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RESUMEN

La PDE4D es una enzima de gran importancia debido a su amplia distribucion en diferentes tejidos
de mamiferos, ya que se expresa en el sistema inmune, nervioso y endocrino. Esta enzima esta
involucrada en gran cantidad de enfermedades, por esto su inhibicion es de gran utilidad. Sin
embargo, debido a la inespecificidad de los inhibidores existentes y a la dualidad en el
posicionamiento en el sitio activo de la enzima, estos compuestos presentan efectos adversos que
impiden su uso generalizado a nivel médico. Con el fin de reducir los efectos secundarios de estos
compuestos se han creado inhibidores de tercera generacion, disefiados a partir de las caracteristicas
del bolsillo catalitico de las fosfodiesterasas. El desarrollo de nuevos inhibidores es un proceso
costoso y para el cual, es de gran utilidad contar con herramientas computacionales que permitan
predecir la actividad antes de comenzar la fase de sintesis y evaluacion experimental. En este
trabajo se desarroll6 un modelo computacional que combina Docking y modelacién de
farmacdéforos para la prediccion de la actividad de inhibidores potenciales de la fosfodiesterasa 4D.
Adicionalmente se desarroll6 una prueba in vitro para la medicion experimental de los ICs, para
inhibidores de PDE4D.

A partir de estas pruebas se obtuvieron como resultados el disefio de un farmacéforo para ser usado
en la elaboracion racional de nuevos inhibidores de fosfodiesterasas. Ademas este farmacéforo se
uso para verificar los resultados de docking obtenidos para los inhibidores YM-976 y MERCK-
524717, lo que nos permitié demostrar que las aguas seleccionadas en la cavidad catalitica para
llevar a cabo el docking fueron las adecuadas para obtener valores de ICsy acordes con los
reportados en la literatura. Por otro lado la prueba in vitro para medir experimentalmente los ICs, de
los inhibidores YM-976, MERCK-524717 y Rolipram dieron como resultado valores congruentes
con los reportados en la literatura. Ademas con el fin de disponer de enzima PDE4D recombinante

para futuras pruebas se realiz6 un proceso de clonacion tanto en sistema procariote (E.coli) como



eucariote (P.pastoris) donde se logro la produccion de la PDE4D para en estudios posteriores ser

purificada y evaluar su actividad.
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1 INTRODUCCION

Las fosfodiesterasas (PDE) pertenecen a una gran familia enzimatica, que segun el sustrato que
hidrolizan se pueden clasificar en tres grupos, aquellas que catalizan el 3’- 5° adenosin monofosfato
ciclico (AMPc) en 5’-AMP (EC: 3.1.4.53), las que hidrolizan el 3’- 5’ guanosin monofosfato ciclico
(GMPc) a 5’-GMP (EC: 3.1.4.17) y por ultimo aquellas enzimas que presentan un efecto dual
hidrolizando tanto el AMPc como el GMPc (EC: 3.1.4.35). El proceso de catalisis ocurre al
hidrolizar el enlace 3’ fosfodiester de uno de los nucledtidos ciclicos AMPc 0 GMPc dando origen a
las moléculas 5’-AMP o 5’-GMP (Yuasa et al., 2001; Soderling et al., 2000). Estas enzimas
también pueden clasificarse en once tipos que, a su vez, se subdividen en isotipos y variantes por
splicing (Lugnier, 2006). Estos nucledtidos ciclicos actuan como segundos mensajeros en la
sefializacion celular y el AMPc especificamente estd involucrado en el efecto intracelular de
hormonas, neurotransmisores (Habener, 2001) y activacién de linfocitos T (Ledbetter et al., 1986;
Hirose et al., 2008)

A uno de estos grupos corresponde la fosfodiesterasa 4 (PDE4), la cual se encarga de hidrolizar el
enlace 3’-fosfodiester presente en el adenosin monofosfato ciclico (AMPc), dando origen a la
molécula 5’-AMP disminuyendo los niveles de este nucleétido ciclico (Yuasa et al., 2001;
Soderling et al., 2000), que actia como segundo mensajero en el proceso de sefializacion celular en
los sistemas nervioso, inmune y endocrino. La fosfodiesterasa 4 presenta cuatro isotipos diferentes,
nombrados con las letras A, B, C y D (Wang et al., 2007; Muller et al., 1996). Debido a las
funciones que desempefian las PDE4 y su importancia a nivel fisiologico, se han convertido en
blanco de inhibicion para tratar enfermedades del sistema inmune y nervioso; y como alternativa
para mejorar la respuesta a gonadotropinas en la induccion de la ovulacion. Lo anterior se
evidencia en las 1135 patentes estadounidenses reportadas en la base de datos freepatentsonline

(http://www.freepatentsonline.com), que presentan al rolipram ((RS)-4-(3-ciclopentiloxi-4-metoxi-
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fenil) pirrolidin-2-ona), inhibidor especifico de la PDE4, como un medicamento eficiente para
inducir la ovulacién, al mejorar la respuesta a las gonadotropinas en tratamientos de fertilidad
humana (Palmer et al., 2005). Ademas existen patentes que reportan el uso del rolipram como
alternativa para procedimientos contra enfermedades del sistema nervioso central como la esclerosis
maultiple (Hedgepeth y Wacéhtel, 1997), la demencia (Imanishi et al., 1991) y la depresion (Reines
et al., 2001). También es util en afecciones del sistema inmune como la neoplasia de linfocitos B
periféricos (Lerner y Tiwari, 2008) y en inflamacion (Epstein et al., 2009).

A pesar de que el rolipram es especifico para PDE4, su afinidad por todos los isotipos de esta
enzima (A, B, C y D) (Halpin, 2008), ocasiona efectos secundarios como nauseas, gastritis, emésis
y cefalea (Huang et al, 2001). En estudios realizados en humanos se descubrié que las nauseas se
debian al aumento en la secrecion acida del estomago lo que conllevaba a gastritis (Barnette et al.,
1998). Este inhibidor de primera generacion presenta dos tipos de conformacion: de alta y baja
afinidad (O'Donnell y Zhang, 2004; Livi et al., 1990). Cada tipo de conformacion esta relacionada
con efectos farmacoldgicos diferentes. La conformacion de alta afinidad del rolipram actia como
antidepresivo y estudios en sistema nervioso central demostraron que la presencia de PDE4B vy
PDEA4D en el area postrema del cerebro son las causantes de los efectos eméticos y la cefalea (Mori
et al., 2010, Saccomano et al, 1991; Schmiechen et al, 1990; Barnette et al., 1995a) mientras que la
conformacion de baja afinidad se ve relacionada con la proliferacién de linfocitos T (Barnette et al.,
1995b; Duplantier et al., 1996). Lo anterior se demuestra en un estudio sobre los efectos del
rolipram en neuronas corticales y linfocitos T; donde se observd que el rolipram se une con alta
afinidad a las neuronas, presentando una abundante difusién en este tipo de células mientras que la
proliferacion de linfocitos T se debe principalmente a la conformacion de baja afinidad (Hirose et

al., 2008).
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Debido a esta dualidad en la accién del rolipram, se crearon inhibidores de segunda generacion
como el cilomilast (4-ciano-4-(3-ciclopentiloxi-4-metoxifenil)ciclohexano-1-carboxilico) (Barnette
et al, 1998) vy el roflumilast (3-(ciclopropilmetoxi)-N-(3,5-dicloropyridin-4-il)-4-
(difluorometoxy)benzamida) (Nell et al.,, 2000) medicamentos elaborados para controlar las
afecciones del sistema inmune; su principal caracteristica fue presentar un solo tipo de afinidad
(baja) para asi actuar adecuadamente en células inmunocompetentes y no producir los efectos
adversos que ocasionaba la alta afinidad (Chung, 2006). Tanto el rolipram como los medicamentos
de segunda generacion pueden unirse a todos los isotipos de PDE4 y como consecuencia siguen
presentando una amplia gama de efectos secundarios (Huang et al., 2001).

Recientemente, utilizando las caracteristicas del sitio activo como herramienta de disefio, se han
sintetizado drogas de tercera generacion especificas para cada isotipo (Hirose et al., 2007). El
primero de ellos es el {4-[8-(3- nitrofenil)-[1,7]naftiridina-6-il]Jacido benzoico} (NPV) que es de un
orden de magnitud mas efectivo sobre PDE4B y PDE4D (Wang et al., 2007); el 4-(8-
benzo[1,2,5]oxadiazol-5-il-[1,7]naftiridina-6-il)-acido benzoico (NVP-ABE171), una variante del
NVP con mayor afinidad por la PDE4D (Trifilieff et al., 2001) y los inhibidores 524717 de
MERCK (3,5-Dimetil-1-(3-nitrofenil)-1H-pirazol-4-acido carboxilico etil ester) (Calbiochem
catalog, 2010) y YM-976 (4-(3-clorofenil)-1,7-dietilpirido[2,3-d]pirimidina-2(1H)-ona) especificos
para PDE4B y PDE4D. Pese a que existen una gran cantidad de compuestos de tercera generacion,
no hay informacidn clinica reportada aun, debido a que se encuentran en fase de evaluacion (Aoki
et al., 2000a).

Lo anterior demuestra que es posible el disefio de medicamentos especificos para cada isotipo de
PDE4, aumentando las posibilidades de que los inhibidores de esta enzima puedan ser utilizados
segun la variante enzimatica presente en el tejido. Para este proceso es deseable contar con un
sistema que permita evaluar la especificidad y eficiencia de los inhibidores de PDE4 de una manera

confiable y economica. Por eso, en este trabajo se propusé el desarrollo de herramientas
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computacionales y bioquimicas que permitan la seleccion de inhibidores especificos de PDE4D
como etapa previa a su evaluacién in vivo. Las pruebas in vivo emplean animales de laboratorio
como el raton y el conejo y evallan la respuesta sistémica (prueba de inyeccion) o la respuesta local
(prueba intracuténea) (Arias, 1999).

2 MARCO TEORICO

2.1 GENERALIDADES

Las fosfodiesterasas (PDE) pertenecen al grupo de las nucleasas, las cuales son enzimas hidrolasas
que catalizan la ruptura de los enlaces fosfodiester (Devlin, 2004), como los que se establecen en
los &cidos nucleicos entre la pentosa de un nucleétido y el grupo fosfato de otro. Sin embargo, las
fosfodiesterasas actlian directamente sobre nucleétidos ciclicos, al hidrolizar el enlace fosfato
interno de los nucle6tidos ciclicos a través de moléculas de agua como el adenosin monofosfato

ciclico (AMPc) y el guanosin monofosfato ciclico (GMPc) como se observa a continuacion:

Nucleétido monofosfato ciclico + H,0 = Nucleétido monofosfato

2.1.1 RESENAHISTORICA

Las multiples conformaciones (isoformas o isotipos) de las fosfodieterasas fueron aisladas
de cerebro de raton usando geles de poliacrilamida a comienzo de los afios setentas
(Uzunov y Weiss, 1972; Strada et al., 1974) y al poco tiempo se descubrié que estas
enzimas eran inhibidas por una gran variedad de drogas tanto en cerebro como en otros
tipos de tejidos (Weiss, 1975; Fertel y Weiss, 1976). El potencial de los inhibidores
selectivos de las fosfodiesterasas para ser utilizados como agentes terapéuticos fue predicho

en el afio de 1977 (Waiss y Hait, 1977). Esta prediccion fue de gran importancia por sus
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importantes usos terapéuticos como el Viagra inhibidor de la PDE5 y el Diazepam

inhibidor de la PDE4

2.1.2 CLASIFICACION Y NOMENCLATURA

Segun la numeracion EC del Comité de la Unidn Internacional de Bioguimica y Biologia Molecular
(Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology NC-IUBMB) las

fosfodiesterasas se encuentran clasificadas dentro de los nimeros EC 3.1.4. Segun el sustrato que
hidrolizan se pueden clasificar en tres grupos (Figura 1): Las enzimas que catalizan el
AMPc en 5’-AMP (EC: 3.1.4.53), las que hidrolizan el GMPc a 5’-GMP (EC: 3.1.4.17) y
por ultimo aquellas enzimas que presentan un efecto dual hidrolizando tanto el GMPc como
el AMPc (EC: 3.1.4.35). Existe otro tipo de agrupacion en once tipos de enzimas (Figura 2)
que se subdividen a su vez en isotipos y variantes por splicing (Lugnier, 2006). Las PDE 4,
7 y 8 hidrolizan el AMPc en 5’-AMP; las PDE 5, 6 y 9 degradan el GMPc a 5’-GMP y por
ultimo las PDE 1, 2, 3, 10 y 11 presentan un efecto dual hidrolizando tanto el GMPc como
el AMPc. Estos nucledtidos ciclicos actian como segundos mensajeros en la sefializacion
celular y el AMPc especificamente est4 involucrado en el efecto intracelular de hormonas,
neurotransmisores (Habener, 2001) y activacion de linfocitos T (Ledbetter et al., 1986;

Hirose et al., 2008).
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Figura 1. Reaccidon de hidrolisis del AMPc y GMPc mediada por fosfodiesterasas.Elaborado por
Velasquez 2011.

2.1.3 IMPORTANCIA CLINICA

Las fosfodiesterasas son enzimas que a menudo han sido usadas como blanco de la inhibicion
farmacoldgica debido a su distribucion especifica en determinados tejidos, a sus propiedades
estructurales y funcionales (Jeon et al., 2005). Los inhibidores de PDE pueden aumentar o
prolongar los efectos de los procesos fisiolégicos mediados por el AMPc o el GMPc al inhibir su
degradacion por parte de las PDE. Inhibidores de las PDE se han identificado como las potenciales
terapias nuevas en areas como la hipertension arterial pulmonar, enfermedades coronarias, la

demencia, la depresién y la esquizofrenia (Khairallah et al., 2008).

2.14 CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES

Todas las fosfodiesterasas poseen tres dominios. El domino N-terminal, que presenta gran
variabilidad entre las diferentes PDE y es el determinante de la localizacion celular, ademés
presenta sitios de fosforilacion involucrados en regulacion (Halpin, 2008). El dominio C-terminal es
similar en todas las PDE, y en el caso particular de la PDE4 es blanco de fosforilaciones que

modulan la estabilidad de la enzima (Conti y Beavo, 2007). Finalmente, el domino central

16



corresponde a la region catalitica y es altamente conservado. La principal diferencia entre
fosfodiesterasas radica en los residuos que determinan la especificidad por el sustrato, generado por

la flexibilidad conformacional correspondiente a la glutamina 369 de las PDE4 (Zhang et al., 2004).

—Y -y — (K__(r PoE1
(K [ PDE2
({ (rPDE3
D[R PDE4
L&) &N {0~ PoES
—& & KO8 PoEs
[ ((r PDE7

&) ( (KO- PDES
— (H__ (- PDEOQ

R = O [r PoET0
& (- PoE1

(") Dominio Catalitico ) Dominio PAS
%) union Cam () COOH terminal
&= Dominio GAF @ ) Dominio de anclaje
@) ucr © Sitio de fosforilacion

Figura 2. Estructura de los once tipos de fosfodiesterasas. Modificado de: Halpin, 2008.

2.2 FOSFODIESTERASATIPO 4

221 IMPORTANCIA

De los once tipos de fosfodiesterasas existentes, una de las mas estudiadas es la fosfodiesterasa tipo
4 (Huang et al., 2001; Jones, 2004). En el caso del sistema endocrino, se encuentra presente en las
células de la granulosa (Mayes, 2002) y resultados previos obtenidos en el grupo de Biotecnologia

Animal de la Universidad Nacional sede Medellin han demostrado que la inhibicién de esta enzima
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presenta excelentes resultados en maduracién de oocitos. Eso convierte la inhibicion de PDE4 en
una alternativa frente a las hormonas gonadotrépicas FSH y LH en los protocolos de produccion de

embriones in vitro (Lopez et al., 2008).

2.2.2 CARACTERISTICAS GENERALES

Las fosfodiesterasas tipo 4 presentan hidrolisis exclusiva del AMPc y estan divididas en cuatro
isotipos: A, B, C y D. La PDE4D es la isoforma responsable del efecto emético producido por
muchos inhibidores como el rolipram (Hirose et al., 2007; Peter et al., 2007). Cada isotipo presenta
variantes por splicing, dando origen aproximadamente a 20 enzimas diferentes. Pese a lo anterior,
todas estas variantes presentan propiedades cinéticas relacionadas, requieren de los mismos iones

como cofactores y son inhibidas por el rolipram (Conti et al., 2003).

2.2.3 UBICACION FISIOLOGICA

Las PDE4 son particularmente abundantes en células inmunes (Chung, 2006) y ademas, estan
involucradas en la produccién de mediadores inflamatorios, como citoquinas y especies reactivas de
oxigeno (Torphy, 1998; Souness et al., 2000). Las PDE4A y PDE4B son particularmente abundante
en neutrdfilos y monocitos (Ariga et al., 2004; Jin et al., 2005) mientras que la PDE4D se encuentra
presente en todas las células del sistema inmune y esta relacionada con la proliferacién de linfocitos
T (Robichaud et al., 2002; Lehnart et al., 2005). Debido a la influencia de esta enzima en el sistema
inmune, se han desarrollado inhibidores que actian como antiinflamatorios y broncodilatadores
(Barnette et al., 2000), que evitan la produccién de sustancias inflamatorias como la interleuguina-
1B y el TNFa (Chung et al., 2006; Halpin, 2008)

En el sistema nervioso central, la PDE4 presente en la corteza cerebral se encarga de hidrolizar el
AMPc formado por la estimulacion de B-adrenorreceptores (Ye et al., 1996) y la inhibicion de esta
enzima produce efectos antidepresivos por alterar la noradrenalina mediada por neurotransmision

(James et al., 2004). Cuando se descubrio que el rolipram tenia actividad sobre el sistema nervioso
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central (Wachtel, 1982), se pensé que inhibidores de la PDE4 podian ser una nueva clase de drogas
antidepresivas (Wachtel, 1983). Sin embargo, los avances en el disefio de estos medicamentos han
sido reducidos debido al poco conocimiento de los isotipos de PDE4 presentes en el cerebro y su
funcidn, ademas de los diferentes sitios de unidn del inhibidor (alta y baja afinidad) (Jacobitz et al.,
1996).

En el caso del sistema endocrino, un estudio realizado en la unidad folicular de ratones knockout
para la PDE4D (Jin et al., 1999) reporta que las hembras de estos animales, presentaron deficiencia
en la fertilidad, debido a la incapacidad para ovular y a la disminucién en la sensibilidad a las
gonadotropinas FSH y LH por parte de las células de la granulosa. La PDE4 se encuentra en las
células de la granulosa, que hacen parte de la unidad folicular (Mayes, 2002). Las hormonas
gonadotropicas FSH y LH se unen a receptores de membrana presentes en las células de la
granulosa del complejo cimulo oocito (CCO) para comenzar la via de sefializacion, que ocasiona la
disminucién de las uniones de abertura y la produccion de &cido hialurénico como caracteristicas de
la mucificacién que se presenta por los altos niveles de AMPc en las células de la granulosa (Calder
et al., 2003), dando como resultado la maduracién del oocito (Jones, 2004; Josefsberg, 2002). La
respuesta celular mediada por las gonadotropinas, se puede mimetizar con la inhibicion de la PDE4
presente en las células de la granulosa (Tsafriri et al., 1996), que permitira la acumulacién de AMPc
en estas células, desencadenando los mismos resultados que con las hormonas ganadotropicas,

dando como resultado la maduracion del oocito (Figura 3) (Calder et al., 2003).
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Células de la granulosa
Oocito de Mamifero

Figura 3. Localizacion celular de las fosfodiesterasas en la unidad folicular. Modificado de: Conti et al.
2002.

2.24 FOSFODIESTERASA TIPO 4 ISOTIPO D

2.2.4.1 CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS

La fosfodiesterasa tipo 4 isotipo D (PDE4D) es una de las fosfodiesterasas mas estudiadas debido a
su amplia distribucion en los diferentes 6rganos de los mamiferos (Grange et al., 2000; Robichaud
et al., 2002; Gretarsdottir et al., 2003; Bolger et al., 2003; Wang et al., 2003; Jin et al., 1998; Liu et
al., 2000). Ademas es la PDE4 con mayor nimero de variantes por splicing: 9 (Figura 4), de estas
variantes las PDE4D6 se encuentra principalmente en el cerebro, la PDE4D7 estd presente en

testiculos y rifion, y la PDE4D8 esta en higado, corazén y pulmon (Richter et al., 2005).

2.2.42 CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES

En el sitio catalitico de la PDE4 se encuentran iones metalicos como el zinc o el magnesio, que
estan involucrados en la catélisis y la uniéon del AMPc (Huang et al., 2001). La PDE4 presenta las
formas apoenzima (sin iones de magnesio y zinc) y holoenzima (con iones de magnesio y zinc) y se
ha demostrado que el rolipram presenta mayor afinidad por el sitio activo de la PDE4 en la forma

holoenzima (Laliberte et al., 2000). En la region N-terminal hay dos zonas altamente conservadas
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llamadas UCR1 y UCR2 (del inglés upstream conserved region 1 y 2), que corresponden a
dominios reguladores que controlan la conformacion cuaternaria de la enzima. Dependiendo de su
presencia y longitud de secuencia las PDE4 se dividen en dos subgrupos: formas largas y formas
cortas (Richter et al., 2002). Estas regiones son determinantes en las multiples conformaciones del
sitio activo y presentan sitios de fosforilacién que aumentan la actividad enzimética (Conti et al.,

2003).
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Figura 4. Variantes por splicing de la PDE-4D con sus diferencias estructurales en la region N-terminal
0 UCR. Modificado de: Halpin, 2008.

El dominio catalitico de la fosfodiesterasa tipo 4 estd conformado por 16 hélices alfa altamente
conservadas en los cuatro isotipos (Figura 5) (Xu et al., 2000). El bolsillo catalitico tiene un

volumen de 440 A® tamafio suficiente para acomodar una molécula de AMPc (232 A% o su
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producto 5’-AMP (256 A®). Esta cavidad se puede dividir en dos subsitios uno de union de los
metales divalentes y otro de union al sustrato (Conti et al., 2007; Alvarez et al., 1995; Houslay et
al., 2003). La estructura de la PDE4D en complejo con AMPc (Figura 6) muestra que las aguas
coordinan uno de los dos iones metalicos que actia como nucleéfilo en la reaccion de hidrdlisis, los

iones metélicos también pueden estabilizar el estado de transicion (Xu et al., 2000)

Figura 5. Estructura tridimensional de los diferentes isotipos de la PDE4. Tomado de: Wang 2007.
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Figura 6. AMPc en el bolsillo catalitico de la PDE4D, con los aminoacidos que conforman el sitio activo.
Elaborado por Velasquez 2011.

Las PDE4B y PDE4D presentan una gran similitud en el sitio activo, ya que los aminoacidos
involucrados en la unién del inhibidor tienen la misma conformacion en ambas enzimas. Al
comparar la PDE4D con la PDE4A se observan algunas diferencias especialmente en aminoacidos
cercanos a la glutamina 369 (Q369) que se encuentra en el sitio activo y es critica para la union del
sustrato y de los inhibidores, por ser este aminoacido el encargado de discriminar entre el AMPc y
GMPc. Si esta glutamina rota 180° puede hidrolizar el GMPc y si presenta un caracter rotable del
puente de hidrégeno que genera puede hidrolizar ambos nucle6tidos ciclicos como en el caso de las
PDE duales. Al comparar la PDE4D con la PDEAC las diferencias son mucho mas obvias, ya que

existen 12 amino&cidos en el sitio activo que difieren en su posicién (Figura 7) (Wang et al., 2007)
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Figura 7. Alineamiento estructural de la PDE 4D con la PDE4A (a), PDE4B (b), PDE4C (c). Tomado de:
Wang 2007.

2.3 INHIBIDORES DE PDE

2.3.2 INHIBIDOR DE PRIMERA GENERACION: ROLIPRAM

La primera generacion de inhibidores fue liderada por el rolipram (Figura 8) ((RS)-4-(3-
ciclopentiloxi-4-metoxi-fenil)pirrolidin-2-ona), el cual tiene afinidad por todos los isotipos de la
PDE4 (Souness et al., 1997). El rolipram puede unirse en conformaciones de alta o baja afinidad
(Demnitz et al., 1998), que estan involucrados en ciertos efectos farmacoldgicos indeseables (James

et al., 2004; Torphy, 1998)

ROLIPRAM “eellL

ROLIPRAM _ /=~

0 B
o) i
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O sn321(A)
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Figura 8. Estructura del rolipram y sus interacciones con el sitio activo de PDE4D. Elaborado por
Velasquez 2011.
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2.3.3 INHIBIDORES DE SEGUNDA GENERACION

Debido a la poca especificidad del rolipram y su dualidad en el mecanismo de unién, se disefi6 una
segunda generacion de inhibidores entre los que se encuentra el roflumilast (3-(ciclopropilmetoxi)-
N-(3,5-dicloropyridin-4-il)-4-(difluorometoxy)benzamida) (Nell et al., 2000) y el cilomilast (4-
ciano-4-(3-ciclopentiloxi-4-metoxifenil)ciclohexano-1-carboxilico) (Figura 9) (Torphy et al., 1999).
Estos medicamentos se disefiaron utilizando el rolipram como nucleo estructural. Para el cilomilast
las modificaciones se presentaron en el grupo 4-pirrolidin-2-ona del rolipram, el cual fue
reemplazado por el 4-ciano-4-ciclohexano-1-carboxilico del cilomilast, modificandose la polaridad
al pasar de un ambiente basico otorgado por el NH al rolipram, a un entorno acido por el COOH
presente en el cilomilast y alterdndose el tipo de interacciones con el sitio catalitico, por pasar de
grupos donadores de electrones como el NH del grupo pirrolidin y el oxigeno de la cetona en el
rolipram a grupos aceptores de electrones como el grupo ciano (CN) y el &cido carboxilico (COOH)
en el cilomilast. La regién de ambas moléculas que permanece intacta, corresponde a la posicion

ocupada por la base nitrogenada y el azlcar (March, 1977).

ROFLUMILAST CILOMILAST

Cl
NQ—N F>—F OQ
— 0
L 04
O‘\> y / o
N

Figura 9. Estructura de los inhibidores de segunda generacién roflumilast y cilomilast. Elaborado por
Velasquez 2011.
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2.3.4 INHIBIDORES DE TERCERA GENERACION

A pesar de estas modificaciones la afinidad del cilomilast no logré superar los efectos adversos que
producia el rolipram (Huang et al., 2001). Por esta razon fue necesario crear una tercera generacion
de inhibidores basada en el estudio del sitio catalitico de la PDE4, entre estos inhibidores se
encuentra el YM-976 (4-(3-clorofenil)-1,7-dietilpirido[2,3-d]pirimidina-2(1H)-ona) el NVP ({4-[8-
(3- nitrofenil)-[1,7]naftiridina-6-ilJacido  benzoico}), el 524717-MERCK (3,5-Dimetil-1-(3-
nitrofenil)-1H-pirazol-4-acido  carboxilico etil ester) y el NVP-ABE171 (4-(8-
benzo[1,2,5]oxadiazol-5-il-[ 1,7]naftiridina-6-il)-acido  benzoico) (Figura 10). La principal
caracteristica del YM-976 (Aoki et al., 2000a) fue reducir el efecto emético, basado en el
mimetismo que presenta la pirimidina de este inhibidor con la base nitrogenada adenina del sustrato
original (AMPc) (Aoki et al., 2000b), ademas su especificidad es superior ya que presenta un I1Cs
(concentracion molar de una sustancia que reduce la unién del sustrato al 50% de la maxima union

especifica) de 2.2 nM comparado con un ICs, de 117 nM para el cilomilast (Huang et al., 2001).

NVP NVP- ABE171
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Figura 10. Inhibidores de tercera generacion de PDEA4. Elaborado por Velasquez 2011.

En el caso del inhibidor NVP, su estructura simula al 3"- 5" adenosin monofosfato ciclico (AMPc),
especialmente la region que corresponde a la base nitrogenada adenina, ya que en este compuesto se
reemplaza por el grupo naftiridina, que presenta apilamiento en el sitio catalitico de la enzima con
una fenilalanina conservada entre todas las fosfodiesterasas y que interactla paralelamente con la
adenina y la guanina en el caso de los sustratos originales y con grupos benzeno en diferentes
inhibidores como el rolipram, el cilomilast y el YM-976. EI NVP se une en la misma conformacion
que el AMPc en el sitio activo de la PDE4 e interactia con los mismos residuos. Ademas debido a
su gran tamafio ocupa practicamente todo el bolsillo catalitico, ya que solo permite un area de
accesibilidad del solvente del 10%. Debido a su mayor especificidad se reportan ICs, diferentes para
cada uno de los cuatro isotipos de las PDE4, para la PDE4A es 3.3 uM £0.2, para la PDE4B es 0.65
uM =+ 0.01, para la PDE4C es 5.7 uM £ 0.2 y por ultimo para la PDE4D es 0.57 uM = 0.04 (Wang

et al., 2007).

El NVP-ABE171 es un compuesto que usa como nucleo estructural al NVP, presentando una
modificacion del 4-8-3-nitrofenil del NVP, por el 4-8-Benzo[1,2,5]oxadiazol-5-il presente en el

NVP-ABE171, incrementado la especificidad que se observa en los ICsq para cada isotipo de la
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PDE4, ya que pasa de valores uM a nM. Los valores de ICsq del NVP-ABE171 son para PDE4A

602 nM, para PDE4B 34 nM, para PDE4C 1230 nM y para PDE4D 1.5 nM (Trifilieff et al., 2001).

Y el 524717-MERCK en lugar del ciclopentiloxi del rolipram, posee 2 grupos metilo en las

posiciones 3 y 5, ademas posee un metil en la posicion 4, estas ramificaciones incrementan su

especificidad, que se observa en los ICsy reportados para PDE4B de 33 nM y para PDE4D de 21

nM. Los valores de IC5, para diferentes isotipos de PDE4 reportados para algunas drogas se

representan en la tabla 1.

Inhibidor

ICso genérico

Referencia

ROLIPRAM (1) 800 nM Calbiochem catalog, 2010
CILOMILAST (2) 117 nM Torphy et al., 1999
ROFLUMILAST (2) 0.8 nM Nell et al., 2000
1Cs0

PDE4A PDE4B PDE4AC PDE4D
NVP (2) 33uM | 0.65uM | 5.7 uM 0.57uM | Wang et al., 2007
NVP-ABE171 (3) 602 nM 34 nM 1230 nM 1.5nM Trifilieff et al., 2001
524717-MERCK (3) nr 33 nM nr 21 nM Calbiochem catalog, 2010
YM-976 (3) 35nM [ 1.0nM 13 nM 1.7nM Aoki et al., 2001

Tabla 1. Inhibidores de primera, segunda y tercera generacion con sus respectivos valores de ICsx. nr:

no reporta.
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4 OBJETIVOS

41 OBJETIVO GENERAL:
e Implementar un sistema de evaluacion in vitro e in silico de inhibidores de fosfodiesterasa

tipo 4.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Establecer un sistema computacional para la evaluacion in silico de potenciales inhibidores
de fosfodiesterasa tipo 4.

e Disefiar e implementar una estrategia de clonacion para la expresion de fosfodiesterasa tipo
4 recombinante.

e Evaluar la expresion de la proteina recombinante.

o Disefiar un sistema in vitro para la evaluacién de inhibidores de fosfodiesterasa tipo 4
usando enzimas recombinantes.

e Cuantificar el efecto inhibitorio de YM-976, 524717-MERCK y rolipram sobre

fosfodiesterasa tipo 4 recombinante.
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RESULTADOS

5 CAPITULO1

En este articulo se desarrollo una metodologia para la clasificacion de inhidores de fosfodiesterasas
de acuerdo a su mecanismo de union utilizando un amplio grupo de compuestos para poder tener las
herramientas necesarias que permitan el disefio de rutinas computacionales para la modelacion de
farmacoforos Utiles que permita conocer las condiciones del sitio activo de esta enzima y la
posicion relativa que toman los inhibidores en la union enzima-ligando. Ademas este farmacoforo
también fue usado para la prediccién de los valores de ICx, para la evaluacion in silico de nuevos

inhibidores de fosfodiesterasas.
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ABSTRACT

Identification of pharmacophores is a very important step in de novo design, lead optimization,
chemogenomics and virtual screening of drugs. Unfortunately, the high cost of comercial software
for pharmacophore detection is a common limiting factor for researchers with limited funding. In
this paper we present a set of freely available perl routines that were designed to aid in the process
of 3D pharmacophore identification and QSAR studies. These routines also allowed the
classification of ligands based on their tridimensional similarity and binding mechanism. As test

model we used the family of phosphodiesterases and their inhibitors.

Keywords: Pharmacophore, Inhibitor, Protein, Enzyme, Drug.

RESUMEN

La identificacion de farmactforos es uno de los pasos mas importantes en el disefio de novo,
identificacion de compuestos lider, quimiogenémica y tamizaje virtual de nuevos medicamentos.
Sin embargo, el alto costo de los paquetes comerciales para la deteccion de farmac6foros es un
factor limitante para investigadores con recursos limitados. En este articulo presentamos un
conjunto de rutinas en perl que fueron disefiadas para la identificacién de farmacéforos en 3
dimensiones y estudios de QSAR. Estas rutinas también permitieron una clasificacion de ligandos
basada en su similitud tridimensional y mecanismo de union. La utilidad de estos programas fue

probada sobre los inhibidores de la familia de las fosfodiesterasas.

Palabras claves: Farmacéforo, inhibidor, proteina, enzima, droga.
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INTRODUCTION

The pharmacological effect of drugs is generally the result of their interaction with a specific
protein target. Compounds with similar activities at the same enzyme or receptor must possess
related properties that facilitate their specific binding. A pharmacophore is defined as the 3D
arrangement of ligand features responsible for its activity (1, 2). Identification of the
pharmacophore is a very important step in de novo design, lead optimization, ADME/TOX studies,
chemogenomics and virtual screening (3-5). The simplest approach for the identification of
pharmacophores is based on the alignment of protein-bound ligands and finding their common
pharmacophore (1). This method also gives the highest level of resolution as the output consists of a
3D position of an atom associated with its properties (6-8). The performance and applicability of
pharmacophore modeling depends on two main factors: the definition and placement of
pharmacophoric features and the alignment techniques used to overlay 3D pharmacophore models
and small molecules. Identification of the pharmacophore can be a tedious and cumbersome task
when many protein-ligand complexes are available. In this case for this, it is necessary to
superimpose available structures of the protein-ligand complexes. Unfortunately, compounds of
different nature can bind to the same protein pocket and, sometimes, the same compound can bind
in multiple conformations. For these reasons it is difficult to generalize the chemical features
required for binding. Additionaly, the high cost of commercial software for pharmacophore can be a

limiting factor use for researchers with limited funding.

In this paper we present a set of freely available perl routines designed to aid in the process of 3D
pharmacophore identification and QSAR studies. These routines also allow the classification of
ligands based on their tridimensional similarity and binding mechanism. As test model we used the
family of phosphodiesterases (PDE) and their inhibitors, which comprise a complex set of ligands

that can also bind in different conformations.
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MATERIALS AND METHODS

Scripts

All scripts were written in Perl 5.10 (9). Scripts and instructions on how to use them are freely

available upon request to the corresponding author (ANEXO 1)

Data

Comparisons were performed on the following set of phosphodiesterase complexes obtained from

the Protein Data Bank.

e PDE3: 1502, 1SQJ.

PDE4: 1PTW, 2QYK, 318V, 1R06, 1R09, 1ROR, 1TB5, 1XLX, 1XLZ, 1XM4, 1XM6,
IXMU, IXMY, 1XNO, 1XOS, 1XOT, 1Y2H, 1Y2J, 2QYL, IMKD, 10YN, 1Q9M, 1TB7,
1TBB, 1XOM, 1XON, 1X0Q, 1XOR, 1Y2B, 1Y2C, 1Y2D, 1Y2E, 1Y2K, 1ZKN, 2FMO,
2FM5, 2PW3, 2QYN, 3D3P, 3G45, 3G4G, 3G4l, 3G4K, 3G4L, 3G58, 31AD, 31AK, 3K4S,
3KKT.

PDE5:1UDT, 1UDU, 1UHO, 1T9S, 1TBF, 1X0Z, 1XPO.

PDET7:1ZKL.

A list of all ligands and their structures are shown in table 1 and figure 1

ID |Name

0CP 5-{3-[(1S,2S,4R)-bicyclo[2.2.1]hept-2-yloxy]-4-methoxyphenyl}tetrahydropyrimidin-
2(1H)-one

15X | 1-[4-[[2-fluoro-4-methoxy-3-(3-nitrophenyl)phenyl]methyl]phenyl]urea

20A N-benzyl-1-ethyl-4-(tetrahydro-2H-pyran-4-ylamino)-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-
carboxamide

3DE 4-(ethoxycarbonyl)-3,5-dimethyl-1-phenyl-1H-pyrazol-2-iumethyl 3,5-dimethyl-1-phenyl-
pyrazol-2-ium-4-carboxylate

4DE | Ethyl 1-(4-methoxyphenyl)-3,5-dimethyl-1H-pyrazole-4-carboxylate
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5DE | Ethyl 1-(4-aminophenyl)-3,5-dimethyl-1H-pyrazole-4-carboxylate

5GP | Guanosine-5'-monophosphate

5RM | (R)-Mesopram

666 (5_R)—6—(4—{_[2—(_3—iodobenzyl)—3—oxocyc|ohex—l—en—l—yl]amino}phenyl)—5—methyl—4,5—
dihydropyridazin-3(2H)-one

6DE | Ethyl 1-(2-chlorophenyl)-3,5-dimethyl-1H-pyrazole-4-carboxylate

7DE | Ethyl 3,5-dimethyl-1-(3-nitrophenyl)-1H-pyrazole-4-carboxylate

8BR | 8-bromo-adenosine-5'-monophosphate

988 | 8-(3-nitrophenyl)-6-(pyridin-4-ylmethyl)quinoline

AMP | Adenosinemonophosphate

CIA | Tadalafil

CIO | Cilomilast

CMP | Adenosine-3',5'-cyclic-monophosphate

D71 |1-(3-nitrophenyl)-3-(pyridin-4-ylmethyl)pyrido[3,2-e]pyrimidine-2,4-dione

DEE | ethyl 3,5-dimethyl-1H-pyrazole-4-carboxylate

EV1 | Papaverine

FIL |Filamilast

IBM | 3-isobutyl-1-methylxanthine

M98 2-{2-[(1R)-1-[3_-(cyc|opropyloxy)-4-(difIuoromethoxy)phenyl]-2-(1-oxidopyridin-3-
yl)ethyl]-1,3-thiazol-5-yl}-1,1,1,3,3,3-hexafluoropropan-2-ol

M99 2—{2—[(18)—1—[3_—(cyclopropyloxy)—4—(difIuoromethoxy)phenyl]—2—(1—oxidopyridin—3—
ylethyl]-1,3-thiazol-5-yl}-1,1,1,3,3,3-hexafluoropropan-2-ol

NPV | 4-[8-(3-nitrophenyl)-1,7-naphthyridin-6-yl]benzoicacid

OMO | (4R)-4-[(3-butoxy-4-methoxy-phenyl)methyl]imidazolidin-2-one

PIL |Piclamilast

ROF | Roflumilast

ROL |Rolipram

VDN | Vardenafil

VIA | Sildenafil

ZAR | Zardaverine

Table 1. Identification codes of compounds used in this study.
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Figure 1.Chemical structures of the set compounds used in this study.
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Cluster analysis

Ligands were superimposed with PyMOL (10). Dissimilarity between compounds was measured

using the Jaccard distance defined by equation 1.

|[4UB| -4 B
|4 B

J,(4,B)= Equation (1)

|ANB| corresponds to the number of atoms closer than 0.7 A between compounds A and B. |AUB|
is the total atom count for both compounds. Clustering was done using the Neighbor-Joining
method of Nei and Saitou (11) implemented in PHYLIP (12). The tree was drawn using

Dendroscope (13).
Pharmacophore detection and scoring

A total of 27 PDEA4D inhibitors were used. The pharmacophore was built by sequentially averaging
the position of each pair of atoms closer than a threshold distance of 1.2 A. The total number of
atoms used for each average was written into the temperature factor field of the PDB field. Atom
type was assigned to the most frequent atom in the average. Scores were assigned to each inhibitor

by adding the temperature field of each matching atom of the pharmacophore.
RESULTS AND DISCUSSION

Phosphodiesterases are a diverse family of enzymes that hydrolyse cyclic nucleotides that play a
key role in regulating intracellular levels of the second messenger's cAMP and cGMP (14). PDEs
are clinical targets for a range of biological disorders, such as congestive heart failure, asthma,
chronic obstructive pulmonary disease, depression, retinal degradation, and inflammation (15-17).
Currently there is a great interest in developing new phosphodiesterase inhibitors with higher

selectivity and lower side effects (18). Our set of routines was tested as an aid to understand the
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binding mechanisms of PDE inhibitors and support the in silico evaluation of potential novel drugs.

A flowchart describing the sequential use of these routines is shown in figure 2.
Protein-drug
complexes (PDB)

S ition.pl
uperposttion-p * Pharmacophore.pl

Superimposed Pharmacophore
ligands (PDB) table
Distance.pl ¢ * Pharma2PDB.pl
Distance Pharmacophore
table (PDB)
Clustering (Phylip,
software DendroUPGMA) Scores.pl |—p Table of scores
Tree Superimposed
of compounds ligands (PDB) ~

Figure 2. Flowchart explaining the input and output files of each script

Clustering of compounds.

The first set of scripts performs the structural alignment of compounds and calculates a distance
matrix that can be used as input many freely available clustering software such as Phylip or
dendroUPGMA (12, 19), (in figure 3). Scripts were tested using 32 PDE inhibitors from a total of
59 PDB files. However some ligands can bind to the same protein target in two or three alternative
conformations (ROL, CIO, ZAR). In total, 66 ligand conformations were analyzed. As a first step,
protein complexes must be superimposed. The superposition script, superposition.pl, produces a
PyMOL routine that will automatically perform a 3D alignment on the selected structures. The
output will be a set of superimposed ligands in PDB format. All protein information and other non-

relevant atoms will be removed at this stage. Output files are named using the compound name,
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chain id and pdb code from the protein data bank. For example, file ROL_B1OYN_lig.pdb
corresponds to the rolipram (ROL) in conformation B as observed in the 10YNpdb file.
Superimposed ligands are used as input for the distance.pl script that will calculate the Jaccard
distance for each pair of compounds. A value of zero indicates a complete 3D match
correspondence for all atoms present in both ligands. A Jaccard distance of one corresponds to zero
3D matches. A match is defined as a pair of atoms separated by a distances smaller than 0.7A. The
user can adjust this threshold value. A graphical comparison of Jaccard distance between cilomilast
(ClO) and some selected compounds is shown in figure 3. The output of the distance.pl script will
be a square matrix containing the Jaccard distance for each pair of compounds saved as a

distance.tbl file (in figure 3).

ClO vs FIL ClOvs IL ’

—_
3

L, CIO vs ROF

= o
®) -
1

ClIOvs RO

X

ClO vs D71 CIO vs EV1 ClO vs IBM

CIO_AlXLX 0.0000 0.7736 0.8400 0.2174 0.8537 0.8462 0.4400 0.5294 0.4667
D71_A3G4I 0.7736 0.0000 0.8868 0.7551 0.9091 0.8%09 0.8491 0.8519 0.7500
EV1_A3IAK 0.8400 0.8868 0.0000 0.7826 0.8537 0.7692 0.8400 0.7255 0.9111
FIL_Al1XLZ 0.2174 0.7551 0.7826 0.0000 0.8378 0.8333 0.5217 0.4894 0.2195
IBM _Al1ZEKN 0.8537 0.9091 0.8537 0.8378 0.0000 0.8140 0.8537 0.8571 0.8333
NPV_A2QYN 0.8462 0.8%09 0.7692 0.8333 0.8140 0.0000 0.8077 0.8113 0.8298
PIL_Al1XM4 0.4400 0.8491 0.8400 0.5217 0.8537 0.8077 0.0000 0.0980 0.6000
ROF_Al1XMU 0.5294 0.8519 0.7255 0.48%4 0.8571 0.8113 0.0980 0.0000 0.4783
ROL_A1Q9M 0.4667 0.7500 0.9111 0.2195 0.8333 0.8298 0.6000 0.4783 0.0000

Figure 3. Graphical illustration of the Jaccard distance between cilomilast and some selected compounds
(above). The corresponding distance.tbl file is shown below.

Compounds were clustered using the distance.tbl file and the Neighbor-Joining algorithm (11). Nine

well-defined sets of compounds, A-H, were obtained (in figure 4). Cluster A corresponds to
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rolipram and new generation inhibitors sharing the 4-methoxy-phenyl substructure. Depending on
the type of substituents and PDE type, this cluster can be further divided into 5 distinct subsets (Al-
ADb). It is evident that rolipram can bind in many different conformations, as reported previously
(20). Cluster B groups inhibitor NVP bound to different phosphodiesterases. As reported in
literature, the active sites of PDE4B and PDE4D are mostly comparable. However, PDE4A shows
significant displacements of the residues next to the invariant glutamine residue that is critical for
substrate and inhibitor binding (21). The difference between PDE4A, PDE4B and PDE4D is clearly
seen in tree, were PDE4A (NPV_A2QYN) is an out group of compounds PDE4B (NPV_A2QYL)
and PDE4D (NPV_2QYK). Cluster C is comprised by zardaverine (ZAR) and papaverine (EV1).
These compounds form an independent branch because share the Dialkoxyphenyl group present in
rolipram but bind PDEs with lower affinity. These compounds fill only a portion of the active site
pocket and lack additional functional groups that can utilize the remaining empty space (22).
Clusters D and G group vardenafil (VDN) and sildenafil (VIA). These clusters correspond to
complexes with PDE4B and PDES5 respectively. The binding mechanism for these compounds is
highly dependent on the type of phosphodiesterase. This is why the same compound belongs to two
different clusters. Inhibitors from cluster E include compounds with a 3-nitrophenyl group such as
988, D71 and 15X. In spite of being very similar to NPV, these compounds are bulkier and require
a different binding conformation (23). Cluster F comprises compounds 1-7DEE, which have a
pyrazole carboxylic ester scaffold with substitutions at three sites (24). Finally, cluster H is
composed by nucleotides and analogs. Four compounds did not cluster into any group: tadalafil

(CIA), IBMX (IBM), 666 and 20A. An illustration of all clusters is shown in figure 5.
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