109 PHE 143 GLY 144 GLU 159 LYS 160 VAL 170 THR 171 GLY 172 TYR 174
GLU 196 ILE 197 THR 198 TRP 221 ASP 223 GLY 225

Lufenuron

LEU6 GLY 8 GLY 9 LYS 23 GLN 80 PRO 83 ASP 84 GLY 85 LEU 86 LEU 106 ASP 108
ASN 109 ARG 142 PHE 143 GLY 144 GLU 159 LYS 160 VAL 170 THR 171 GLY 172 TYR174
GLU 194 GLU 196 ILE 197 THR 198 TRP 221 ASP 223

ZINC3872928

GLY 9 SER10 GLY 11 THR12 ARG 13 LYS23 PRO83 GLY 85 LEU 86 LEU106 ASN 109
ARG 142 PHE 143 GLY 144 GLU 159 LYS 160 VAL 170 THR 171 GLY 172 TYR 174
GLU 194 GLU 196 ILE 197 THR 198 TRP 221 ASP 223

Dzn

LEUG6 ALA7 GLY 8 GLY 9 ARG 13 LYS 23 GLN 24 GLN 80 PRO 83 GLY 85 LEU 86
LEU 106 GLY 107 ASP 108 ASN 109 PHE 143 GLY 144 LYS 160 VAL 170 THR 171 GLY 172
TYR 174 GLU 194 ILE 197 TRP 221 ASP 223

ZINC3581056

LEUG6 GLY 8 GLY 9 SER10 GLY 11 THR12 ARG 13 LYS23 PRO 83 LEU 86 LEU 106
ASP 108 ASN 109 PHE 143 GLY 144 GLU 159 LYS 160 VAL 170 THR171 GLY 172 TYR 174
GLU 194 ILE 197 TRP 221 ASP 223

Bevantolol GLY 9 SER10 GLY 11 THR 12 ARG 13 LYS 23 PRO 83 GLY 85 LEU 86 LEU 106 ASN 109
PHE 143 GLY 144 GLU 159 LYS 160 VAL 170 THR 171 GLY 172 TYR 174 GLU 194 ILE 197

THR 198 TRP 221 ASP 223
Mn-305 GLY 9 SER 10 GLY 11 THR 12 ARG 13 LYS23 PRO83 GLY 85 LEU 86 LEU 106 ASN 109
PHE 143 GLY 144 GLU 159 LYS 160 VAL 170 THR 171 GLY 172 TYR 174 GLU 194 ILE 197

THR 198 TRP 221 ASP 223
Bezafibrat LEU6 GLY 8 GLY9 LYS23 GLN80 PRO83 ASP84 GLY 85 LEU 86 LEU 106 ASP 108

ASN 109 ARG 142 PHE 143 GLY 144 GLU 159 LYS 160 VAL170 THR 171 GLY 172 TYR 174
GLU 194 GLU 196 TRP 221 ASP 223

Prucalopride

GLY 9 SER10 GLY 11 THR 12 ARG 13 LYS 23 PRO 83 GLY 85 LEU 86 LEU 106 ASN 109
PHE 143 GLY 144 GLU 159 LYS 160 VAL 170 THR171 GLY 172 TYR 174 GLU 194 ILE 197
THR 198 TRP 221 ASP 223

Terizidone GLY 9 SER10 GLY 11 THR 12 ARG 13 LYS23 PRO 83 GLY 85 LEU 86 LEU 106 ASN 109
ARG 142 PHE 143 GLY 144 GLU 159 LYS 160 VAL 170 THR 171 GLY 172 TYR 174 GLU194
ILE 197 THR 198 TRP 221 ASP 223.

Fenbufen GLY 9 SER10 GLY 11 THR12 ARG 13 LYS 23 PRO 83 LEU 86 LEU 106 ASN 109 ARG 142

PHE 143 GLY 144 GLU 159 LYS 160 VAL 170 THR 171 GLY 172 TYR 174 GLU 194 TRP 221
ASP 223

Fuente: Informacién obtenida y adaptada de programa YASARA

V. Discusion
En el estudio se identifico el modelo proteico de la enzima RmIA de Klebsiella

pneumoniae generado por Alpha Fold 2.0, un tetrdmero con dos cadenas alfa y dos betas
(Figura 01). Las caracteristicas estructurales muestran similitud con estructuras de
enzimaticas proporcionadaspor Alphey MS, et.al (2013) a través de su estudio in silico
para RmIA en Pseudomonas aeruginosa y Mycobacterium tuberculosis, destacando
sitios activos, sitios alostéricos, bucles y sitios de interaccion en subunidades.“® De la



misma manera Brown, et.al (2017) realizdé un estudio en RmIA de Mycobacterium
tuberculosis que concuerda con caracteristicas de la arquitectura molecular propuesta de
la estructura cuaternaria, sobre todo en el sitio activo en lainterfaz de ambos dimeros.“?

En contraste con nuestra metodologia computacional, Panda, et.al (2019) realiz6 un
estudio in silico sobre el modelado de la enzima heptosyltransferase-111 (HEP-111) como
proteina diana para Klebsiella spp. y confronta sus sitios activos con posibles inhibidores
utilizando energias libres de interaccion. Esto conllevo a aplicar una metodologia alterna
a la utilizada enel presente trabajo adicionando la puntuacion DOPE (Energia proteica
optimizada), el programa de acoplamiento GOLD 3.2 y el uso de la funcién de
puntuacion GoldScore para las posiciones de acoplamiento.®?

En otros estudios de interaccidén farmacoldgica con esta enzima en otras bacterias, se
encontré inhibidores alostéricos analogos de timina en RmIA de Pseudomonas
aeruginosa. “® Por otro lado, Harati, etal (2015), evidencid interacciones de
acoplamiento molecular entre RmIA - Mycobacterium tuberculosis y ligandos de
Etambutol modificados.®Y En comparacion, en el presente estudio se encontré diferentes
farmacos que podrian tener una estructura quimica potencialmente regulatoria con el
sitio activo. No obstante, a la actualidad no hay evidencia a la fecha de estudios
homdlogos con RmIA de Klebsiella pneumoniae para establecer contraste con ligandos
farmacoldgicos.

Dentro de los farmacos seleccionados, es preciso resaltar que no poseen funcion
antibacteriana conocida. Sin embargo, a la revision individual de ellos, se encontrd
estudios que respaldan cierta nueva accidn contra estos microorganismos. Sun J, et.al
(2023) presenta al betaxolol, un farmaco empleado en el tratamiento de Glaucoma como
un inhibidor hidrolitico de beta-lactamasas, asi como su capacidad de acoplamiento con
el sitio activo de esta enzima y el sinergismo con Meropenem. ©2 Liu S, et.al (2015)
sugiere a la diosmetina como farmaco potencial para Staphylococcus. aureus, actuando
como inhibidor en este tipode infeccion bacteriana.®?)

Este estudio permite conocer la interaccion de union farmaco (ligando) con sitio activo
de la enzima. No obstante, al ser un estudio realizado por computador, se obtuvo un
resultado tedrico computacional y se debe ser validado a través de la experimentacion
natural de la enzima y las estructuras quimicas. Qu H, et.al (2007) y Hirmondé R, et.al
(2022), mencionan lo indispensable de esta enzima para el crecimiento bacteriano y
formacion de pared celular en bacterias analogas®®>*, por lo que es de vital importancia
continuar el estudio a partir de los resultados encontrados para lograr su inhibicion.
También se deberia extender la poblacion a mas bases de datos farmacoldgicas y ligandos
en desarrollo para tener mayor representatividad en la seleccion. Finalmente, Panda et.al
(2019) en su estudio utiliza programas computacionales analogos®® , por lo que el
contraste con otros softwares de seleccion y acoplamiento seria ideal para generar mayor
validez en el estudio.
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V1.Conclusiones

Se encontrod valores de energia libre de interaccion para farmacos con el sitio enzimatico
de RmlA de Klebsiella pneumoniae spp. que varia entre 97,170 a 91,340 kcal/mol para
farmacos FDA aprobados seleccionados y para no aprobados entre 103,530 a 96,930
kcal/mol, lo que indicaria un grado de interaccion regulatorio con los sitios pocket de
accion de la enzima.

Dentro de los farmacos aprobados por la FDA con alta energia libre de union se
encuentran: Dolutegravir (97.170), Altol (95.650), Omeprazole (95.550). Mientras entre
los no aprobados por la FDA resaltan: Lefuronon (103.530), ZINC3872928 (99.980), Dzn
(99.920).

Finalmente, se puede interpretar que al generar cambio o regulacién enzimatica por sus
estructuras similares al sustrato trifosfato de timidina-dTTP y nivel de interaccion
alcanzado, podrian ser potenciales inhibidores enzimatica a desarrollar en el campo
laboratorial in vivo.

VI1.Recomendaciones

Es necesario continuar con la valoracion y estudio de estos farmacos en estudios
laboratoriales para mejorar la propuesta de inhibicion enzimatica basada en los resultados
presentados.

Se recomienda ampliar la lista de fArmacos en otras bases de datos que podrian tener una
interaccion semejante 0 mayor a los resultados, considerando gque solo trabajamos con
una sola base de datos.

Finalmente, seria importante corroborar estos farmacos con otros medios
computacionales para brindar mayor certeza de la interaccion con los sitios activos
enzimaticos y potencial regulacién inhibitoria.
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ANEXQOS

Anexo N°1. Estructuras en 2D de sustrato y farmacos aprobados por la FDA 'y
seleccionadospor su energia libre de interaccion.
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Anexo N°2. Estructuras en 2D de sustrato y farmacos no aprobados por la
FDA yseleccionados por su energia libre de interaccion.
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Anexo n°3: Codigo SMILE de farmacos de FDA y no FDA

Farmacos

Codigo SMILE

Dolutegravir

C[C@@H]1CCO[C@H]2Cn3cc(C(=0)NCc4accc(F)ccaF)c(=0)c(0)c3C(=0O)N
21

Altol CC(C)NC[C@@H](0)COclccc(CC(N)=0)ccl
Omeprazole COclcce2ne([S@](=0)Cc3nce(C)c(OC)c3C)[nH]c2cl
Bosulif COclcc(Nc2c(C#N)ene3cc(OCCCN4ACCN(C)CC4)c(OC)ce23)c(Cl)cclCl
Sunitinib CCN(CC)CCNC(=0)clc(C)[nH]c(/C=C2\C(=O)Nc3cce(F)ce32)clC
Donepezil COclcc2c(cclOC)C(=0)[C@@H](CC1CCN(Cc3cccec3)CCL)C2
Cobimetinib O=C(clccc(F)c(F)cINclcee(l)cclF)NICC(O)([C@@H]2CCCCN2)C1
Betaxolol CC(C)NC[C@@H](O)COclccc(CCOCC2CC2)ccl
Diosmetin COclccec(-c2cc(=0)c3c(0O)cc(0)cc302)cclO
Lufenuron O=C(NC(=0)clc(F)cccclF)Nclcc(Cl)c(OC(F)(F)[C@H](F)C(F)(F)F)cclCl

ZINC3872928

CC(C)Oclcec2e(=0)ce(-c3ceccc3)oc2cl

Dzn

O=clc(-c2ccc(O)cc2)coc2ec(O[C@@H]30[C@H](CO)[C@@H](O)[C@H](
O)[C@H]30)ccc12

ZINC3581056

CCL(C)N=C(N)N=C(N)NLOCCCOclcc(Cl)c(Cl)cclCl

COclccc(CCNC[C@@H](0)COc2cccc(C)e2)cec10C

Bevantolol
Mn-305 clceec2e(c1)OC[C@H](CNCCCOcleec3c(c1)OC03)02
Bezafibrat CC(C)(Oclecec(CCNC(=0)c2cce(Clhec2)ecl)C(=0)0

Prucalopride

COCCCNI1CCC(NC(=0)c2cc(Cl)c(N)c3c20CC3)CCl

Terizidone

0=C1NOC[C@@H]1/N=C/clccc(/C=N/[C@@H]2CONC2=0)ccl

Fenbufen

0O=C(O)CCC(=0)ci1ccc(-c2cceec2)ecl
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Anexo N° 4. Interaccion de los 10 farmacos seleccionados aprobados y no aprobados por

laFDA con estructura enzimética modelada.
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