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RESUMEN

La infeccion por el virus de la influenza inicia con la unidén de la hemaglutinina
(HA) al receptor celular (una glicosilacion terminal de acido sialico de proteinas o
lipidos), promoviendo la fusion de las membranas celular y viral. La neuraminidasa (NA)
cataliza el corte del enlace del acido sidlico, destruyendo los receptores a la infeccidn
viral; esta actividad de la NA es esencial para la diseminacion de la infeccidn, ya que
impide la auto-agregacién de los viriones vy facilita la liberacion de los virus unidos a la
superficie de la célula.

Basados en los principios del disefio de farmacos por busqueda de fragmentos,
en el presente trabajo se realizé el escrutinio de la biblioteca Maybridge Ro3 de 1000
fragmentos quimicos, evaluando el efecto de los compuestos sobre la HA y NA del virus
de la influenza humana. La neuraminidasa recombinante se incubé con los compuestos
y se estimo la inhibicion de actividad de la enzima, detectando el producto fluorescente
de la reaccion. El escrutinio de la HA se realiz6 determinando la inhibicion de actividad
hemaglutinante del virus de influenza al ser incubado con los compuestos. El virus de
influenza A (H1N1) México/2009 empleado en los ensayos, fue producido en células
MDCK creciendo sobre microacarreadores en suspension en medio libre de suero.

Como resultado del escrutinio se encontraron 5 compuestos inhibidores de la HA
y 13 compuestos inhibidores de la NA. El compuesto 1-azepanil (3-piperidinil)
metanona (AzPM) y el compuesto 6-aminoquinoxalina (AQA), con actividad sobre la
NA, fueron evaluados con mas profundidad. La identidad y pureza del compuesto AzPM
fue confirmada por RMN de "3C. El compuesto AzPM fue confirmado como inhibidor de
la NA recombinante. Se encontré que la inhibicion de la NA por el AzPM disminuye en
presencia de calcio. Ya que el calcio esta involucrado en mantener la estabilidad
térmica y la estructura cuaternaria de la NA, se sugiere que el AzPM tiene actividad
sobre el oligdmero de la NA. El compuesto AQA 95% puro, fue confirmado como
inhibidor de la NA en el contexto del virion de la influenza A (H1N1).



ABREVIATURAS

APiB: 4-(1H-pirrol-1-il) benzoico (APiB)

AQA: 6-Aminoquinoxalina

ATCC: American Tissue Culture Collection

AzPM: 1-azepanil (3-piperidinil) metanona

Da: Daltones

DEAE: Dietil aminoetil

DEPT: Distorsionless Enhancement Polarization Transfer: Incremento sin distorsién por transferencia de
polarizacion.

DMSO: Dimetil sulféxido

DANA: acido 2-desoxi-2,3-dide-hidro-N-acetilneuraminico

FANA:acido 2-desoxy-2,3-dehidro-N-trifluoroacetil neuraminico

FBDD: Fragment based drug design: Disefo de farmacos basado en fragmentos
Fig.: Figura

HA: Hemaglutinina

HI: Inhibicién de la hemaglutinacién

hpi: horas post-infeccién

hr: hora

hrs: horas

HTS: High-throughput screening: Escrutinio de alto rendimiento.

INER: Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias

kDa: kilodaltones

MDCK: Madin-Darby Canine Kidney cells: células de rifidon canino Madin-Darby.
SFM: Serum-free medium: medio libre de suero.

MEM: Medio esencial minimo.

MES: &cido 2-N-morfolino etanosulfénico

mM: (milimolar), mg (miligramo), mL(mililitro), pM(micromolar), pg(microgramo), yL(microlitro),
nM(nanomolar), ng(hanogramo), nL(nanolitro).

MOI: Multiplicity of infection; Multiplicidad de infeccion

MUNANA: 2'-(4-Metilumbeliferil)-a-D-N-acetilneuraminidato de sodio

NA: Neuraminidasa

NAclos: Neuraminidasa de Clostridium perfringens

NAI: Inhibidores de la neuraminidasa

NAr: Neuraminidasa recombinante

NP: Nucleoproteina

PBS: Phosphate Buffered Saline, Solution: Solucién salina amortiguadora de fosfatos.
PDB: Protein Data Bank: Banco de datos de proteinas

RMN: Resonancia Magnética Nuclear.

RNP: Ribonucleoproteina

SAR: Structure-Activity Relationship: Relacién estructura-actividad

SDS-PAGE: Sodium Duodecil Sulfate-Poliacrilamide Gel Electroforesis: Electroforesis en gel de
poliacrilamida con sodio duodecil sulfato.

TCID: Tissue Culture Infective Dosis: Dosis infectiva de cultivo de tejidos

TOI: Time of Infection: Tiempo de infecciéon

u.m.a.s: Unidades de Masa Atémica.

PFU: Unidad Formadora de Placa

UHA: Unidad de Hemaglutinacion

VH1N1: virus de influenza A (H1N1) 2009 México

WHO: World Health Organization: OMS: Organizacién Mundial de la Salud.
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1. INTRODUCCION
1.1 NEURAMINIDASA Y HEMAGLUTININA DEL VIRUS DE INFLUENZA

El virus de la influenza es un virus esferoidal no uniforme, con un diametro
aproximado de 100 nm, envuelto por una bicapa lipidica derivada del huésped con
espiculas que se extienden de forma radial. EI genoma del virus es RNA negativo
segmentado, constituido por 8 segmentos que codifican las 10 proteinas virales. Dicho
RNA se encuentra dentro de una capside con forma de varilla, formada por multiples
subunidades de la nucleoproteina (NP), y se asocia con algunas moléculas de la
polimerasa trimérica (PB1, PB2 y PA), formando el complejo de ribonucleoproteina
(RNP).

Rodeando la RNP existe una capa de 6 nm de la proteina de matriz M1, que
constituye el nexo entre el nucleo viral y la envoltura lipidica derivada de la célula
hospedera. Dicha envoltura se halla “decorada” con las 2 glicoproteinas virales
principales: la hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa (NA), y algunas moléculas de la
proteina integral no-glicosilada M2 con funcién de canal de iones (figura 1) (Latham y
Galarza, 2001).

La proteina hemaglutinina esta constituida por 2 cadenas polipeptidicas HA1 y
HA2 que se forman por protedlisis del precursor HAO (activacion de la hemaglutinina),
aunque permanecen unidas por un puente disulfuro. La HA se encuentra en forma de
trimero que de forma nativa pesa aproximadamente 220 kDa (Vanlandschoot et al.,
1997) (figura 1). La neuraminidasa es una enzima con forma de hongo, con una
cabeza semejante a una caja y un largo dominio del tallo anclado a la membrana viral;
esta proteina se encuentra como un tetramero que pesa aproximadamente 240 kDa
(figura 1) (Burmeister et al., 1994).

La infeccion por el virus de la influenza inicia por la uniéon de la HA del virus al
receptor, el acido sialico terminal de la glicosilacién de alguna proteina o lipido sobre la
superficie celular. La interaccién viral inicia el proceso de endocitosis mediada por el
receptor (Latham y Galarza, 2001). La entrada de protones dentro del viridbn por la
actividad de M2, promueve los cambios conformacionales en la HA que facilitan la
interaccion del péptido de fusidn (porcibn amino de la HA2) con la membrana
endosomal (Dale et al., 1993); este proceso promueve la fusién de la membrana del
virus a la membrana del endosoma lo que libera la proteina de matriz M1 y esta a las
RNP's al citosol. Entonces las RNP's son translocadas al nucleo, donde toma lugar la
replicacion y transcripcion del genoma viral.

Posterior a la replicacion se comienzan a acumular las glicoproteinas HA y NA
producidas, en areas discretas de la membrana plasmatica. El proceso mediante el cual
la M1 y las 8 RNPs se seleccionan y forman los nuevos viriones no ha sido elucidado.
En muchos virus la sola proteina de matriz es capaz de proveer la generacion de
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particulas de membrana de la superficie celular (Latham y Galarza, 2001). La
neuraminidasa (NA) cataliza el corte de las uniones glicosidicas entre el acido sialico
terminal y el residuo de azucar adyacente de glicoproteinas y glicolipidos. Por lo que la
enzima posee una actividad de destruccion de receptores a la infeccidn viral, que es
esencial para el mantenimiento de la movilidad del virus a través de las mucosas, la
prevencion de la auto-agregacion y para facilitar la liberacion de los virus unidos a la
superficie celular (Dale et al., 1993).

X

Figura 1. Estructura tridimensional de la HA y la NA del virus de la influenza. Caricatura de la
estructura tridimensional de la NA (ay b) y la HA (c y d) elaborada con Pymol ver. 1.2r1. a) Se muestra la
estructura de un dimero de la NA del virus de la influenza H1N1/2009 con el inhibidor Zanamivir en el sitio
catalitico (en negro, indicado por la flecha); y en esferas magenta los 2 calcios cercanos al sitio catalitico
de cada subunidad, y el calcio en el sitio de baja afinidad en el centro de la enzima (cédigo PDB 3B7E).
b) Se muestra el tetramero de la NA (cédigo PDB 2HU4). c) Se muestra la estructura de la HA del virus
de la influenza H7N2/2005 unida al receptor (residuo de acido sialico terminal del carbohidrato mostrado),
en negro se observa un receptor unido a cada subunidad (indicado por las flechas). d) Se muestra una
vista superior del trimero de la HA; en la parte superior (al frente de la imagen), pueden observarse las
laminas beta correspondientes a la HA1 y las alfa hélices centrales correspondientes a la HA2 (cédigo
PDB 3M5H).

Los virus de la influenza se han clasificado en los tipos A, B y C, segun las
diferencias antigénicas en sus proteinas M1 y NP. Los virus de la influenza tipo A se
han subdividido por sus reacciones seroldgicas segun la combinacion de los antigenos
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HA y NA, existiendo 15 distintas HA y 9 NA. Los subtipos que contienen H1 y H3 en
combinacion con N1 y N2 infectan cerdos. Los subtipos que contienen H3 y H7 en
combinacion con N7 y N8 infectan caballos. Los subtipos que contienen H1, H2 y H3 en
combinacion con N1y N2 infectan humanos; y en los subtipos que infectan aves se han
encontrado todas las HA y NA (Fields et al., 1996).

Una caracteristica muy importante de los virus de la influenza y otros virus de
RNA, es la deriva (variacion) antigénica y el desplazamiento (rearreglo) antigénico de
proteinas de los virus que infectan distintos hospederos, que hace en extremo dificil
seguirle el paso con las estrategias preventivas. La segmentacion del genoma permite
el rearreglo entre los distintos subtipos de virus, consistente en la completa sustitucion
de un gen por uno proveniente de otra variante, que resulta en la generacion de virus
antigénicamente nuevos (Voet y Voet, 1998; Thacker et al., 2008). El desplazamiento
antigénico es el principal cambio responsable de las 5 pandemias de influenza humana
durante el siglo pasado (Flint et al., 2000). La variacion o deriva antigénica ocurre por
acumulacion de variaciones puntuales en cada gen, resultando en cambios que
atenuan la inmunidad del hospedero, haciendo posible la re-infeccion de un organismo
por la misma cepa viral. Existen 4 regiones de variabilidad en la HA, y 3 en la NA (Voet
y Voet, 1998).

1.1.1 Relacién entre HA y NA

Existe una relacibn muy cercana y “opuesta” entre las funciones de la HA de
unirse a los residuos de acido sialico y la NA de cortarlos, encontrado que mutaciones
afectando la actividad de alguna de ellas, suelen ser compensadas por mutaciones o
alteraciones en la otra proteina. Se ha reportado que al inducir en el laboratorio
resistencia al Oseltamivir (dirigido contra la NA) en el virus A (H3N2), la primera
mutacion ocurre en la HA en el octavo pase en presencia de la droga, y hasta el
doceavo pase ocurre la modificacién de la NA (Tai et al. 1998). Una explicacion a esta
observacion se halla en que la mutacion en la NA, que ocurre para sobrellevar la
inhibicion por el Oseltamivir, y que provoca que la enzima tenga baja actividad (Tai et
al. 1998), posiblemente es contrarrestada con una HA con baja afinidad por el receptor,
presentando cambios en el sitio de union (Wagner et al, 2000).

El tallo de la NA juega un papel esencial en la regulacion de la virulencia del virus.
El virus no es capaz de generar progenie si se retiran las moléculas de NA cortando con
proteasas el tallo (Hausmann et al., 1997). El virus HIN1 de la pandemia de 1918,
carecia de sitios de corte por proteasas en el tallo de la NA, lo que puede explicar su
alta virulencia. Otro mecanismo para evitar el corte del tallo de la NA, es la existencia
de cinco glicosilaciones que impiden el reconocimiento por proteasas (Wu et al., 2009).

En los virus de alta patogenicidad, la presencia de una HA de facil “activaciéon” y
con alta afinidad por el receptor, es balanceada con una NA que es protegida de su
separacion (por escisidon) del virion. La mutacion de la HA, en el caso de los virus de
alta patogenicidad, adiciona la secuencia de aminoacidos RVRR, que hace eficiente el
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corte por proteasas y la formacién del péptido de fusion; el balance por modificacion en
la NA, ocurre por una delecion que acorta la longitud del tallo de la NA, protegiéndola
de la protedlisis que la separaria del viridn (Banks et al. 2001; Wagner et al, 2000).

1.1.2 Inhibidores de la NA

Los primeros inhibidores de la neuraminidasa (NAI) de la influenza disefnados de
acuerdo al principio del analogo del estado de transicién fueron el DANA (acido 2-
desoxi-2,3-dide-hidro-N-acetilneuraminico) y FANA (acido 2-desoxy-2,3-dehidro-N-
trifluoroacetil neuraminico), los cuales sirvieron como compuestos lider para el
desarrollo de los NAI que son actualmente empleados para el tratamiento y profilaxis de
las infecciones del virus de la influenza A y B, como el Oseltamivir y Zanamivir (De
Clerqg, 2006). Mientras el Oseltamivir puede ser descrito como un derivado ciclofenilo,
hay varios ciclopentano derivados y pirrolidin derivados que se han descrito como NAI
para tratar de sobrellevar la resistencia, como el Peramivir (BCX-118) y A-315675 que
han retenido actividad contra cepas resistentes a Oseltamivir y Zanamivir (figura 2 y
16).
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Figura 2. Estructura de inhibidores de la NA. Los inhibidores de la neuraminidasa actualmente en uso,
fueron desarrollados de acuerdo al principio del andlogo del estado de transicién. a) y b) Primeros
compuestos inhibidores desarrollados de acuerdo al principio mencionado. c) y d) Inhibidores de la NA
derivados de pirrolidina, que han retenido actividad contra cepas resistentes al Oseltamivir (fomado de De
Clerq, 2006 y Hsieh et al., 2007).

Otra estrategia es el empleo de derivados diméricos, triméricos y tetraméricos de
Zanamivir unidos por grupos de 14 a 18 atomos, que se encontré que fueron 100 veces
mas potentes que el Zanamivir en el ensayo de replicacion in vitro (Watson et al., 2004).

1.1.3 Resistencia a los NAl

Antes del afo 2007, la resistencia a los NAIl en los virus estacionales circulantes
fue menor al 1% a nivel mundial, pero durante la estacion de influenza entre 2007-2008
ocurrié la emergencia de virus estacionales de H1N1 resistentes al Oseltamivir con la
mutacion H275Y (H274Y en N2), reportada en Noruega en 2008. En este periodo, 11%
de los virus estacionales H1N1 fueron resistentes al Oseltamivir, aunque la prevalencia
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de la resistencia fue especialmente alta en paises europeos y africanos. En el periodo
2008-2009, la resistencia a Oseltamivir fue observada en 93% de los aislados
estacionales de H1N1 con paises (como Japon, USA y varios paises de Europa)
reportando casi 100% de resistencia (Okomo-Adhiambo et al, 2010, CDC 2007-2011).
Durante este periodo, aunque las cepas resultaron sensibles a Zanamivir, 0.4% de
H1N1 estacional y 100% de H3N2 fueron resistentes a amantanos (amantadina y
rimantadina, que atacan la actividad del canal M2). En 2009 se encontré solamente al
1.1% los virus H1N1/2009 pandémicos resistente a Oseltamivir, aunque 99.8% fueron
resistentes a adamantanos. Para H1N1/2009 en los pueblos japoneses se encontro
una resistencia al Oseltamivir de 5.8% en marzo 2011. De 2010 a 2011, 0.2% de los
virus A H3N2 aislados desarrollaron resistencia a Oseltamivir. Por lo que la busqueda
de nuevos inhibidores contra la HA y la NA, y el conocimiento de su mecanismo de
accion, puede ayudar a hacer frente a nuevos brotes virales.

Las mutaciones de la NA E119V, R292K, H274Y, R152K, D198N y 1222V estan
asociadas con resistencia al Oseltamivir, de las cuales R292K y H274Y llevan a una
enzima funcionalmente defectiva con capacidad de replicacion viral comprometida
(Okomo-Adhiambo et al, 2010).

1.1.4 Inhibidores de la HA

La estrategia mas buscada contra la HA es tratar de impedir la formacion del
péptido de fusion por el corte de las serin-proteasas humanas responsables de la
activacion viral HAT* y TMPRSS2* (Bottcher et al , 2009) en HA1 y HA2, o bien la
inhibicion de la fusion de la membrana viral a la membrana del endosoma celular
también mediada por el péptido de fusiéon en el extremo amino de la HAZ2. Esta
estrategia fue subrayada por el éxito del péptido Enfuvirtida derivado de una regién

conservada de la gp41 y que impide la entrada del VIH-1 impidiendo la fusion viral.
*HAT (proteasa semejante a tripsina de via respiratoria humana) y TMPRSS2 (proteasa transmembranal,
miembro 2 de la familia de serin-proteasas S1)

De esta busqueda se han reportado distintos inhibidores que se encuentran
siendo optimizados. Para la inhibicion de la fusion por unién al extremo amino de la
HA2 (péptido fusogénico) y estabilizacién de la estructura a pH neutro se han reportado
las benzoquinonas e hidroquinonas (tert-butil hidroquinona), CL 61917, BMY-27709,
stachyflina (Yoshimoto et al. 1999), y sus analogos (Dale et al., 1993) (figura 3). La
mayoria de estos inhibidores tienen actividad sobre la H1 y H2, pero no sobre el tipo
H3, y no han sido probados contra el tipo H5. Pero en la muchos de los casos no se ha
definido un sitio de unién en la superficie de la HA, Yy las interacciones de los
inhibidores con la proteina son aun poco claras, por lo que en general se requiere de la
estructura cristalografica del complejo HA-inhibidor para la siguiente etapa del
desarrollo de los farmacos (Hsieh et al., 2007; Russel et al., 2008). Los inhibidores
hidroquinona y benzoquinona no tuvieron actividad de inhibicion de la hemaglutinacién
(Dale et al. 1997).
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Figura 3. Estructura de compuestos inhibidores alternativos de la infeccion por influenza. a) 83K,
derivado de la hidroquinona que inhibe la fusiéon viral al unirse al péptido de fusion en la HA2. b) CL
61917, inhibidor de la fusion viral. ¢) T-705, inhibidor competitivo de nucledtidos de la polimerasa. d)
Flutimida, inhibe la actividad de endonucleasa dependiente de cap de la polimerasa trimérica. (Tomado
de De Clerq, 2006; Hsieh et al., 2007).

1.2 PRODUCCION DEL VIRUS DE INFLUENZA
1.2.1 El virus producido en huevos embrionados.

Desde hace varias décadas, muchos investigadores han empleado virus
propagados en huevos embrionados en la investigacion del virus de la influenza, como
es el caso de la proliferacién de los viriones para la gran mayoria de los trabajos de
cristalizacion, pero existen evidencias que sefalan que las proteinas virales son
alteradas. Sin embargo, el método de produccion en embriones de pollo, es el que
reporta mayores rendimientos de viriones ensamblados de los que se pueden obtener
las proteinas de las espiculas, ademas de la economia relativa de los huevos
embrionados (Tree et al., 2001; Thacker et al., 2008).

Cuando se propaga el virus de influenza humana en la cavidad alantoidea de
huevos embrionados de gallina, se seleccionan variantes que presentan una HA con
substitucion de 2 aminoacidos (D190V/N y D225G) y eliminacion de una glicosilacion
(CHO163), relacionados con la arquitectura fina del sitio de unién al receptor. Mediante
estas modificaciones de la HA, el virus incrementa su afinidad por los receptores
(glicosilaciones terminales de acido sialico) con uniones a2-3 al azucar adyacente
(Sia(a2-3)Gal), presentes en aves, y disminuye la capacidad de unirse a los receptores
con uniones a2-6, presentes en humanos (Gambaryana et al., 1999).

Debido a las diferencias mencionadas, los anticuerpos capaces de neutralizar la
infeccion por el virus de la influenza (anticuerpos neutralizantes), se detectan tanto en
hurones como en humanos, de forma mas frecuente y a un titulo mayor, en pruebas en
que se emplean virus producidos exclusivamente en células MDCK, que cuando se
emplean virus adaptados a replicarse en huevos embrionados (Oxford et al., 1987;
Takemae et al., 2009).
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La produccién de virus de la influenza en huevo embrionado con fines
vacunales®, presenta ademas varias problematicas, como el requerir la produccién
previa de suficientes huevos embrionados y la planeacion o satisfaccién de la demanda

durante una epidemia.

*Se ha demostrado que no existe riesgo de desencadenar una respuesta anafilactica al vacunar a los
individuos con alergia a los componentes del huevo, mientras la concentracién de proteina del huevo se
mantenga dentro de limites establecidos (James et al., 1998; Halperin et al., 2002).

1.2.2 El virus producido en células

En contraste de los virus de influenza humana producido en huevo, los virus
aislados exclusivamente en cultivo de células de mamifero son homogéneos, y sus
moléculas de HA son antigénicamente y estructuralmente idénticas, a las cepas
presentes en muestras de pacientes de influenza (Gambaryana et al., 1999; Romanova
et a., 2003). A pesar de ello existen diferencias en la glicosilacion de la HA segun la
célula hospedera en que se replique el virus, y dependiendo también del subtipo viral
del que se trate (Romanova et al., 2003). La glicosilacién adicionada en células MDCK,
contiene oligosacaridos de mas elevado peso molecular, mientras las adicionadas por
las células Vero, contienen mas oligosacaridos de alta manosa (varias ramificaciones
de manosa GIcNAc2Man7+n)(Romanova et al., 2003; Schwarzer et al., 2009).

El uso de cultivo celular de mamifero para producir virus de la influenza con fines
vacunales, se maneja como una posibilidad, pero solo si esta bien caracterizado, de tal
forma que pueda escalarse, y pueda rendir altos titulos de virus, para hacer la
produccién viable al compararla con la produccion en huevos embrionados. La
eficiencia del proceso, depende no solo de la capacidad de una linea celular en
particular para dar altos rendimientos del virus de la influenza, sino también de un
proceso optimizado para producir grandes cantidades de virus vacunal (Tree et al.,
2001).

Dentro de las distintas estrategias para la produccién de virus de influenza en
cultivo de células de mamifero con altos rendimientos, se encuentran el cultivo de
células de riidn canino Madin-Darby (MDCK), que es favorecida por el alto titulo viral
obtenido, y de células de riidn de mono verde (Vero); ambas lineas celulares
aprobadas para el uso en produccion de bioldgicos por la FDA (WHO, 2007; Hu et al.,
2011); también se han empleado células humanas PER.C6. Dentro de los sistemas
empleados para produccién de virus en cultivo celular, se encuentran el cultivo
adherente estatico en botella, el cultivo adherente giratorio en botellas “Roller”, el cultivo
en suspension sobre microacarreadores y en biorreactor de lecho fluidizado (Tree et al.,
2001; Genzel et al., 2004) (ver tabla 1 para un cuadro comparativo).

El cultivo de microacarreadores es una opciéon popular debido a la facilidad de
escalamiento y la capacidad posible de expansiéon sobre los 10,000 litros. La mas
grande escala disponible para cultivo de células animales se considera que es de
12,000 L.
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En muchos casos, las células adherentes no pueden ser adaptadas a crecer en
suspension; sin embargo, como los sistemas de cultivo en suspension muestran la
mejor escalabilidad, puede emplearse el cultivo sobre microacarreadores, que
comprende el cultivo de células adherentes sobre particulas solidas pequefas
suspendidas por agitacion en el medio de crecimiento. Las células se adhieren y se
dispersan sobre la superficie de los acarreadores y gradualmente forman una
monocapa confluente, por lo que se logra un sistema cuasi-homogéneo muy similar al
cultivo en suspension tradicional con todas sus ventajas (Merten et al., 2004; Nienow
2006).

Para produccion de bioldgicos, las lineas celulares, deben de ser caracterizadas:
el banco maestro de produccion de células no debe contener agentes adventicios,
como retrovirus, y debe haberse demostrado la estabilidad de la linea celular. En el
caso de la produccién de virus en huevos embrionados y cultivos primarios, el animal
debe ser libre de patégenos especificos y debe estar bien caracterizado. Se ha
demostrado que las vacunas de influenza producidas en linea celular, no son inferiores
a las de huevo (WHO, 2007; FDA, 2000; 2010; 2011).

Tabla 1. Cuadro comparativo de rendimiento de obtencion de unidades hemaglutinantes
(UHA's***) en distintos sistemas de proliferacion de virus en células MDCK (adaptado de 'Tree et
al., 2001; 2Chu et al., 2009, 3Bock et al. 2010.)

Método de cultivo Concentracion Titulo viral UHA's/100
celular obtenida | (PFU*/mL) pL de fluido
(células/mL) viral

Microacarreadores 8X107 8X108 2500

Dormacell (1)

Microacarreadores 3.2X10° 9X108 759

Cytodex 1 (libre de

suero) (3)

Microacarreadores 1.8X10° no reportado 190

Cytodex 1 (con suero)

3)

Botella giratoria 2X107 1X10° 1500

(Roller) (1)

Huevo embrionado (1) No Aplica 4X10° 2000

(5a10mL)

Monocapa en botella 1X108 1X108 181

T, con suero(2)

Expresando el gen 1X108 1X108 4096

Siat7, con suero (2)**

*PFU: Unidades formadoras de placa, particulas virales capaces de formar una placa de lisis en cultivo

celular.

** Modificacion de la composicién de la membrana celular de las células MDCK para resistir el estrés

mecanico generado por la agitacion.

** UHA's: Una unidad de hemaglutinacion (UHA) puede definirse como la cantidad de virus necesaria

para aglutinar un volumen igual de una suspension de eritrocitos al 0.5%.
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1.2.3 Medio de cultivo libre de suero

El empleo de medio libre de suero es una tendencia global para reemplazar el
uso de suero fetal bovino en el cultivo de células con fines vacunales, debido a los
inconvenientes que conlleva el uso de suero como son: la falta de homogeneidad entre
un lote y otro (Campbell et al., 2007), el que el suero no esta completamente definido,
las consideraciones éticas de proteccion animal en la cosecha y coleccion del feto,
problemas con la oferta y demanda para producir los cerca de 500,000 litros por afio
que significa colectar 1,000,000 de fetos bovinos al afio (van der Valk et al. 2004) y la
posibilidad de acarrear organismos contaminantes (Campbell et al., 2007), como el
virus de la diarrea viral bovino (BVDV), el virus de la peste bovina (RPV), micoplasma,
el virus de la fiebre aftosa (FMDV*), virus herpes bovino (BHV-1*), y priones como el
casusante de la encefalopatia espongiforme bovina BSE*, relacionada con la nueva

variante de la enfermedad de Creutzfeldt Jacob en humanos (Wessman et al. 1999).
*Se ha detectado la transmisién a humanos de estos patdgenos.

Ademas, para el caso de la produccion de proteinas, la albumina del suero es la
proteina mas abundante y dificil de retirar durante los pasos de purificacion. Con el
aumento de terapias basadas en células y la produccion de farmacos y vacunas
producidas en células, se esta tratando de eliminar el uso de productos derivados de
animal en toda la linea de produccion (Campbell et al., 2007).

1.3 DISENO DE FARMACOS
1.3.1 El proceso del diseio de farmacos

El proceso de descubrimiento de farmacos consiste de dos partes principales: la
deteccién de nuevas entidades quimicas y su optimizacion. Las nuevas entidades
quimicas también son denominadas como compuestos lider o cabezas de serie. La
deteccion del compuesto lider se puede definir como la observacion de que un nuevo
quimico produce un efecto bioldgico util. Existen dos posibilidades para la detecciéon de
nuevas entidades quimicas: el escrutinio y el disefio racional.

El escrutinio es el proceso en el que una seleccién algo aleatoria de quimicos
son probados para tener un efecto bioldgico. El éxito de este proceso depende del
numero y la variedad de los compuestos, y de la confiabilidad de las pruebas; es el
método mas antiguo por el que se han llevado a cabo el descubrimiento de los usos
terapéuticos de los productos naturales durante la historia de la terapia medicinal, y una
gran cantidad de farmacos sintéticos actuales son modificaciones de estos compuestos
lider. El disefio racional consiste en el intento de adaptar teéricamente la estructura de
un compuesto de tal forma que el compuesto resultante interactue de la forma deseada
con un sistema biolégico conocido y entendido.
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La optimizacion anteriormente consistia solamente en obtener mejores farmacos
a partir de la generacion preexistente, lo cual se denomina investigacion de analogos.
La optimizacion en la actualidad puede incluir varios procesos como la adquisicion de la
informacion de la relacion estructura-actividad (SAR) para un compuesto, la extension
de esta informacion a su grupo de compuestos relacionados, y el llegar a un candidato
de farmaco con propiedades Optimas: es decir, que tenga elevado efecto biolégico con
baja toxicidad, buena estabilidad y facil preparacion. Finalmente, la optimizacion busca
llegar a un entendimiento matematico de la relacion de los cambios en la estructura del
farmaco con los cambios en su actividad (Freter et al., 1988).

1.3.2 Escrutinio de alto rendimiento (HTS)

Puede ser imposible analizar todas los candidatos a farmacos potenciales, por lo
que se ha buscado automatizar el proceso de escrutinio y su rendimiento incrementado
de tal forma que se pueda llevar a cabo en un lapso de tiempo y costos razonables. El
escrutinio de alto rendimiento (HTS, High-Throughput Screening) es una coleccién de
tecnologias que permiten el ensayo rapido de compuestos con potencial terapéutico por
ensayos in vitro que surgio entre 1989-1991. El HTS normalmente implica la
miniaturizacién y la automatizacién, y se basa en la manipulacién robdtica de
cantidades muy pequefas de materiales y el uso de los avances en la deteccién de las
sefales relevantes y en la interpretacion de los datos.

El establecimiento del HTS fue posible al dar comienzo la quimica combinatoria
que consiste en la sintesis automatizada de un numero masivo de compuestos a partir
de una diversidad de bloques de construcciéon quimicos basicos, intercombinados por
una coleccién de puentes quimicos (“linkers”) confiables y cortables, para el surgimiento
de nuevas bibliotecas de quimicos (figura 4), que a la par fue acelerado por surgimiento
de nuevos blancos gracias a los analisis gendmicos y la expresion de proteinas blanco
en células que carecieran de receptores que interfieran con el ensayo (Patel y Gordon
1996; Persidis, 1998; Szymanski et al., 2012).

Para poder realizar los ensayos de HTS, se necesitd una alternativa al método
tradicional de solubilizacion de los compuestos, permitiendo que compuestos poco
solubles en agua, pudieran ser probados adicionando DMSO. La solubilidad de estos
compuestos, podria ser compensada en las etapas del desarrollo del farmaco
posteriores a la deteccion (Lipinski et al., 2001).

1.3.3 Laregla de los 5, compuestos estilo farmaco para la absorcion: solubilidad y
permeabilidad

Las propiedades fisicoquimicas que se desean de un farmaco han sido dirigidas
por las caracteristicas de absorcion y permeabilidad observadas en cientos de farmacos
ya probados (Lipinski et al., 2001) (caracteristicas que se busca conserven los
compuestos empleados en el escrutinio de compuestos estilo farmaco). En el
descubrimiento y desarrollo de farmacos se trata de predecir las caracteristicas de
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absorcion que tendran, pues se sabe que las principales barreras a la absorcién propias
del compuesto son la baja solubilidad (en agua) y la baja permeabilidad. Dentro de las
barreras que influencian la biodisponibilidad se hallan los transportadores y los eventos
metabdlicos de la pared intestinal (Lipinski et al., 2001).

La membrana celular es permeable a los compuestos no polares, es decir, los
compuestos no polares pueden pasar a través de membrana celular sin ayuda. Por el
contrario, los compuestos polares, compuestos cargados 0 iones requieren de una
proteina de membrana para ser transportados dentro de la célula (Nelson y Cox, 2005).
La velocidad de entrada de los compuestos no polares dentro de las células (bicapa
lipidica) depende de la lipofilicidad (hidrofobicidad) y el tamafno de los compuestos
(Lipinsky et al., 2001). Las moléculas mas pequefias y las mas solubles en aceite
(hidrofdbicas) seran las que mas rapidamente difundiran a través de la bicapa lipidica
(Overton 1900; Djukic et al., 2012).

A partir de la distribucion de propiedades calculadas de dichos cientos de
farmacos probados, se encontraron 4 parametros (denominados descriptores quimicos)
en un rango cuyo valor limite se asocia con una mejor solubilidad o permeabilidad,
enunciando la llamada “regla de los 5”, para los compuestos estilo farmaco:

Puede predecirse que un farmaco tendra*? buena absorcion y permeacién si
tiene:
- Peso molecular menor que 500 Da.
— Coeficiente Log P menor que 5.
Para predecir la solubilidad se ha empleado el valor de la hidrofobicidad
expresada como el LogP, que es el logaritmo del coeficiente de particiéon en
octanol/agua del compuesto.
— Menos de 5 donadores de puente de H: NH + OH's.
Un numero excesivo de donadores de puentes de hidrogeno perjudica la
permeabilidad.
— Menos de 10 grupos aceptores de puentes de H: N+O's.
También muchos grupos aceptores de puente de hidrogeno dificultan la
permeabilidad.
— Los compuestos sustrato de los transportadores bioldgicos (intestinales) son la
excepcion a la regla.
*2| os enunciados son presentados en forma negativa en el escrito original.

Menos del 10% de los farmacos analizados tiene 2 parametros fuera de los 4
valores indicados en la “regla de los 5” (el quinto enunciado de la regla no es un valor,
es una excepcion) (Lipinski et al., 2001).

1.3.4 Diseiio de farmacos basado en busqueda de fragmentos (FBDD)

El disefio de drogas basado en busqueda de fragmentos consiste en identificar
compuestos con muy pocos grupos funcionales, de bajo peso molecular, que se unen
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débilmente a distintas partes de un solo sitio de unién de una proteina. Los compuestos
detectados, posteriormente se modifican o ligan para dar inhibidores potentes, con alta
afinidad y especificidad por el sitio de union(Mattos et al., 2006; Hajduk et al., 2007).

El disefio basado en busqueda de fragmentos (FBDD) se propuso por los
laboratorios Abbot en 1996, como una alternativa mas tangible a la del HTS. En el
FBDD el empleo de una biblioteca de fragmentos para el escrutinio permite incrementar
la proporciéon de compuestos activos detectados. Los fragmentos son compuestos estilo
compuesto lider o cabezas de serie (seccion 1.3.1, mas caracteristicas de los
fragmentos se mencionan con detalle posteriormente).

Dentro de las ventajas de una biblioteca de compuestos con las caracteristicas
de fragmentos (estilo lider), sobre una biblioteca con caracteristicas de HTS con
compuestos similares a farmacos, estan las relacionadas con el tamano pequefio y la
simplicidad de los fragmentos:

- Las posibles combinaciones de los componentes de la estructura de los compuestos
del HTS ocupan un espacio quimico mayor de 1083 contra 108 de los fragmentos. Asi
una biblioteca de un tamafio de 100 o 1000 fragmentos cubre mayor proporcién del
espacio quimico de 108 para fragmentos, que una biblioteca estilo farmaco HTS que
conste de 108 compuestos que cubren solo una pequeiia parte del espacio quimico de
1083 para los compuestos HTS.

- La complejidad de un compuesto estilo farmaco disminuye su posibilidad de unirse a
la proteina blanco, incluso solo por simple impedimento estérico.

- Por su baja complejidad es mas facil optimizar un fragmento para llegar al compuesto
lider, que un compuesto estilo farmaco que ya es muy complejo (Hajduk et al., 2007,
Barelier et al., 2010).

En resumen, se trata de encontrar algo muy especifico con alta afinidad en HTS
0 algo poco especifico con algo de afinidad que luego es optimizado en FBDD.

Los fragmentos detectados tienen en general una baja afinidad (100 yuM a 10
mM), y el numero de compuestos con actividad detectados dependen de la
“farmacobilidad” de la proteina. La “farmacobilidad” (del inglés druggability) de una
proteina fue definida como la probabilidad de encontrar compuestos estilo farmaco que
se le unan con alta afinidad; las proteinas se han clasificado desde altamente
“susceptibles a unir farmacos” (del inglés druggable) hasta pobremente “susceptibles a
unir farmacos” en base a escrutinios realizados con RMN heteronucleares 2D. Se ha
llegado a un modelo para predecir el indice de “farmacobilidad” de las proteinas que
incluye los términos del area superficial total, area de contacto polar y apolar,
escarpado de la superficie, y lo compacto de los bolsillos de union. Esto ha llevado
como en muchos de los enfoques de alto rendimiento, a elegir mediante la
“farmacobilidad” a las proteinas de una ruta que son mas susceptibles de ser
modificada su actividad mediante la union de un ligando, como blanco para el desarrollo
de farmacos contra padecimientos (Hajduk et al., 2005).
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Se ha evaluado que el alto numero de positivos (hits) encontrados en los
escrutinios con fragmentos puede deberse también a una baja especificidad. Con los
fragmentos no hay mucha especificidad entre proteinas muy relacionadas, pero si hay
especificidad entre las no relacionadas, y hay alta especificidad en proteinas blanco con
alta farmacobilidad. La alta especificidad puede ser lograda solo cuando se optimizan
los fragmentos iniciales en moléculas mas complejas. A pesar de la baja complejidad y
baja afinidad, los fragmentos se unen identificando eficientemente los puntos calientes
de unién en la superficie de diferentes proteinas (Barelier et al., 2010).

A pesar de que los rangos de deteccion son especificos para distintas proteinas,
dependiendo de su farmacobilidad, algunos de los quimiotipos aparecieron para ser
repetidos en la mayoria de las proteinas, indicados como estructuras privilegiadas. El
motivo difenilo y biciclico es el motivo de subestructura preferido para union de las
proteinas, y la hidrofobicidad (indicada por el LogP) es una caracteristica distintiva
(Hajduk, 2000).

1.3.5 La regla de los 3 para fragmentos: compuestos estilo lider.

Al cotejar los grupos de fragmentos y revisar sus propiedades se enuncio la
‘regla de los 3”, que indica que los fragmentos exitosos en la deteccion de sitios de
unidn cuentan con las caracteristicas de: un PM menor a 300 u.m.a.s, coeficiente LogP
menor a 3, donadores y aceptores de puentes de hidrégeno c/u menor que 3.
Adicionalmente también se detectd que el numero de enlaces rotables (NROT) debia
ser menor o igual a 3, y el area de superficie polar (PSA) menor o igual a 60 A°?
(Congreve et al., 2003).

La regla de los 5 es para compuestos estilo farmaco para HTS, la regla de los 3
es para compuestos etilo lider para FBDD. La “regla de los 5”, base del concepto de un
compuesto semejante a farmaco, ha sido modificada posteriormente para definir el
concepto de un compuesto semejante a compuesto lider, debido a las consecuencias
de ganancia en tamano e hidrofobicidad durante la optimizacion del compuesto.

1.3.6 Deteccion y optimizacién

La cuantificacion de las relaciones estructura actividad de un ligando y la
proteina blanco ha incluido distintos procedimientos para intentar relacionar la actividad
biolégica con la composicion quimica de los ligandos. Antes de la llegada de la biologia
estructural, la caracterizacion de los sitios de union de los ligandos involucraba los
experimentos primarios de cinética enzimatica, lo cual a pesar de ser una poderosa
herramienta tenia el problema de que la geometria de la unién debe ser asumida dado
el comportamiento de los sustratos y sus analogos. Otro método laborioso es la
mutacion de los residuos presuntamente involucrados en la union, donde se determina
la respuesta biolégica con el cambio con lo que se puede obtener los residuos
involucrados y la extension de la superficie de union (Mattos et al., 2006).
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Muchos métodos pueden usarse para detectar la union de fragmentos positivos,
pero los métodos que dan mas datos acerca de las propiedades tridimensionales y la
composicidn quimica de los sitios de union sobre la superficie de las proteinas son la
RMN vy cristalografia de rayos X. La estructura tridimensional proporciona un molde en
el cual se pueden sugerir los compuestos posibles a sintetizar o a ser probados para
tener eficacia biolédgica. La confirmacion de un fragmento positivo y el analisis detallado
del planteamiento de la union del blanco generalmente se realiza por analisis por
cristalografia de rayos X del complejo fragmento-proteina (Barker et al, 2006).

Una metodologia que puede considerarse la base del surgimiento del FBDD fue
las estructuras de cristales con multiples solventes (MSCS), la cual fue usada para
localizar y caracterizar los sitios de unién de posibles ligandos en la superficie de una
proteina, y se desarrollo para mapear toda la superficie de la proteina. La estructura de
una proteina se resolvia en presencia de distintos solventes organicos, lo que se
denomina mapeo por solvente. En teoria, probando una serie de pequefnos
compuestos, se podrian encontrar las posiciones 6ptimas para grupos funcionales de
interés, los cuales podrian ser incorporados a un ligando mayor. Cada solvente distinto
representa un distinto grupo funcional que puede servir como parte de un compuesto
‘lider” que en este caso ocuparia simultdneamente los distintos sitios de union
existentes (Mattos et al., 2006).

En el caso de los fragmentos, la optimizacion posterior a la deteccion involucra la
evolucion quimica de los fragmentos para explotar completamente los bolsillos de unién
de un blanco, o bien cuando 2 fragmentos coinciden en un solo sitio de unién pueden
ser ligados en una forma alternativa de union empleando el principio de combinacion de
la quimica de los fragmentos, mejorando rapidamente el nivel de inhibicién (figura 23)
(Barker et al, 2006). Por ejemplo, para mejorar la actividad de un compuesto, mientras
que los grupos polares son mantenidos en la posicion del compuesto “lider”
considerando que esa posicidon es la mejor posible de las posiciones, la potencia in vitro
es incrementada por la adicion de grupos lipofilicos correctamente posicionados para
ocupar los bolsillos hidrofébicos de la proteina blanco (Lipinski ef al., 2001).

Los fragmentos encontrados pueden ser usados para modificar los farmacos

existentes, para incrementar su especificidad, para disefio de nuevos farmacos, o para
entender la interaccion y reconocimiento global de los ligandos con las proteinas.
El desarrollo de farmacos debe tomar en cuenta las caracteristicas de absorcion,
distribucion, metabolismo y excrecién. Por lo que posterior a la deteccion, para la
optimizacién se realiza la validacién de los compuestos positivos (revision de estructura
y pureza) y la cuantificacion de su actividad (potencia in vitro y selectividad, posibilidad
de modificacion  quimica, relaciones de estructura-actividad tempranas,
farmacocinéticas y toxicologia). Asi el farmaco candidato es aquel compuesto que
mejor llena todos los requerimientos para llegar a ser una medicina tanto efectiva como
segura (Reichel et al., 2006).
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1.3.7 Biblioteca de fragmentos

La sintesis en fase sodlida (compuestos unidos a una resina para facilitar las
operaciones de recuperacion del producto) fue inicialmente usada para generar
bibliotecas de péptidos sometidos a un escrutinio, con el objetivo de detectar actividad
biolégica (Merrifield, 1963; Geysen et al., 1984; Houghten, 1985). En las primeras
estrategias en que se emplearon las bibliotecas de pequefias moléculas organicas para
la deteccibn de agentes terapéuticos, las bibliotecas generadas por quimica
combinatoria, constaban de mezclas de derivados de pocos bloques de construccion
(Santiago et al., 2004). Dichos bloques eran combinados mediante sintesis paralela en
fase solida (los bloques basicos al ser combinados, divergen en una parte de la ruta de
sintesis, y convergen en otra parte de la ruta)(figura 4a)(Bunin y Ellman, 1992; Desai et
al., 1994). Los compuestos derivados eran probados como mezclas o con una pureza
moderada, realizando escrutinios para detectar actividad biolégica. Al detectar actividad
de la mezcla sobre el blanco, se procedia a tratar de separar los compuestos de la
mezcla y detectar el componente activo (Santiago et al., 2004).

En una estrategia mas reciente, gracias a los avances como la automatizacion, la
mejora de los métodos analiticos para purificar y analizar los compuestos, y la
quimioinformatica, las bibliotecas quimicas (entre las que se halla la biblioteca
Maybridge Ro3) son colecciones “armadas”, con una seleccion de compuestos con una
pureza mayor al 95% (Lou, et al., 2001; Santiago et al., 2004), de la vasta variedad de
compuestos distintos comercialmente disponibles. Dichos compuestos también son
generados por quimica combinatoria. Las caracteristicas de los compuestos incluidos
en la seleccion de la biblioteca son principalmente:

a) Tratan de abarcar la mayor diversidad quimica posible, y un numero suficiente de
compuestos, para asi cubrir la mayor porcién y distribucion en el espacio quimico
(figura 4b).

b) Las propiedades fisicoquimicas de los compuestos cumplen con la “regla de los 5/3”
(tratando de garantizar su absorcion y permeabilidad, seccion 1.3.3), y garantizan la
posibilidad de combinarse (Mason et al., 1999; Reichel et al., 2006).

La seleccion de la diversidad quimica en la bibliotecas se ha llevado a cabo por 2
vias:
a) Bibliotecas sesgadas: Se eligen compuestos con estructuras basicas representativas,
que se han detectado a lo largo de la historia de la quimica medicinal, y que estan
direccionadas a detectar actividad en ciertos blancos. Abarcan solo regiones agrupadas
del espacio quimico (islas de actividad).
b) Bibliotecas aleatorias: La seleccibn se realiza por medio de programas
computacionales, basados en el concepto opuesto al de similitud quimica: compuestos
con estructuras distintas tendran una actividad distinta. Primero, para cada compuesto,
se realiza la asignacion de grupos que son descriptores quimicos moleculares, también
llamados puntos farmacéforos. Los puntos farmacoforos o descriptores, son las partes
mas pequenas del compuesto que presentan una funcién fisicoquimica: aceptores y
donadores de puentes de hidrogeno, centros acidos, centros basicos, regiones
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hidrofébicas, centroides del anillo aromatico, nitrégenos cuaternarios y estructuras
privilegiadas. Posteriormente se comparan los grupos descriptores quimicos de un
compuesto (el numero y la distancia entre ellos), con los descriptores quimicos en los
otros compuestos. Buscando que los compuestos incluidos en una biblioteca,
presenten las mayores diferencias entre los grupos descriptores, se logra que los
compuestos que la conforman tengan menor similitud quimica, y por tanto, que la
biblioteca presente mayor diversidad quimica (figura 4b)(Mason et al., 1999; Muegge,

2005).
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Figura 4. Generacion de bibliotecas de compuestos quimicos. Quimica combinatoria y diversidad
quimica (adaptado de Desai et al., 1994 y Mason et al., 1999 ). a) Quimica combinatoria en fase sélida:
a1) Esquematizacion de la sintesis combinatoria en fase sdélida, empleando el método de sintesis paralela
o de la “bolsa de té”. Un primer bloque de construccién basico, comun a todas las rutas, se fija a varias
placas de matriz sélida. Luego se adiciona un segundo bloque de construccion, que es distinto para cada
placa de matriz sdlida. Finalmente, se adiciona un tercer bloque de construccion, comun a todas las
placas de matriz sélida. Cada placa de matriz sélida contendra un compuesto distinto constituido por los
mismos bloques de construccién basicos combinados de formas distintas. La matriz sélida permite retirar
los residuos de la reaccion mediante lavado, y posteriormente la recuperacién. a2) Ejemplo de
compuestos generados por sintesis combinatoria en fase solida empleando el mismo bloque de
construccion inicial. b)Diversidad quimica: b1) Distancias entre descriptores o puntos farmacdéforos en
una molécula. b2) Ejemplo de un grupo de moléculas con similitud quimica. b3) Ejemplo de un grupo de
moléculas con diversidad quimica.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Para hacer frente a las variantes del virus de la influenza para las que la
poblacion no se encuentre vacunada, se hace necesaria una continua busqueda de
inhibidores de la replicacion del virus. Para ello se requiere el montaje de metodologias
para detectar la unién y evaluar la actividad sobre la proteina de miles de posibles
compuestos. Se desea encontrar inhibidores que tengan una elevada afinidad y alta
especificidad para tener efectos secundarios minimos, que ademas tengan las
caracteristicas de absorcion necesarias para llegar al blanco.

3. HIPOTESIS

El empleo de disefio basado en la busqueda de fragmentos (FBDD) montando
una metodologia adecuada para la deteccion y evaluacion de la actividad sobre las
proteinas de superficie hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA) del virus de la
influenza, permitira encontrar compuestos inhibidores con quimiotipos que no han sido
descritos.

4. OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GENERAL.

Encontrar nuevos inhibidores dirigidos contra la hemaglutinina (HA) y
neuraminidasa (NA) del virus de influenza A (H1N1) por medio de una estrategia
basada en busqueda de fragmentos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener la proteina hemaglutinina (HA) produciendo el virus de influenza A
(H1N1) en cultivo de células de mamifero. Obtener la proteina neuraminidasa
(NA) expresada en un sistema recombinante.

2. Montar los ensayos de actividad/inhibicién de las proteinas HA y NA.

3. Encontrar compuestos con actividad inhibitoria sobre la HA y la NA mediante el

escrutinio de una biblioteca de fragmentos.

Evaluar la actividad de cada uno de los compuestos positivos.

Determinar la identidad y pureza de los inhibidores.

Avanzar en el desarrollo de nuevos inhibidores dirigidos contra la HA y NA del

virus de influenza A (H1N1) empleando los inhibidores detectados.

ook
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5. DISENO EXPERIMENTAL.

Obtencion de Ensayos de actividad/ Escrutinio de
proteinas o e inhibicion por |
HA :> Ensayos de inhibicion :> fraqmentgs
NA

Evaluacion de actividad :> Demostracion de identidad
de compuestos positivos y pureza de los inhibidores

6. MATERIALES

Linea celular Madin-Darby de rifiédn canino MDCK (ATCC clona CCL-34). Cepa
del virus influenza A (H1N1) México/2009 (vH1N1) aislado de un paciente del INER,.
Enzima neuraminidasa recombinante (NAr) del virus H1N1 A/California/04/2009
expresada en células HEK293 (Sino Biological Inc.) cultivadas en medio libre de suero.
Neuraminidasa del Clostridium perfringens 1X (Sigma-Aldrich). Sustrato 2'-(4-
metilumbeliferil)-a-D-N-acetilneuraminidato de sodio (MUNANA, Sigma-Aldrich).
Biblioteca de 1000 fragmentos de Maybridge Ro3 (Maybridge). Oseltamivir (Tamiflu,
Roche). Zanamivir (Relenza, GlaxoSmithKline ). Microacarreadores Cytodex 1 (Sigma-
Aldrich). Anticuerpo anti-influenza A (Millipore). Laminas con camara de cultivo de 8
pozos (Labtek). Placas de 96 pozos de polipropileno Greiner (Sigma-Aldrich). Tapones
de esponja (Sigma-Aldrich) Medio libre de suero Optipro (Invitrogen). Medio libre de
suero ultraMDCK (Lonza). Tripsina recombinante TrypLE Express (Invitrogen).
Bromoetilenimina (Sigma-Aldrich). 6-Aminoquinoxalina (Sigma-Aldrich). Acido 4-(1H-
pirrol-1-il) benzoico (Sigma-Aldrich).

7. METODOLOGIA.
7.1 CULTIVO CELULAR Y PRODUCCION VIRAL
7.1.1 Cultivo celular en adherente

Se realizd el cultivo celular de la linea celular MDCK, para lo cual se adapt6 a
cultivo en medio libre de suero (Optipro, ultraMDCK). Las células confluentes cultivadas
en medio minimo esencial (MEM) con suero al 10%, fueron tripsinizadas con tripsina
recombinante TryLE Express, y sembradas en botellas de cultivo e incubadas en medio
MEM con suero al 10%. Cuando la monocapa de células alcanzé un 80% de
confluencia se retir6 el medio MEM, se lavd la monocapa con solucion salina y se
adicioné6 medio de cultivo libre de suero (SFM) al 100%. Dos dias después se
tripsinizaron con tripsina TrypLE Express, se adiciond6 medio SFM fresco, se
centrifugaron para retirar la tripsina y resembraron con medio SFM diluyendo 1:2 el
cultivo. Los pasajes posteriores se realizaron con medio SFM.
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7.1.2 Optimizacion de la produccion de virus en cultivo adherente

Para la proliferacion del virus se empled el virus de la influenza A (H1N1) del
brote de influenza A México 2009 (nombrado a partir de aqui vH1N1) aislado por
nuestros colaboradores del INER a partir de un paciente infectado ingresado a este
hospital. Todo el trabajo realizado con el vH1N1 se llevo a cabo en las instalaciones del
departamento de virologia de INER bajo los protocolos de seguridad establecidos en el
departamento.

El vH1N1 fue aislado y adaptado a cultivo celular en células MDCK, adicionando
tripsina 1 pg/mL al in6culo viral e incubando a temperatura ambiente por 10 minutos
previos a la infeccidn, y posteriormente sin necesidad de otra proteasa ajena a la que
producen las células MDCK (Meguro et al. 1979, Noma et al., 1998). El octavo pase del
virus fue empleado para la mayoria de los experimentos.

Para la produccion inicial en cultivo adherente las células MDCK en medio SFM
fueron crecidas en botellas T de cultivo e incubadas a 37°C con atmdsfera de CO, al 5%
hasta alcanzar la confluencia. Entonces el medio fue retirado y se infectaron con el
virus de la influenza (Meguro et al., 1979), se permitié adsorber por 2 hrs, se retir6 el
inoculo viral y se adiciond medio fresco. Las células infectadas fueron incubadas a 37°C
con atmodsfera de CO; al 5% por 48 a 72 hrs en que fue evidente el dano citopatico
causado por el virus. El sobrenadante de cultivo conteniendo los viriones fue
cosechado, titulado por hemaglutinacion y almacenado a -70°C.

Se realiz6 la optimizacidn de la produccidn de virus (cuantificado en unidades de
hemaglutinantes) por infeccién con el vH1N1. Esta optimizacion se realiz6 mediante
una cinética de infeccion realizada en cultivo adherente en células MDCK en medio
SFM. Para este propdsito se sembraron placas de 6 pozos y se incubaron a 37°C con
5% de CO:2 hasta alcanzar la confluencia; una vez alcanzada la confluencia las células
fueron infectadas a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 1, 0.1, 0.01, 0.001 y 0.0001
con el vH1N1, en un volumen de 500 uL para permitir la adsorcion viral durante 2 hr.
Transcurrido el tiempo de adsorcion el indculo viral fue sustituido con 2 mL de medio de
cultivo, y las placas infectadas fueron incubadas a 37°C con 5% de CO:. Las células no
infectadas fueron usadas como control negativo. Se realizé una infeccion por duplicado
para cada tiempo de la cinética (24, 48 y 72 horas post-infeccidén), a cada una de las
MOlI's; al transcurrir el tiempo post-infeccién asignado a cada uno de los pozos, se
cosecho el sobrenadante de cultivo.

Cada pozo para ser colectado fue cosechado en la campana de flujo laminar con
ayuda de un raspador (scrapper) y ultracongelado a -70°C.

Para evaluar el titulo viral (en unidades hemaglutinantes) se realiz6 el ensayo de
hemaglutinacion de 25 pL del virus obtenido.

7.1.3 Cultivo celular en suspension
A las células MDCK adaptadas a cultivo SFM se les realizé el pase hasta obtener
botellas T de 175 cm?, al llegar a confluencia fueron tripsinizadas con tripsina

recombinante TrypLE Express centrifugadas para retirar la tripsina y resuspendidas
para ser sembradas.
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En el caso del sembrado de las células MDCK cultivadas en los matraces con
agitacion orbital, los matraces Erlenmeyer fueron tratados con silano para evitar la
adherencia de las células a las paredes del recipiente, lavados exhaustivamente y
secados en la estufa. Los microacarreadores Cytodex 1 (perlas microacarreadoras de
DEAE-dextrano) se hidrataron y esterilizaron en PBS pH 7.4, y posteriormente se
lavaron con medio SFM y se resuspendieron en medio SFM fresco a una densidad de
2.0 mg/mL. Se sembraron las células a una densidad de 75,000 células/mg de
acarreadores (7.5 X10° de células/100 mg de acarreadores/ 50 mL de medio), en
matraces Erlenmeyer de 250 mL con tapén de esponja. Las células sembradas se
dejaron adherir toda la noche (ON) con agitacion orbital a 30 rpm a 37°C con CO: al
5%. Posteriormente, los acarreadores con las células adheridas se mantuvieron a 90
rom hasta alcanzar la confluencia.

7.1.4 Produccién del virus de influenza A (H1N1) en células MDCK en suspension.

A las células MDCK creciendo en suspension adheridas sobre
microacarreadores, al llegar a la confluencia se prepararon para la infeccién realizando
un cambio de medio de cultivo, centrifugando las células adheridas a los
microacarreadores a 168Xg por 5 minutos y sustituyendo el medio SFM agotado por
medio SFM fresco. A continuacion las células MDCK fueron infectadas agregando el
in6culo viral para una MOI de 0.002, e incubadas a 37°C con 5% de CO:2 en los
matraces Erlenmeyer con tapon de esponja con agitacion orbital a 90 rpm.

A las 72 horas postinfeccion, se cosechd el sobrenadante de cultivo,
centrifugando los microacarreadores a 377Xg por 10 minutos, entonces fue alicuotado y
congelado a -70°C. Se determindé el titulo viral (en unidades hemaglutinantes) del
sobrenadante de cultivo mediante el ensayo de hemaglutinacion.

7.1.5 Inactivacion del virus y titulacion por tincién inmunofluorescente.

El virus producido fue inactivado mediante el uso de etilenimina como se
describe en Habib et al. 2006 y Sarachai et al. 2007, agregando la soluciéon de la
etilenimina al virus pre-incubado a 37°C, e incubando la mezcla a 37°C con agitacion
usando un agitador magnético, y tomando muestras a las 0 hrs y 2 hrs; y determinando
la actividad hemaglutinante residual, asi como el titulo viral residual. Todas las
muestras fueron congeladas a -70°C.

Para la evaluacion del titulo viral residual (por ensayo de infectividad), una
alicuota del virus tratado se titulé por dilucion a punto final, determinando la dodsis
infecciosa al 50% en cultivo de tejidos (TCID s0%). Se sembraron laminas con camara de
cultivo de 8 pozos (Labteck) con células MDCK en medio SFM que fueron incubadas
hasta llegar a confluencia. Se retir6 el medio de cultivo de las células y las monocapas
confluentes fueron infectadas con 300 uL de diluciones seriales decimales del vH1N1
sin inactivar o a los distintos tiempos de inactivacién en medio de cultivo, permitiendo la
adsorcion del virus durante 2 hrs tras lo cual el indculo fue reemplazado por medio de
cultivo SFM fresco. Las laminas con camara de cultivo de 8 pozos infectadas con las
diluciones del virus fueron incubadas por 72 hrs a 37°C con CO:2 al 5%. Se introdujo un
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control negativo de células sin infectar y otro de virus sin ningun tratamiento (dilucion -2)
en cada placa.

Para la tincion por inmunofluorescencia se retird el medio de cultivo de las
laminas Labtek y se fijaron las células infectadas con etanol/acetona durante 15
minutos tras lo cual se mantuvieron en PBS. Se separo la laminilla inferior de la camara
de cultivo y se realiz6 la tincion por inmunofluorescencia de los pozos en la laminilla,
incubando con un anticuerpo primario monoclonal de ratén contra influenza (Millipore)
por 45 min para evidenciar la existencia de replicacién viral, con un anticuerpo
secundario anti-raton acoplado a fluoresceina (FITC) por 45 minutos, y yoduro de
propidio por 7 minutos para evidenciar el nucleo celular para contraste. Se adicioné a
las laminillas medio de montaje (Dako) y se sellaron con barniz. Las preparaciones
fueron visualizadas bajo el microscopio de fluorescencia en inmersién y se estimo el
titulo infectivo residual, como la dosis infecciosa al 50% en cultivo de tejidos (TCID so%)
por el método de Reed y Muench (Reed & Muench, 1938; WHO, 2002; Duan et al,,
2010).

7.2 ENSAYOS DE ACTIVIDAD Y ESCRUTINIO
7.3 ENSAYO DE ACTIVIDAD DE LA HEMAGLUTININA

Se realiz6 el ensayo de hemaglutinacion para cuantificar el titulo viral (en UHA's),
y también para realizar el escrutinio de actividad inhibitoria de la biblioteca de los
compuestos sobre la hemaglutinina.

Se analizaron las muestras provenientes de la produccion del virus vH1INT en
cultivo adherente, del virus en cultivo sobre microacarreadores en suspension, o bien
del virus inactivado, realizando diluciones 1:2 de 25 uL de la muestra en 25 pyL de PBS
pH 7.2 en placas de 96 pozos con fondo en forma de V, se agregaron 25 uL de PBS a
todos los pozos, y finalmente se agregaron 50 yL de una suspension al 0.5% de
eritrocitos humanos tipo “O+” (WHO, 2002) y se incubaron a temperatura ambiente
para permitir la sedimentacion de los eritrocitos o la formacién de la red. La
concentracion de agente hemaglutinante se determind como el inverso de la dilucién del
virus previa a la que desaparece la formacion de la red de hemaglutinacién y los
eritrocitos caen al fondo del pozo formando un botdn, reportada como unidades de
hemaglutinacion (UHA's). En todos los casos se realizé el andlisis por duplicado y se
incluyé un carril de muestras con el control negativo (-) con solo PBS y un control
positivo denominado agente hemaglutinante estandar conteniendo el vH1N1 a una
concentracion conocida de UHA's.

7.3.1 Agente hemaglutinante “estandar”.
Se adopto la introduccion de un control denominado agente hemaglutinante

“estandar” constando de un lote de virus de la influenza de concentracidn conocida de
1024 UHA's/100puL (256 UHA's/25uL) congelado a -20°C.
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7.3.2 Efecto del DMSO sobre la hemaglutinacién

Se determind el efecto del DMSO sobre la actividad de la hemaglutinina,
adicionando DMSO al agente hemaglutinante a distintas concentraciones diluido en
PBS pH 7.2, de forma que la concentracion de DMSO fuese 0, 2.5, 5, 7.5, 10 0 20 % en
la pre-incubacion con el virus. Para el ensayo de hemaglutinaciéon se empleé vH1N1
con un titulo de 256 UHA's/25 pL que fue pre-incubado 4 hrs en DMSO a la
concentracion indicada en cada caso, y entonces se procedié a agregar 50 uL de
suspension de eritrocitos tipo O+ al 0.5% en PBS para continuar con el desarrollo de la
hemaglutinacion. Se determinaron las unidades de hemaglutinacién como se mencioné
anteriormente.

7.4 ESCRUTINIO DE ACTIVIDAD INHIBITORIA SOBRE LA HA

Se realizé la demostracion de la existencia o no de actividad inhibitoria sobre la
hemaglutinina del grupo de compuestos de la biblioteca Maybridge detectados en el
escrutinio inicial realizado previamente por nuestro grupo de investigacion.

Una vez determinado que el DMSO al 10% no presenta un efecto negativo sobre
la hemaglutinacion, lo que indicé era posible evaluar la actividad de los compuestos, se
procedié a realizar el ensayo de inhibicion de la hemaglutinacién en el que 2, 4y 8
unidades de hemaglutinacion(UHA's) totales del vH1N1 (WHO, 2002) se pre-incubaron
a temperatura ambiente durante 4 hrs (Téllez-Valencia et al., 2002, Gubareva et al.,
2002) con cada compuesto a probar de la biblioteca de Maybridge a una concentracion
de 2 mM, manteniendo la concentracién final de DMSO al 10% en PBS pH 7.2.
Transcurrido el tiempo de pre-incubacién se agregaron 50 pL de eritrocitos al 0.5% y se
incubaron a temperatura ambiente para permitir la sedimentacién o formacion de la red.
En cada corrida se introdujo como control negativo (-) de hemaglutinacion DMSO solo
al 10% en PBS pH 7.2 y como control positivo solo el agente hemaglutinante vH1N7 en
DMSO al 10% sin ningun compuesto. El ensayo se realizé por triplicado. La inhibicion
de la formacién de la red (actividad hemaglutinante) en los pozos conteniendo 2 mM del
compuesto candidato se evidencio por la sedimentacion de eritrocitos al fondo del pozo
formando el botdén, que ademas contrastdé con la formacion de la red impidiendo la
sedimentacion en la dilucidn equivalente (cantidad equivalente de UHA's) del control
positivo (+) conteniendo solo vH1N1.

7.4.1 Curvas de concentracion inhibitoria de la actividad de la HA

Para determinar la concentracion minima de los 5 compuestos inhibidores
positivos capaz de inhibir la hemaglutinacion, se emplearon concentraciones de pre-
incubacion de cada compuesto de 2 mM, 1TmM, 500 uM y 250 uM, se ensayaron 2,4y 8
UHA's del vH1N1 en DMSO al 10% final en PBS pH7.2, realizando la pre-incubacion
por 4 hrs a temperatura ambiente, tras lo cual se agrego la suspension de eritrocitos al
0.5% en PBS y se incubaron a temperatura ambiente para permitir el desarrollo de la
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hemaglutinacion. Se realizé el analisis por duplicado. Se determiné la concentracion del
compuesto a la que conserva su actividad inhibitoria.

7.4.2 Determinacién de dependencia de la pre-incubacién

Se investigo el efecto del tiempo de pre-incubacion en la actividad inhibitoria de
la HA de los compuestos positivos, realizando para cada uno el ensayo de inhibicion de
la hemaglutinacion como se describié anteriormente pero a 2 tiempos distintos de pre-
incubacion con el compuesto a 0 hrs y 4 hrs, en ambos casos la concentracion con
cada compuesto fue de 2 mM, que se pre-incubd con las diluciones del agente
hemaglutinante para 2,4 y 8 UHA's.

7.5 LA NEURAMINIDASA
Ensayo de actividad de la neuraminidasa

Se realizd el montaje de la reaccion para la determinacion de actividad de
neuraminidasa para realizar el escrutinio de la actividad inhibitoria de los compuestos
de la biblioteca Maybridge sobre la NA.

7.6 ENSAYO DE ACTIVIDAD DE LA NEURAMINIDASA

Para el caso de la neuraminidasa recombinante (NAr) para todas las reacciones
individuales se realizé una solucion de 60 pL de enzima NAr con 11.7 ug de proteina
total del extracto celular en amortiguador acido 2-N-morfolino etanosulfénico (MES) a
33 mM pH 6.0 (Gubareva et al., 2002) y se inicio la reaccion por adicion de 140 pL de
sustrato 4-metil umbeliferil-a-N-acetil neuraminidato de sodio (MUNANA)(Potier et al.,
1979) en el mismo amortiguador para dar una concentracion final de sustrato de 100
MM e incubando a 37°C por 30 minutos en oscuridad. En el caso de la neuraminidasa
del vH1N1 para todas las reacciones individuales se emplearon 500 UHA's totales por
reaccion (40 pL de virus con 256 UHA's/25 pL) con todas las demas volumenes y
concentraciones iguales a las usadas con la NAr. Para detener la reaccion se adicioné
1.0 mL de amortiguador de paro de etanol/gly (glicina 100 mM/ etanol 25% a pH 10.7) y
se almacen6é en congelacién a -20°C hasta su lectura. El sustrato fluorogénico
MUNANA al ser cortado por la neuraminidasa da como producto de la reaccién 4-metil
umbeliferona que absorbe a una longitud de onda de 365 nm y emite a 450 nm, por lo
que las reacciones individuales se leyeron en un espectrofluorometro Shimatzu RF-
5000 a estas longitudes de onda.

7.6.1 Efecto del tiempo de reaccion
Se determiné la cantidad de producto producido (sefial fluorescente) a distintos

tiempos durante el desarrollo de la reacciéon 37°C. Para lo cual se realizd un coctel
conteniendo la totalidad de la enzima para los distintos tiempos, se inicio la reaccion por
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adicion del sustrato y se tomaron muestras a los 0, 5, 10, 20, 40 y 80 minutos,
transcurrido el tiempo de reaccion para cada muestra se tomaron 200 uL de la reaccién
coctel y se adicionaron a 1.0 mL de amortiguador de paro. La fluorescencia de las
muestras fue leida como se indico anteriormente.

7.6.2 Efecto de la concentracion de enzima

Se realizaron reacciones con incrementos de 3.6 ug de proteina total del extracto
celular conteniendo la NAr (3.6, 7.2, 14.4, 28.8, 57.6 ug) en 60 pL de solucién en MES
33mM pH 6.0, y se inicid la reaccidn por adicion del sustrato MUNANA a la
concentracion final de 100 uM en el mismo amortiguador y por incubaciéon de la
reaccion por 30 minutos a 37°C. Se adiciond 1 mL de amortiguador de paro y se leyeron
las muestras en el espectrofluorémetro.

Para realizar las reacciones individuales se ajusto la actividad de neuraminidasa
recombinante a la actividad presente en el fluido viral del virus de la influenza
producido, equivalentes a aproximadamente 500 UHA's totales por reaccion de 200 pL,
dadas como 40 yL de fluido viral con 256 UHA's/25 pL, pues ademas se busco
coincidiera con la parte lineal de la curva cantidad de enzima NAr en la reaccién, por lo
que se emplearon 11.7 ug de proteina total del extracto de células HEK293 expresando
la NAr por cada 200 pL de reaccion.

7.6.3 Efecto del DMSO

Se determiné el efecto del DMSO a 2.5%, 5%, 10% y 20% sobre la actividad de
la enzima. Se realizé cada solucion de DMSO en amortiguador MES 33 mM pH 6.0 y se
agregaron 11.7 ug de proteina total conteniendo la enzima NAr, se pre-incubaron por 4
hrs a temperatura ambiente, y se inicié la reaccién agregando el sustrato MUNANA a
una concentraciéon final de 100 uM e incubando la reaccion 30 minutos a 37°C. La
reaccion se detuvo agregando 1.0 mL de amortiguador de paro y se leyd la
fluorescencia de las muestras como se ha indicado. La concentracion final del DMSO
en la reaccion fue de 0.75% ,1.5% , 3%, 6% respectivamente. Por lo que la
concentracion de DMSO final usada en la pre-incubacién de las reacciones con los
inhibidores fue de 10%, mientras que en la catalisis fue de 3%.

También se determiné el efecto de la extension de la pre-incubacion con DMSO
al 5% sobre la NAr o bien sobre el vH1N1 (500 UHA's), con las mismas cantidades y
condiciones de la curva de concentraciéon de DMSO pero a 0, 15 y 35 minutos de pre-
incubacion con DMSO al 5%, la reaccidén se inicid6 por adicion del sustrato a cada
reaccion una vez transcurrido el tiempo de pre-incubacion respectivo y se incubaron a
37°C por 30 minutos. El paro y la lectura se realizé como se ha mencionado.

7.6.4 Control positivo de actividad inhibitoria
Se realizd una solucion 36.5 mM del profarmaco comercial etil éster del

carboxilato de Oseltamivir en DMSO al 10% y se realizaron diluciones decimales en
DMSO al 10%. Para probar la concentracion inhibitoria, se realizd la solucion del
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farmaco en DMSO al 10% con las respectivas concentraciones del Oseltamivir y se
agregaron 11.7 ug del extracto celular conteniendo la NAr en un volumen final de 60 pL,
se pre-incubaron por 30 minutos (Gubareva et al. 2002) a temperatura ambiente y se
inicio la reaccion agregando el sustrato MUNANA a una concentracion final de 100 yM
e incubando la reaccién 30 minutos a 37°C. En el caso de la neuraminidasa del vH1N1
se emplearon 500 UHA's totales por reaccidn manteniendo todos los volumenes y
concentraciones usadas para la NAr. La reaccion se detuvo agregando 1 mL de
amortiguador de paro y se leyd la fluorescencia de las muestras en el fluorbmetro
Shimatzu RF-5000.

En el caso del Zanamivir el farmaco comercial fue disuelto a una concentracién
de 15 mM en DMSQO, y se realizaron diluciones decimales del farmaco también en
DMSO. Se probo el efecto inhibitorio sobre la actividad de la NAr con el procedimiento
descrito para el Oseltamivir.

7.7 ESCRUTINIO DE INHIBICION DE LA NEURAMINIDASA
7.7.1 Ensayo aproximacion estilo HTS

Se realiz6 el escrutinio de 1000 compuestos de la biblioteca Maybridge Ro3 para
tener actividad inhibitoria sobre la neuraminidasa del virus de la influenza A (H1N1)
20009.

Para el escrutinio de los inhibidores se realiz6 el montaje de un ensayo tipo HTS
en placas de 96 pozos de polipropileno, en los pozos de la primera placa denominada
"placa de reaccion" se adicionaron cada uno de los compuestos de la biblioteca a una
concentracion de 2 mM en DMSO para dar una concentracién final de DMSO de 10%
en amortiguador MES 33 mM pH 6.0, a 50 pL de la solucion de cada compuesto por
pozo se adicionaron 10 yL de una solucion con 11.7 pg de proteina total del extracto
celular conteniendo la NAr en el mismo amortiguador. Los compuestos con la enzima
se pre-incubaron por 4 hrs (Téllez-Valencia et al., 2002, Gubareva et al., 2002), tras lo
cual se inici6 la reaccion agregando 140 uL de sustrato MUNANA e incubando a 37°C
por 30 minutos. La concentracion de los compuestos al agregarse el sustrato fue de 600
MM. Transcurrido el tiempo de la reaccion se depositaron 200 uL de amortiguador de
paro en una nueva placa de 96 pozos de polipropileno denominada “placa de lectura” y
se transfirieron 40 yL de reacciéon de cada pozo de la placa de reaccion para detener la
reaccion.

En cada reaccion se introdujeron 3 controles: el blanco sin contener enzima, el
control negativo de inhibicion con solo la neuraminidasa y el control positivo de
inhibicion conteniendo el éster de Oseltamivir carboxilato a una concentracion de 36
MM.

Las “placas de lectura” del escrutinio fueron leidas en un lector de microplacas
multifuncion absorbancia/ fluorescencia/ luminiscencia de la marca Bio-tek modelo
FL600 con los filtros correspondientes a una excitacion a 360 nm y emision a 460 nm a
temperatura ambiente sin agitacion, con la sensibilidad a 75%, con el empleo de el
Software KC4. La existencia de inhibicién provocada por alguno de los inhibidores fue
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detectada por disminucion en la sefal fluorescente del producto de la reaccion
comparada con la actividad de la enzima pre-incubada en DMSO sin adicion de
inhibidores.

7.7.2 Confirmacion por reacciones individuales

Para la comprobacién de los compuestos con actividad inhibitoria positiva, se
realizaron reacciones de inhibicion de la neuraminidasa individuales. Para la solucién
de enzima se emplearon 11.7 ug de proteina total del extracto de células HEK293
expresando la NAr por cada 200 pyL de reaccion. Se realizdé la solucién de cada
compuesto a 2 mM en DMSO para dar una concentracion final de DMSO al 10% en
amortiguador MES 33 mM a pH 6.0, y se agregd la NAr, y se realizé una pre-incubacion
a temperatura ambiente por 4 hrs. Transcurrida la pre-incubacion se inicid la reaccion
adicionando 140 uL de sustrato MUNANA para dar una concentracion final de 100 yM y
se incubd a 37°C por 30 minutos. La concentracion de los compuestos al agregarse el
sustrato fue de 600 uM. Se detuvo la reaccidén adicionando 1 mL de amortiguador de
paro y se leyd en el espectrofluorémetro Shimatzu RF-5000. En cada corrida de
reaccion se introdujeron 3 controles: el blanco sin contener enzima, el control negativo
de inhibicién con solo la neuraminidasa y el control positivo de inhibicién conteniendo el
éster de Oseltamivir carboxilato a una concentracién de 36 yM. La comprobacion de
inhibicion de los inhibidores probados fue detectada por disminucion en la sefal
fluorescente del producto de la reaccion comparada con la actividad de la enzima pre-
incubada en DMSO sin adicion de inhibidores y se reporta como el % de inhibicion de la
actividad de la enzima por el compuesto a una concentraciéon de 2 mM.

7.7.3 Curvas de concentracion-actividad inhibitoria

Se determind la correspondencia de la concentracion-inhibicion para los
compuestos positivos, determinando la actividad inhibitoria tras la pre-incubacién de
11.7 yg de la NAr con una concentracion de 2 mM, 666 uM y 133 uM de cada
compuesto durante 4 hrs a temperatura ambiente con una concentracion final en la pre-
incubacion de DMSO 10% en amortiguador MES 33 mM pH 6.0. La concentracion de
los inhibidores en la reaccion fue de 600 uM, 200 uM y 40 uM.

En el caso del compuesto con las coordenadas de la biblioteca 9H02 las
concentraciones ensayadas en la pre-incubacién fueron 2 mM, 1 mM, 500 uM, 250 uM
y 125 uyM, manteniendo siempre el DMSO al 10% en la pre-incubacion. La
concentracion del inhibidor al comenzar la reaccién fue de 600, 300, 150, 75y 37.5 pM.

Como en todos los casos la reaccion se inicié por adicion del sustrato MUNANA
a una concentracion final de 100 uM y la incubacién de la reacciéon a 37°C por 30
minutos, y se detuvo por adicion de 1 mL de amortiguador de paro, para leer la sefal
fluorescente en el espectrofluorémetro. En cada corrida se incluyé un control negativo
de inhibicién conteniendo la enzima en DMSO sin adicién de ningun inhibidor, y un
control positivo de inhibicién adicionando el Oseltamivir a una concentracién tedrica de
36 uM.
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7.7.4 Escrutinio de inhibicion de la NA con calcio

500 de los compuestos también fueron ensayados para inhibir la neuraminidasa
en presencia del amortiguador MES 33 mM pH 6.0 con cloruro de calcio 4 mM, por lo
demas siguiendo las mismas cantidades y concentraciones descritas para las
reacciones individuales, y la fluorescencia fue determinada en el espectrofluorémetro
Shimatzu RF-5000.

7.8 IDENTIDAD DE LOS COMPUESTOS INHIBIDORES DE LA NEURAMINIDASA
7.8.1 Actividad de los compuestos puros sobre la NAr.

Se adquirieron los compuestos 6-Aminoquinoxalina (AQA) correspondiente al
compuesto con coordenadas 3HO8 del proveedor Sigma con una alta pureza
demostrada por el proveedor de 95% por cromatografia de gases, se realizd una
solucion 40 mM en DMSO y se empled para probar su actividad sobre la NAr en las
mismas concentraciones y condiciones de reaccion en que se realizd la comprobacion
individual de compuestos inhibidores de la biblioteca.

7.8.2 Identidad del compuesto 9H02 por RMN.

3.0 mg del compuesto con las coordenadas 9H02 de la biblioteca Maybridge,
fueron analizados por el grupo de la Dra. Laura Alvarez, del Centro de Investigaciones
Quimicas de la UAEM, por RMN de 3C y DEPT en un espectrémetro de RMN VARIAN
GEMINI de 400 Mhz para demostrar su identidad. Para lo cual el DMSO en que se
hallaba disuelto el compuesto fue evaporado y sustituido por metanol deuterado y fue
analizado. Se realiz6 la prediccion (simulaciéon computacional) del espectro de RMN 3C
del compuesto, el cual fue comparado con el espectro obtenido experimentalmente para
evaluar su identidad.

7.8.3 Evaluacion de los compuestos positivos sobre la neuraminidasa del vH71N1.

Los compuestos positivos corroborados para inhibir a la NAr fueron
posteriormente ensayados para determinar si presentaban actividad inhibitoria sobre la
neuraminidasa del vH1N1 inactivado con etilenimina.

Para ello se emplearon las condiciones antes mencionadas para comprobacion
de las reacciones individuales pre-incubado 500 UHA's totales del vH1N1 con los
compuestos por 2 hrs a temperatura ambiente en DMSO al 10% en amortiguador MES
33 mM a pH6.0, e iniciando la reaccion por adicién de 140 uL del sustrato MUNANA
para dar una concentracion final de 100 yM, y se detuvo la reaccién por adicion de 1 mL
de amortiguador de paro de etanol/glicina. La fluorescencia se determindé con el
espectrofluorometro Shimatzu RF-5000.

En cada corrida de reaccion se introdujeron 3 controles: el blanco sin contener
virus, el control negativo de inhibicién conteniendo solo el vH1N1 sin ningun compuesto
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y el control positivo de inhibicidn conteniendo el éster de Oseltamivir carboxilato a una
concentracion de 36 pM. La comprobacion de inhibicion de los inhibidores probados fue
detectada por disminucion en la sefal fluorescente del producto de la reaccion
comparada con la actividad de la enzima del vH1N1 pre-incubado en DMSO sin adicion
de inhibidores y se reporta como el porcentaje de inhibicion de la actividad de la enzima
del vH1N1 por el compuesto a una concentracion de 2 mM.

7.8.4 Efecto inhibitorio de la 1-azepanil (3-piperidinil) metanona (AzPM) sobre la
NAr en presencia de calcio.

Debido a que la neuraminidasa del vH1N1 no fue inhibida por el compuesto
AzPM pero si la NAr, se tratdé de evaluar el efecto del calcio presente medio de cultivo
fresco, o bien extracto de células MDCK lisadas por sonicacion, o bien el amortiguador
MES conteniendo CaCl2 a 10 mM, o ninguna fuente externa de calcio.

Para ello, soluciones con 11.7 ug de proteina total conteniendo la NAr fueron pre-
incubadas 1 hr con cada una de las distintas fuentes de calcio mencionadas (con el
medio fresco se procedié sin pre-incubar) en amortiguador MES 33 mM pH 6.0, y
posteriormente se adicion6 a todas las reacciones el AzPM a una concentracion de 2
mM vy final de DMSO al 10% para ser pre-incubadas con este compuesto durante 4 hrs
a temperatura ambiente. Tras la pre-incubacion con el AzPM se inicid la reaccién
adicionando el sustrato MUNANA a una concentracion de 100 uM final en MES 33 mM
pH 6.0 e incubando a 37°C por 30 minutos, se detuvo la reaccién por adicién de 1 mL
de amortiguador de paro y se leyeron en el espectrofluorémetro como se ha indicado.
Un control de la reaccion con la NAr sin la adicion de calcio ni AzPM fue realizado en
paralelo.

Para corroborar el efecto del calcio sobre la estabilidad de la neuraminidasa se
realizaron reacciones de inhibicion pre-incubando 500 UHA's del vH1N1 durante 30
minutos con concentraciones de 0.1 mM, 1 mM y 4 mM de EDTA a pH 6.0 en
amortiguador MES 33 mM pH 6.0 con una concentracién final de DMSO de 10%. El
inicio, paro y lectura de la reaccion se realiz6 como se ha mencionado anteriormente.
Se realizé el mismo ensayo con 11.7 ug de NAr.

7.8.5 Neuraminidasa del Clostridium perfringens IX.

Se montd la reaccion con la enzima de Clostridium perfringens (NAclos) en
amortiguador de acetatos 0.1 mM pH 4.6 o en amortiguador de fosfatos 0.1 mM pHG6.0,
para lo cual 5 Unidades Potier de la enzima de Clostridium se agregaron a una solucion
de sustrato MUNANA a una concentracion final de 100 uM, y se incubaron a 37°C por
30 min, tras lo cual se detuvo la reaccion por adicién de amortiguador de paro.
Unidades de actividad. 50 unidades de la enzima de C. perfringens 1X fueron
resuspendidas para dar una concentraciéon de 5U/uL. Una unidad de neuramindasa
segun Potier et al. 1979 es la cantidad de enzima capaz de liberar 1.0 nmol acido N-
acetilneuraminico por minuto. Por lo que una concentracion de NAr o virus tal que
brinde una sefal fluorescente equivalente, estara produciendo la misma cantidad de

38



producto fluorescente, por lo que fue considerada para tener también 5U/uL de
actividad de neuraminidasa.

Actividad de la NAclos respecto al tiempo de reaccién. Se evalué la actividad de la
NAclos con respecto al tiempo de incubacion de la reaccidn en amortiguador de
acetatos pH 4.6 y de fosfatos pH 6.0, siguiendo la metodologia empleada para evaluar
el efecto del tiempo de reaccién sobre la NAr, empleando 5U de NAclos para cada
reaccion.

Efecto del DMSO sobre la NAclos. Se evalud el efecto de distintas concentraciones
de DMSO de 0, 2, 10, 15, 20 y 40%, sobre la actividad de la NAclos, siguiendo la
metodologia empleada para evaluar el efecto de la concentracion de DMSO sobre la
actividad de la NAr, empleando 5U de NAclos para cada reaccién y un tiempo de pre-
incubacion de 30 minutos. Para este ensayo fue necesario incubar la enzima a
temperatura ambiente antes de iniciar la reaccion a 37°C para evitar la
desnaturalizacion.

8. RESULTADOS
8.0.1 Origen de las proteinas HA y NA.

Debido a que la caracteristica actividad de hemaglutinacion ocurre por la
actividad de la proteina anclada a la superficie del viridn, se eligié el sistema nativo del
virus de la influenza como fuente de la proteina hemaglutinina (HA) y el ensayo de
hemaglutinacion como método para evaluar su actividad. La porcion soluble de la
proteina neuraminidasa (NA) conserva su actividad enzimatica, siempre y cuando
permanezca en su forma tetrameérica, por lo que el sistema elegido para su obtencién
fue un sistema recombinante y el método para evaluar su actividad un ensayo

enzimatico.
Sistema de
Virus nativo
Obtencion de influenza A (H1N1)

la Proteina o
HA Escrutinio por HI

Obtencion de

la Proteina Sistema Recombinante
NA
Escrutinio por

inhibicion de actividad
enzimatica
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8.1 CULTIVO CELULAR Y PRODUCCION VIRAL
8.1.1 Cultivo celular adherente

Para la produccion del virus de la influenza se eligieron las células de rifion
canino MDCK para las cuales se ha reportado que replican el virus con alto rendimiento
(Tree et al., 2001). Asimismo, se optd por obtener el virus producido en cultivo con
medio libre de suero (SFM), para lo cual se realiz6 la adaptacion de las células MDCK a
este medio. En ocasiones, la adaptacién de una linea celular al crecimiento en medio
SFM llega a necesitar varios pases, en los cuales se va reduciendo paulatinamente el
porcentaje de suero; pues de otra forma se detectan cambios drasticos en la morfologia
de las células o signos de estrés, como un incremento en la granulacion citoplasmica,
vacuolizacién del nucleo, alargamiento no caracteristico, redondeo, o un crecimiento
muy lento (Evans et al., 1964; Donta et al., 1973). En este trabajo las células MDCK
fueron adaptadas a cultivo celular en 2 medios libres de suero: Optipro y ultraMDCK.
Para la adaptacion a ambos medios, una vez que las células llegaron a confluencia, se
reemplazé el medio con suero por medio libre de suero, y se incubaron las células por 2
dias; en un segundo pasaje ya con medio SFM, se sembraron las células a un 50% de
confluencia, tras lo cual se obtuvo un cultivo en medio SFM con replicacion a la
velocidad normal y con morfologia idéntica a la de las células cultivadas en medio
minimo esencial (MEM) con suero al 10% (figura 5a).

8.1.2 Optimizacién de la produccion de virus en cultivo adherente
Cuantificacion de virus

Existen 2 tipos de métodos para la titulaciéon viral o cuantificacion de la cantidad
de virus en una preparacion: métodos fisicos y métodos bioldgicos. Los ensayos fisicos
determinan la presencia de particulas virales fisicas, ya sea que éstas sean infecciosas
0 no: como el ensayo de hemaglutinacion (seccion 8.3), el conteo de particulas por
microscopia electronica (Knipe y Howley, 2001), o PCR en tiempo real (Ward et al.,
2004). Los ensayos biolégicos determinan unicamente las particulas infecciosas: como
el ensayo de formacion de placa, el ensayo de formacion de foco o los métodos de
titulacion por punto final (dosis infectiva) (seccién 7.1.5 y apéndice). Los ensayos de
infectividad pueden no determinar el total de particulas fisicas presentes, ya que puede
requerirse mas de una particula viral fisica para producir una infecciéon productiva
(Knipe y Howley, 2001).

La relacién entre algunos de los métodos de cuantificacién del virus de la
influenza (determinada por Tyrrel y Valentine, 1957), en relacion con las particulas
virales fisicas, contadas directamente por microscopia electrénica es:

-10 particulas fisicas por cada particula infecciosa, determinando las particulas
infecciosas con el ensayo de infectividad por formacion de placa.

-1 particula infecciosa por cada 1X10° copias de cDNA, determinadas por PCR en
tiempo real (Ward et al., 2004). Es decir 1 particula fisica/10? copias de cDNA.
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-2X107 particulas fisicas por cada unidad hemaglutinante, determinando las unidades
de hemaglutinantes por el ensayo de hemaglutinacion (Tyrrel y Valentine, 1957).

Con los datos anteriores, es posible establecer una relacién de cuantificaciéon
entre unidades hemaglutinantes y particulas infecciosas, de 2X10° particulas
infecciosas por cada unidad hemaglutinante. Aunque esta relacion puede variar segun
las condiciones de cultivo (temperatura), tiempo de cosecha y almacenamiento del virus
(Blumenthal et al., 1949; Rimmelzwaan et al., 1998), es posible emplear este método
para realizar cinéticas de produccion de virus en un cultivo (figura 6 y 7) (Rimmelzwaan
et al., 1998; Genzel et al., 2010).

Optimizacién de la produccion de virus en cultivo adherente

Se realizé la producciéon del virus del brote de influenza A (H1IN1) México/2009
(nombrado a partir de aqui vH1N1), el cual fue aislado y adaptado a cultivo celular en
células MDCK por nuestros colaboradores del INER, a partir de una muestra tomada de
un paciente infectado ingresado a dicha institucion.

Se realiz6 la proliferacion del vH1N1 adaptado a cultivo en células MDCK en
medio SFM en cultivo adherente en botellas T, en el que el rendimiento de produccion
de unidades hemaglutinantes, previo a la optimizacion fue alrededor de 512 unidades
hemaglutinantes/100 uL de fluido viral (128 UHA's/25 uL), correspondientes a un titulo

de 1X10° TCID,,, /mL (TCID,,: dosis infectiva de cultivo de tejidos al 50%) y a una

actividad de neuraminidasa aproximada de 16 Unidades Potier/100 uL de fluido viral.
Una unidad de neuraminidasa segun Potier et al. 1979 es la cantidad de enzima capaz
de liberar 1.0 nmol de acido N-acetiineuraminico por minuto. Una unidad de
hemaglutinacion (UHA) puede definirse como la cantidad de virus necesaria para
aglutinar un volumen igual de una suspension de eritrocitos al 0.5% (WHO, 2002).

Para tener evidencia de que el titulo de produccion de virus (en UHA's) era el
mayor posible en nuestro sistema, se realizé una cinética de infeccion a distintas
multiplicidades de infeccion (MOI). La MOI puede entenderse como la razén de
particulas virales (unidades formadoras de placa, pfu) por célula. En la equivalencia
entre la TCID,,, y las pfu's se considera que 0.69 pfu=1 TCID.,. Se realizo la

optimizaciéon de la produccion de UHA's a distintas MOI's, como una forma indirecta de
evaluar la produccién de particulas virales totales. La optimizacion consistié en
determinar las unidades hemaglutinantes (UHA's/100 uL de cultivo), producidas durante
la cinética de infeccion de células MDCK por el vH1N1, sobre placas de cultivo de 6
pozos (figura 6a). Al llegar las células a confluencia, se infectaron 2 pozos para cada
tiempo de la cinética (24, 48, 72 y 96 horas), a cada una de las MOI (1, 0.1, 0.01, 0.001,
0.0001), y fueron cosechados una vez transcurrido el tiempo asignado.

El mayor titulo obtenido fue de 1024 UHA's/100 uL (256 UHA's/25 uL); este titulo

se obtuvo para una MOI de 0.001 y 0.01 a las 48 horas post infeccion (hpi), y para una
MOI de 0.0001 hasta las 72 hpi (figura 6b y 6¢c); a estas bajas MOIl's se observo la
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integridad de las monocapa celular a hpi's iniciales. En el caso de la MOI de 0.1 su
mayor titulo se obtuvo a las 48 hpi, pero no llegé al titulo maximo de MOI's menores,
mientras para una MOI de 1 no se detectd replicacion a partir de las 24 hpi (figura 6b),
lo que posiblemente se deba a la rapidez con que el virus destruy6 la monocapa de
células a altas MOl's.

8.1.3 Cultivo celular en suspension

Se buscd un sistema que eventualmente nos permitiera poder escalar el cultivo
a niveles piloto y que facilitara el recuperar las proteinas de los viriones de la influenza.

El sistema que ha sido reportado como el mas adecuado para producir alto
rendimiento del virus de la influenza ha sido usando el cultivo de células MDCK
creciendo sobre acarreadores soélidos en suspension en medio SFM (Tree et al., 2001,
Bock et al., 2010).

Por este motivo se realizd el cultivo en suspension de células MDCK en medio
SFM sobre microacarreadores Cytodex 1 (figura 5b), alcanzando una densidad tedrica
final de 430,000 células/mg de acarreadores, es decir 43 X10%células para 100 mg de
acarreadores en 50 mL de medio. La replicaciéon fue de 75,000 células/mg de
acarreadores en la siembra, alcanzando 430,000 células/mg de acarreadores en la
confluencia previa a la infeccion. Los microacarreadores soélidos Cytodex 1 son
pequenas perlas de DEAE-dextrano, que por tanto presentan carga positiva.

Figura 5. Células MDCK en cultivo adherente en botella T y en cultivo sobre microacarreadores en
suspension, observadas bajo el microscopio invertido. Las células MDCK fueron adaptadas a medio
SFM y crecidas a) en cultivo adherente en botella T, b) en cultivo en suspension sobre microacarreadores
Cytodex 1. Las fotografias digitales fueron tomadas a un aumento de 400X.
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Figura 6. Cinética de produccién de virus (en UHA' s) por infeccién con el vH1N1 a distintas MOI.
Células MCDK creciendo en medio SFM sembradas en placas de 6 pozos, fueron infectadas con el virus
de la influenza A (H1N1) del brote de México/2009. Se infectd un duplicado para cada tiempo post-
infeccion de la cinética (24, 48 y 72 hrs), a las distintas multiplicidades de infeccion (1, 0.1, 0.01, 0.001 y
0.0001), que fueron cosechados transcurrido el tiempo post-infeccion asignado a cada uno. Una unidad
de hemaglutinacion (UHA) puede definirse como la cantidad de virus necesaria para aglutinar un volumen
igual de una suspensién de eritrocitos al 0.5%. a)Cuantificacion por hemaglutinacién de la produccion de
virus (a las 24 hrs y 72 hrs) por infeccion a las distintas MOl's. Se emplearon 25 uL del cultivo para
realizar el ensayo (256 UHA's/25uL=1024 UHA's/100uL). b) Cinética de produccion de UHA's por
infeccion con el virus a una MOl de 1, 0.01, y 0.0001. Se reporta la hemaglutinacion en 100 pL de cultivo
(1024 UHA's/100uL=256 UHA's/25uL). c¢) Cinética de produccién de UHA's por infecciéon con el virus a
una MOI de 0.1, y 0.001. Se reporta la hemaglutinacion en 100 pL de cultivo (1024 UHA's/100uL=256
UHA's/25pL).

8.1.4 Produccidn del virus de influenza A (H1N1) en células MDCK en suspension.

Con el objetivo de obtener las proteinas hemaglutinina y neuraminidasa del virus
de la influenza, para poder realizar los ensayos de inhibicion de los compuestos o
confirmarlos, se realiz6é el cultivo celular en suspension de células MDCK creciendo
sobre microacarreadores en medio SFM y fueron infectadas con el vH1N1 basados en
los resultados de la optimizacion de la produccion de UHA's.

Se determiné la cantidad de virus (en UHA's), mediante el ensayo de
hemaglutinacioén, del vH1N1 producido en células MDCK creciendo en suspension
sobre microacarreadores en matraces con agitacion orbital. El titulo obtenido por la
infeccion del cultivo en microacarreadores con una MOI de 0.002 fue determinado en 2
experimentos independientes para ser de 2048 UHA's/100 uL (512 UHA's/25 uL) de
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fluido viral cosechado (figura 7), que incluso supera el maximo de un cultivo adherente
optimizado y corresponde o es ligeramente superior a lo reportado por Bock et al.,
2010. La cosecha se realizé al observar un marcado dafo citopatico a las 72 hpi
centrifugando los microacarreadores, por lo que a diferencia de la cosecha adherente
tuvo una baja cantidad de restos celulares, y en los ensayos para procesamientos
posteriores de filtracion o ultrafiltracidn sufri6 menos pérdidas.

V — =
V % : -
N
PBS-| = s e s s = s = $ 3
2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024

Figura 7. Cuantificacion por hemaglutinacidon de la produccién de virus de la influenza A (H1N1) en
cultivo en suspensiéon sobre microacarreadores en medio SFM. 100 mg de microacarreadores en

matraces con 50 mL de medio SFM, fueron sembrados con 7.5 X10® de células MCDK totales.
Cuando las células sobre los microacarreadores alcanzaron la confluencia (43X10°6 de células totales) se
infectaron con el vH1IN1 a una MOI de 0.002. El cultivo fue cosechado 72 hrs post-infeccion. La
produccion de virus fue cuantificada por el ensayo de hemaglutinacion (512 UHA's/25uL=2048
UHA's/100uL). El cuadrado muestra los pozos que presentan hemaglutinacion. Las columnas indican las
unidades de hemaglutinacién (UHA's). V: diluciones del vH1N1. PBS-: Control — con PBS sin virus.

En un experimento previo los cultivos fueron infectados a MOI de 0.1 obteniendo 1024
UHA's/100 uL, por lo que la dependencia inversa de la produccion de virus (en UHA's)
con la MOI aparentemente reafirma los resultados obtenidos en cultivo adherente,
pero para validar este dato los experimentos a distintas MOIl's en suspension deberan
ser repetidos en paralelo. La aireacion superficial fue suficiente para mantener el
intercambio gaseoso necesario para mantener el pH del medio, evidenciado por el
indicador de pH rojo de fenol durante el crecimiento celular.

Asi la metodologia montada pudo ser empleada para produccién de antigeno o
proteina para propositos de ensayos de actividad, ensayos de inhibicién y otros
estudios con el virus.

8.2 ENSAYOS DE ACTIVIDAD Y ESCRUTINIO
8.3 ENSAYO DE ACTIVIDAD DE LA HA
Se realizé el ensayo de hemaglutinacién tanto para cuantificar la produccion de

virus (en UHA's), como para realizar el escrutinio de actividad inhibitoria de la biblioteca
de los compuestos sobre la hemaglutinina (HA).
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En el ensayo de hemaglutinacion se detecta la unién de la HA, presente en los
viriones del virus de la influenza, a su receptor, que son los residuos de acido sialico
presentes en las glicoproteinas y glicolipidos de la superficie de las células, en este
caso los eritrocitos. La unidn de varias particulas virales a varios eritrocitos en
suspension impide la sedimentacion de los eritrocitos, debido a la formacién de una red
(la hemaglutinacion) cuando las particulas de virus alcanzan cierta concentracion. De
esta forma, al agregar una suspension de eritrocitos a diluciones seriales del virus, es
posible determinar la existencia y concentracion aproximada de particulas virales en
una muestra. Una unidad de hemaglutinacién (UHA) no es una medida absoluta de la
cantidad de virus, pero puede definirse como la cantidad de virus necesaria para
aglutinar un volumen igual de una suspensién de eritrocitos al 0.5% (WHO, 2002).

8.3.1 Agente hemaglutinante “estandar”.

El ensayo de hemaglutinacion tiende a dar variaciones por diversos factores
intrinsecos, las cuales en el escrutinio de los compuestos pueden dar lugar a
confusiones, por lo que se adoptd la introduccion de un control denominado agente
hemaglutinante “estandar” constando de un lote de virus de la influenza de
concentracion conocida (1024 UHA's/100uL=256 UHA's/25uL) congelado a -20°C en
alicuotas de 500 uyL (WHO, 2002).

8.3.2 Efecto del DMSO sobre la hemaglutinacién

Los compuestos de la biblioteca Maybridge Ro3 tienen como caracteristica que
cumplen con la regla de los 3 para compuestos estilo fragmentos (Congreve et al.,
2003). Debido a que los compuestos de la biblioteca tienen distintas solubilidades todos
fueron resuspendidos en DMSO a una concentracion de 40 mM.

Asi durante el escrutinio con el ensayo de inhibicion de hemaglutinacion se
buscd mantener la concentracion de DMSO al 10% lo que permitié que los compuestos
con baja solubilidad en agua no se precipiten. Por lo que se evalué el efecto de distintas
concentraciones de DMSO sobre la actividad hemaglutinante del virus de la influenza,
obteniendo como resultado que a concentraciones de 10% de DMSO e inferiores no
existe efecto evidente sobre la lectura de la hemaglutinacion, y para una concentracion
de 20% de DMSO lejos de inhibir la hemaglutinacién llegd a tener un efecto de facilitar
la formacion de la red de la hemaglutinina. Una concentracion de DMSO del 10% no
tuvo efecto ni sobre la hemaglutinacion por parte del vH1N1 ni sobre los eritrocitos con
solo PBS como control negativo (figura 8).
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Figura 8. Efecto de distintas concentraciones de DMSO sobre el titulo de la hemaglutinacién.
Previo a la adicion de los eritrocitos, el vHIN1 fue incubado con DMSO a distintos porcentajes para evaluar su
efecto sobre la hemaglutinacion. En los cuadrados se indican los pozos que presentan hemaglutinacion. En las filas
se indica la concentracion de DMSO: 0%, 2.5%, 5%, 7.5%, 10%, 20%. PBS-: control negativo de PBS con
eritrocitos sin contener virus. Las filas indican las unidades de hemaglutinacion (UHA's).

8.4 ESCRUTINIO DE ACTIVIDAD INHIBITORIA SOBRE LA HA

El ensayo para determinar si existe inhibicion de la actividad hemaglutinante del
virus sobre los eritrocitos, se conoce como ensayo de inhibicion de la hemaglutinaciéon
(HI). Si un compuesto (o anticuerpo neutralizante) adicionado durante el ensayo de
hemaglutinacion (seccion 8.3) impide la interaccion de la HA con los receptores
presentes en los eritrocitos, los eritrocitos se sedimentaran formando un botén al fondo
del pozo. El resultado de un analisis donde la actividad de hemaglutinacion fue inhibida,
es visualmente similar al del control negativo de hemaglutinacién que no contiene virus.
Realizando el ensayo con diluciones del inhibidor de la hemaglutinacion se puede
cuantificar la concentracion minima a la que el inhibidor presenta actividad.

Como antecedente al presente trabajo, se realizé un escrutinio inicial de los 1000
compuestos de la biblioteca Maybridge Ro3 por parte de nuestro grupo de investigacion
y se detectaron 18 compuestos con posible actividad inhibitoria. Las caracteristicas de
la biblioteca se mencionaron en la seccion 1.3.7. De los 18 compuestos resultado del
escrutinio inicial, en el trabajo que aqui se presenta se realiz6 la comprobacion de
actividad inhibitoria de cada compuesto, eliminando los factores que pudieran causar
variabilidad en el resultado como:

1) El efecto del DMSO sobre la hemaglutinacion y la HI.

2) En la determinacién de HI, ademas del analisis con 4 UHA's que indica la técnica
para determinar inhibicién producida por sueros de pacientes (WHO, 2002), fue incluido
el analisis con 2, 4 y 8 UHA's (figura 9).

3) La introduccion de un control negativo sin contener vH1N7 y del agente
hemaglutinante estandar como control positivo, ambos en DMSO al 10% (figura 9).
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Para realizar el ensayo de HI, los compuestos se pre-incubaron por 4 hrs con el
vH1N1 para abarcar la deteccion de posibles compuestos en los que existiese un
equilibrio en la unién a la hemaglutinina previa una inactivacién y por tanto la inhibicién
fuese dependiente del tiempo de pre-incubacién del compuesto con la proteina (Téllez-
Valencia et al., 2002)

La inhibicién de la actividad hemaglutinante en los pozos conteniendo 2 mM del
compuesto candidato se evidencio por la sedimentacion de eritrocitos al fondo del pozo
formando el botdn caracteristico, que ademas contrasté con la formacién de la red que
impide la sedimentacion en la dilucion equivalente del control positivo+ conteniendo
solo vH1N1 (figura 9). Se obtuvieron 5 compuestos con clara actividad de inhibicion de
la hemaglutinacion, los compuestos con coordenadas de la biblioteca Maybridge 9B06,
5A03, 5C06, 1F06, 1G05 (Tabla 2).

Tabla 2. Estructura de compuestos positivos resultado del escrutinio sobre la hemaglutinina del
virus H1N1.

Cas No. Estructura Coordenadas\Maybridge Nombre Comportamiento solubilidad Curva de Inhibicion
2 mM 1mM 500 uM 250 uM
27969-75-1 \ 5A03
3-piperidin-1-il anilina  |Soluble en solucién con DMSO al |Inhibe Inhibe Inhibe No
17841-68-8 9B06
o Hidrocloruro del metil  |Soluble en solucién con DMSO al |Inhibe Inhibe Inhibe No
HC g " éster del acido 3- 10%
on Aminometilbenzoico
4815-37-6 1F06
etil 2-amino-5-metil-4-  |Problemas de solubilidad Inhibe Inhibe Inhibe No
o —on, feniltiofeno-3-
o carboxylato
I\
HC™ g~ TNH,
57976575 | 5006
N 3-(piridin-3-il) anilina  |Soluble en solucién con DMSO al |Inhibe Inhibe Inhibe No
- , 10%
348134-09-8 1G05
6-cloro-2-(1,4-diazepan- |Problemas de solubilidad Inhibe Inhibe Inhibe No
ﬁg VR 1IH1,3-benzotiazol
o ~FS \\)
1
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Figura 9. Ejemplo de detecciéon del compuesto 1G05 por inhibicién de la hemaglutinaciéon (HI). Se
muestra la deteccién de un compuesto con actividad de inhibitoria, en comparacién con otro que no la
presenta. Previo a la adicion de la suspension de eritrocitos, el vH1N1 se incubd 4 hrs con 2 mM de cada
uno de los compuestos, o los controles. En un cuadrado se muestra el botdon de eritrocitos indicando la Hl
producida por el compuesto 1G05. En las columnas se indican los compuestos respectivos. 8C02:
compuesto negativo para HI (Columnas 1,2,3). 1G05: compuesto positivo para HI (Columnas 4,5,6).
PBS-: control negativo sin virus y sin ningdn compuesto, Unicamente eritrocitos con DMSO al 10% en
PBS. V: Control positivo con virus sin ningin compuesto, en DMSO al 10% en PBS. Se indican las UHA's
empleadas en cada fila.

8.4.1 Curvas de concentracion inhibitoria de los cinco compuestos sobre la
actividad de la HA

Una vez demostrada la actividad de inhibicién de la hemaglutinacion (HI) de los 5
compuestos mencionados, se cuantificé la concentracion minima a la que cada
compuesto conserva la inhibicion sobre la hemaglutinina impidiendo su actividad de
formacion de la red hemaglutinante con los eritrocitos, resultando que en general los
compuestos conservaron actividad hemaglutinante a una concentracion de 500 uM en
DMSO al 10% (figura 10 y 11).

2 2 1 1 05 05 PBS- V \4
\

N N N, N N N\E
\/'x/’\/\/x/\./’\/\/
= N NG

4 UHA's i 5 & S )

AN AN AN A B NN AN

8 UHA's

——s —

)

Figura 10. Curvas de concentracion inhibitoria de la hemaglutinacion (HI) del compuesto 1G05. Se
realizd el ensayo para evaluar la HI de distintas concentraciones del compuesto 1G05 sobre el vHT1N1T.
De esta forma se evidenci6 la concentraciéon minima a la que el compuesto conservé su actividad de HI.
Previo a la adicion de la suspension de eritrocitos, el vH1N1 se incubé 4 hrs con las distintas
concentraciones del compuesto o los controles. En un cuadrado se muestra el boton de eritrocitos
indicando que ocurrié la HI producida el compuesto 1G05. Se indica en las columnas las concentraciones
del compuesto, 2: 2 mM, 1: 1 mM, 0.5: 0.5 mM, 0.25: 0.25 mM, PBS-: Control negativo sin virus y sin
compuesto, Unicamente eritrocitos con DMSO al 10% en PBS, V: Control positivo con virus sin
compuesto. Se indican las UHA's empleadas en cada fila.
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Figura 11. Curvas de concentracién inhibitoria de la hemaglutinacién (HI) de los compuestos 1F06,
5C06, 5A03 y 9B06. Se realizdé el ensayo para evaluar la HI de distintas concentraciones de los
compuestos positivos sobre el vH1N1. De esta forma se evidencié la concentracién minima a la que los
compuestos conservaron su actividad de HI. Previo a la adicion de la suspension de eritrocitos, el vH1N1
se incubd 4 hrs con las distintas concentraciones de los compuestos o los controles. En un cuadrado se
muestra el botén de eritrocitos indicando que ocurrié la HI producida por los compuestos. Se muestran los
compuestos: A) 1F06. B) 5C06. C) 5A03 y D) 9B06. Se indica en las columnas las concentraciones para
cada compuesto, 2: 2 mM, 1: 1 mM, 0.5: 0.5 mM, 0.25: 0.25 mM, PBS-: Control negativo sin virus y sin
ningn compuesto, Unicamente eritrocitos con DMSO al 10% en PBS, V: Control positivo con virus sin
ningun compuesto. Se indican las UHA's empleadas en cada fila.
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8.4.2 Determinacion de la dependencia de la pre-incubacion en la actividad
inhibitoria.

Como se mencioné anteriormente en el escrutinio de inhibicion de actividad de la
hemaglutinina, los compuestos se pre-incubaron por 4 hrs con el vH1N1, para de esta
forma abarcar la deteccién de posibles inhibidores en los que existiese un equilibrio en
la union del compuesto a la hemaglutinina previa una inactivacion, como se ha
reportado que ocurre para algunos inhibidores de la glicerol cinasa o la triosa fosfato
isomerasa (Pettigrew, 1987; Téllez-Valencia et al., 2002). Un analisis preliminar indico
que para los compuestos 5A03 y 1F06 la union a la hemaglutinina es independiente del
tiempo de pre-incubacion, mientras la union de los compuestos 1G05, 9B06, 5C06 es
dependiente del tiempo de pre-incubacion (figura 12).
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Figura 12. Compuestos positivos que presentan una inhibicién de la hemaglutinaciéon (HI)
dependiente del tiempo. Se evalud si la actividad de HI de los compuestos positivos, era dependiente
del tiempo de incubacién del virus con el compuesto. En experimentos anteriores, se demostrd la
actividad inhibitoria de los compuestos positivos mediante la incubacion 4 hrs con el virus (figura 10 y 11).
En este experimento se combinaron 2 mM de los compuestos con el vH1N71 sin permitir un tiempo de
incubacién, adicionando inmediatamente la suspension de eritrocitos para desarrollar el ensayo; por lo
que, solo los compuestos en que la inhibicion sea independiente del tiempo de incubacion con el virus,
conservaran actividad en este ensayo. Los compuestos cuya inhibicion es independiente del tiempo se
muestran con un cuadrado. En las columnas se indican los compuestos respectivos con las coordenadas:
9B06, 5A03, 5C06, 1F06 y 1C05. PBS-: Control negativo sin virus y sin ningln compuesto, Unicamente
eritrocitos con DMSO al 10%, en PBS. V: Control positivo con virus, sin ningin compuesto, en DMSO al
10%. En las filas se indican las UHA's.

8.4.3 Identidad de los inhibidores de la HA

La identidad y pureza de los compuestos de la biblioteca resultado del escrutinio
que inhiben la hemaglutinacién (tabla 2) no ha sido comprobada aun. La identidad
puede ser definida como la identificacion del compuesto para demostrar que su
composicion y estructura quimica corresponde exactamente a la estructura que el
proveedor indica.
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La necesidad de realizar el control de calidad (identidad, composicién o pureza)
de los compuestos de la biblioteca se debe a que los fabricantes de compuestos en
grandes cantidades venden a los proveedores de las bibliotecas los compuestos, y en
este proceso parece no haber una regulacién muy estricta. Ya que los compuestos se
ensayaron directamente como fueron proporcionados por el proveedor, existe la
posibilidad de que el compuesto responsable de la inhibicion observada sea un
contaminante, un precursor usado en la sintesis, o que el compuesto ensayado sea en
realidad un producto de degradacién o de interaccion con el DMSO del compuesto
original (ver seccion 9.7).

8.5 ENSAYO DE ACTIVIDAD DE LA NA

Se implementé el ensayo para la determinacion de actividad de neuraminidasa,
para realizar el escrutinio de la actividad inhibitoria de la biblioteca de los compuestos
sobre la neuraminidasa del vH1N1.

La neuraminidasa (NA) corta los residuos de acido sialico unidos a proteinas
glicosiladas lo que se denomina actividad de exoglicosidasa o sialidasa. El acido acetil
neuraminico, también es denominado acido sialico, acido 5-acetamido-3,5-dideoxi-
glicero-galactononulosonico, acido lactaminico, NAN o NANA.

La enzima empleada para el escrutinio fue la neuraminidasa recombinante (NAr)
del virus de la influenza H1N1 A/California/04/2009 (Sino Biological) expresada en
células HEK293, proporcionada por el proveedor como extracto celular y para la
comprobacién de actividad de los compuestos sobre la neuraminidasa viral se empled
la enzima neuraminidasa presente en el virus de la influenza A (H1IN1) México 2009
producido en células MDCK en medio SFM sobre microacarreadores inactivado con
etilenimina (vH1N1). Para conocer las caracteristicas de la reaccion y poder llevar a
cabo el escrutinio fue necesario evaluar el efecto del tiempo de reaccion, la
concentracion de enzima y la concentracion de DMSO sobre la actividad de las distintas
neuraminidasas empleadas en este trabajo.

A pesar de estar inactivado el vH1N1, las reacciones se realizaron en el INER
siguiendo las condiciones de bioseguridad del Departamento de Virologia y como se
menciond la reaccion fue detenida con el amortiguador de paro conteniendo 25% de
etanol pH 10.7., con lo cual se asegur6 el manejo seguro del agente patégeno.

8.5.1 Comportamiento lineal de la reaccién sobre el tiempo
Para determinar el tiempo adecuado para tener una lectura representativa de la

reaccion, se determind la cantidad de producto producido (sefial fluorescente) a
distintos tiempos durante el desarrollo de la reaccion a 37°C .
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El comportamiento con respecto al tiempo de reaccidn de la neuraminidasa NAr y
del vH71N1 inactivado puede considerarse lineal en el intervalo determinado de 0 a 40
minutos, como indica el coeficiente de correlacion (figura 13).
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Figura 13. Comportamiento de la NAr y la neuraminidasa del vH71N1 con respecto al tiempo de la
reaccion. Para cada enzima, se determin6 la cantidad de producto obtenido tomando muestras a
distintos tiempos durante el desarrollo de la reaccién. Se muestra el comportamiento de la NAr en
cuadrados y el comportamiento de la neuraminidasa del vH71N1 en triangulos; para cada enzima se indica
el coeficiente de correlacion para la parte lineal de su comportamiento.

8.5.2 Comportamiento lineal de la reaccion sobre la cantidad de enzima

La reaccion se llevd a cabo con incrementos por duplicacién de la cantidad de
enzima NAr. La actividad fue proporcional a la cantidad de enzima. EI comportamiento
fue completamente lineal en el rango de 0 a 30 ug de proteina total (figura 14).

Buscando emplear para las reacciones individuales una cantidad de enzima NAr
equivalente a la cantidad empleada en el caso del vH1N1 y a la vez dentro del intervalo
de linealidad de actividad con respecto los incrementos en la concentracion, se decidid
emplear 11.7 ug de proteina total del extracto celular conteniendo la NAr para las
reacciones subsecuentes.

52



U de Fluorescencia

0 L] L L] L] L] | L}

0 10 20 30 40 50 60 70

Cantidad relativa de enzima (concentracion de Proteina total Lg)

Figura 14. Proporcionalidad de la reacciéon a la cantidad de enzima NAr. Serie de ensayos de
actividad realizados con incrementos en la cantidad relativa de NAr. La cantidad relativa de enzima
recombinante fue cuantificada en relacion con los ug de proteina total del extracto de células HEK293
expresando la NAr. Se indica el coeficiente de correlacion para la parte lineal del comportamiento.

8.5.3 Efecto del DMSO en la reaccion

Debido a que los compuestos de la biblioteca Maybridge tenian distintas
solubilidades, se mantuvo el DMSO a una concentracién de 10% en la pre-incubacion
con la NAr, lo que permite que los compuestos con baja solubilidad no se precipiten.

Se determind el efecto sobre la actividad enzimatica de la pre-incubacion con
DMSO a concentraciones de 2.5%, 5%, 10% y 20% (figura 15a). Para dicha evaluacién
existen 2 partes del ensayo sobre las que puede actuar el DMSO: sobre la proteina
durante la pre-incubacion de la enzima o bien ya en la reaccidn sobre la catalisis.

Se observé que la enzima pre-incubada con 10% de DMSO conserva un 87% de
la actividad total (figura 15a), por lo que era posible trabajar con este ligero efecto sobre
la NAr para usarla en la deteccidon de inhibidores de la actividad de la enzima con solo
introducir los controles adecuados en el ensayo: el blanco sin contener enzima, el
control negativo de inhibicion con solo la neuraminidasa y el control positivo de
inhibicion conteniendo el profarmaco del Oseltamivir carboxilato. También se observo
que existe un efecto muy ligero de la disminucion de actividad de la NAr por si misma
tan solo por el tiempo de incubacion en el amortiguador, y la presencia del DMSO
incrementa la disminucién de la actividad de una forma uniforme. También se evaluo el
efecto de la pre-incubacion del DMSO al 5% sobre la neuraminidasa del vH1N1 con un
resultado similar (figura 15b).

La concentracion de DMSO final usada en la pre-incubacién de las reacciones
con los inhibidores fue de 10%, mientras que en la catalisis fue de 3%.
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Figura 15. Efecto de la pre-incubaciéon con DMSO sobre la actividad de la NAr. a) Efecto de la pre-
incubacion de la NAr con distintas concentraciones de DMSO sobre la actividad de la enzima. La pre-
incubaciéon con DMSO se realizé durante 4 hrs a temperatura ambiente. Se indica en la grafica el
coeficiente de correlacion para la parte lineal del comportamiento; b) Efecto del tiempo de pre-incubacion
de la NAr con DMSO al 5%.

8.5.4 Inhibicion por Oseltamivir y Zanamivir como controles

Se evalud el efecto inhibitorio de distintas concentraciones de Oseltamivir sobre
la NAr y la neuraminidasa del vH1N1, para demostrar que nuestro sistema era
susceptible de ser inhibido y que de existir inhibicién era detectable. Se encontré una
inhibicion de la NAr al 50% con aproximadamente. 8 uM del etil éster del carboxilato de
Oseltamivir comercial (Tamiflu) (figura 16a) y que el procedimiento montado si tenia la
capacidad de detectar la inhibicion. Se obtuvo un resultado similar de concentracion
inhibitoria para la neuraminidasa del vH1N1. Estos resultados dieron la posibilidad de
utilizar este farmaco como control positivo de inhibicibn en todas las corridas de
reaccion, a pesar de ser un profarmaco que no presentaba la concentracion inhibitoria
al 50% de 2 nM del farmaco metabolizado (Gubareva et al., 2002; Tai et al. 1998).

En el caso del profarmaco etil éster del carboxilato de Oseltamivir (GS4104) es
convertido en el farmaco activo Oseltamivir carboxilato (GS4071) al ser hidrolizado por
las esterasas del intestino (figura 16a) (Li et al., 1998), por lo que el efecto observado
de concentracion inhibitoria elevada habia puesto en duda la deteccion de nuestro
sistema. Entonces se determinoé el efecto inhibitorio del farmaco Zanamivir (GG167) que
es proporcionado de forma comercial ya como farmaco (figura 16b) y se ha reportado
escasa resistencia de las cepas virales (Kingsford et al., 2009), por lo que inclusive si se
trabajara con un virus resistente al Oseltamivir al determinar el rango de inhibicién por
el Zanamivir, se determinaria que el efecto de los compuestos encontrados en este
trabajo en un rango correcto. Nuestros resultados indican que el Zanamivir ejercié una
inhibicién del 50% de la actividad de la NAr con una concentracion aproximada de 400
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pM (figura 16b), lo cual se encuentra en el rango reportado de 900 pM por Gubareva et

al. 2001.
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Figura 16. Efecto del Oseltamivir y el Zanamivir sobre la NAr y la neuraminidasa del vH1N1. Se
determind la inhibicion de la actividad enzimatica con distintas concentraciones de los inhibidores
comerciales Oseltamivir y Zanamivir. a) Inhibicion de la NAr y la neuraminidasa del vH1N1 por el
profarmaco del Oseltamivir, y estructura del inhibidor. El Oseltamivir es administrado de forma oral como
el profarmaco etil éster del carboxilato de Oseltamivir (Tamiflu), y es procesado por las esterasas del
intestino. La flecha indica el sitio en la estructura en que las esterasas hidrélizan el profarmaco para
generar el farmaco. b) Inhibicion de la NAr por el Zanamivir, y estructura del compuesto. Bajo las gréficas
se indican con lineas los rangos de concentracién abarcados por los valores graficados.

8.6 ESCRUTINIO DE INHIBICION DE LA NEURAMINIDASA

8.6.1 Ensayo aproximacion estilo HTS

Para el escrutinio de los 1000 compuestos de la biblioteca Maybridge Ro3 (en la
seccion 1.3.7 se mencionan algunas de sus caracteristicas) se realizé el montaje de un
ensayo tipo escrutinio de alta eficiencia (HTS), probando los compuestos para tener
actividad inhibitoria sobre la NAr. Se detecto la existencia de inhibicién por disminucion
en la sefal fluorescente del producto de la reaccidén comparada con la actividad de la
enzima NAr en DMSO sin adicién de inhibidores (figura 17).
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Los compuestos se pre-incubaron por 4 hrs con la NAr para abarcar la deteccion
de posibles compuestos en los que existe un equilibrio en la unién a la proteina previa a
la inhibicidon y por tanto la inhibiciéon fuese dependiente del tiempo de pre-incubacion
(Tellez-Valencia et al., 2002, Gubareva et al., 2002), tras lo cual se llevd a cabo la
reaccion. En cada corrida se introdujeron 3 controles: el blanco sin contener enzima, el
control negativo de inhibicion con solo la neuraminidasa y el control positivo de
inhibicion conteniendo el profarmaco del Oseltamivir (figura 16ay 17) (seccion 8.5.4).

Se detecto actividad inhibitoria de la NAr de los compuestos con las coordenadas
de la biblioteca 9H02, 4G07, SE06, 3H08, 8A10, 4H10, 4H06, 12B02, 10G04, 12H04,
2D05, 5C03, 4G09 (ver Tabla 3).

La senal obtenida de la actividad de la NAr en el escrutinio para los compuestos
(figura 17) fue tratada estadisticamente para evaluar mas facilmente que compuestos
presentaban actividad inhibitoria, los compuestos inhibidores se encontraron mas alla
de las 3 desviaciones estandar sobre la lectura de los compuestos sin actividad sobre la
enzima. Este es un criterio conocido como 6 sigma usado para una distribucién normal
en el control estadistico de procesos (Tennant, 2001) para evaluar si hay variaciones en
el proceso que no son debidas al azar. En la figura 17 se muestra un grafico estadistico
del escrutinio estilo HTS, donde se indican con flechas la fluorescencia del blanco, el
control de inhibicion por el profarmaco del Oseltamivir y la deteccion del compuesto
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Figura 17. Tratamiento estadistico del escrutinio estilo HTS de compuestos con posible actividad
inhibitoria sobre la NAr. Se muestra el efecto sobre la actividad de la NAr de 80 compuestos de la
biblioteca Ro3 de Maybridge, que fue graficado para evaluar estadisticamente que compuestos
presentaban actividad inhibitoria. La evaluacion se realiz6 mediante el criterio conocido como 6 sigma,
empleado en el control estadistico de procesos, para juzgar un fendmeno que deberia presentar una
distribuciéon normal. Las flechas de izquierda a derecha indican el blanco, el control de la NAr inhibida por
el Oseltamivir (figura 16a), y la deteccion del compuesto 9H02. La linea central representa la media de la
actividad de la NAr, y las lineas superiores e inferiores representan + 1y + 3 desviaciones estandar.
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Tabla 3. Estructura de compuestos positivos para inhibir a la NAr resultado del escrutinio.

Coordenada | Estructura Nombre CAS. No Coordenada | Estructura Nombre CAS. No
AzPM
o 1-azepanil(3- 690632-28-1 o Acido 5-fenilnicotinico 10177-12-5
piperidinil)metanona
9H02 Qk@ 4HO N on
N ‘ =
N
AQA
6-quinoxalinamina 6298-37-9 § 3-(1-pirrolidinil }-5- 257287-82-4
N NH. F N N
[D/ 2 v |(trifluorometilpiriciin-2-
3H08 = 12B02 C,, carbotioamida
N
NH.
S
APIB
— acido 4-(1H-pirrol-1- 22106-33-8 o 7-hdroxi-2,2,8-trimetil-2,3-  50544-72-4
@u il\benzoico dihidro-4H-cromen-4-ona
4607 ©Y°H 10604 he
5 CHO OH
* CH,
acido 2-(2,5-dimetil-1H-  {92028-57-4 3-(1,3-benzotiazol-2- 306936-47-0
- \\(m pirrol-1-il)benzoico Hot . /Q iltiofen-2-amina
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- N oy
CH3 = —
5
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4G09 QAZXV

8.6.2 Confirmacién de la actividad inhibitoria de los trece compuestos detectados
sobre la NAr.

El ensayo estilo HTS permitié detectar las variaciones con mayor sensibilidad,

por lo que se encontraron 13 compuestos con alguna inhibicién de la actividad de la
NAr. Los compuestos detectados con una concentracion de 600 yM en la reaccién
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fueron corroborados por reacciones individuales determinando para cada uno de ellos
la inhibicidn de la NAr (Tabla 3, para los datos en detalle ver apéndice).

Se determind de forma preliminar si la inhibicion era dosis-dependiente para los
compuestos 4G07, 3HO08, 4H10, 4H06, 12B02, 10G04 y 12H04, 5E6 y 8A10 (tabla 3),
cuyos resultados se muestran en el apéndice.

Para el compuesto 9H02 (el mas activo) la concentracion en la reaccién a la que
se inhibiria al 50% la actividad de la NAr es de 390 uM (figura 18a). Para el compuesto
3HO08 la concentracion en la reaccion a la que se inhibiria al 50% la actividad de la NAr
es de 1,260 uM (figura 18b)
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Figura 18. Curvas de concentracion inhibitoria sobre la NAr de los compuestos 9H02 y 3H08. La
neuraminidasa fue pre-incubada con distintas concentraciones de cada compuesto, y se determiné la
inhibicion de su actividad. Se muestra la inhibicion de la NAr con respecto a: a1) distintas
concentraciones del compuesto 9H02; a2) el logaritmo de la concentracion del compuesto 9H02; b1)
distintas concentraciones del compuesto 3HO8; b2) el logaritmo de la concentracién del compuesto
3HO08. El porcentaje de inhibicion de la NAr por los compuestos se calculé con respecto a la actividad de
la enzima sin inhibidor.
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8.7 IDENTIDAD DE LOS COMPUESTOS INHIBIDORES DE LA NEURAMINIDASA

Los compuestos de la biblioteca de Maybridge en teoria son proporcionados con
una pureza de entre el 95% y el 97% (algunas otras caracteristicas de la biblioteca se
mencionan en la seccion 1.3.7). Sin embargo, se ha reportado que es necesario realizar
estrictos controles de calidad como analisis de identidad y estabilidad a los compuestos
a probar (Aiello et al., 2009, Barelier et al., 2010). En nuestro caso, los compuestos
fueron usados directamente del fabricante, por lo que nos enfrentamos a la posibilidad
de que fuesen las impurezas las responsables de la inhibicidn observada (metales,
halégenos, etc.), o bien algun precursor usado en la sintesis, o un producto de
degradacion o de interaccién con el DMSO. Asi, se procedi6 a demostrar la
composicidon o identidad de algunos fragmentos de la biblioteca detectados con
actividad sobre la NAr.

8.7.1 Actividad del compuesto 3H08 (6- Aminoquinoxalina) sobre la NAr.

Se evalué si el compuesto 6-Aminoquinoxalina (AQA) de Sigma-Aldrich, con una
pureza de 95% determinada por cromatografia de gases por el proveedor, presentaba
la misma actividad inhibitoria sobre la neuraminidasa recombinante (NAr) que presenté
el compuesto con las coordenadas 3HO8 de la biblioteca de Maybridge (tabla 4). Se
encontrd que la actividad inhibitoria del compuesto con coordenadas 3HO08 corresponde
al compuesto AQA, pues ambos compuestos presentaron 26% de inhibicion sobre la
NAr usando 600 uM del compuesto y las mismas condiciones de reaccion.

8.7.2 Identidad del compuesto 9H02 (1-azepanil (3-piperidinil) metanona) por
RMN.

El compuesto con las coordenadas 9HO02 (tabla 4) de la biblioteca de Maybridge
deberia corresponder a la 1-azepanil (3-piperidinil) metanona (AzPM). EIl espectro por
RMN de '*C del compuesto analizado debe corresponder a la prediccion (simulacion
computacional) del espectro de *C del compuesto. El compuesto 9H02 en metanol
deuterado (CD30OD) fue analizado por RMN de 'C y DEPT (distorsionless
enhancement polarization transfer, incremento sin distorsion por transferencia de
polarizacion) con una longitud del pulso variable de 90° y 135°, encontrando que las
sefales observadas en el espectro corresponden con la estructura de la 1-azepanil (3-
piperidinil) metanona, y aparentemente no se detecta ninguna otra sefial en el rango,
por lo que fue identificada como el unico componente del compuesto de la biblioteca
con una pureza de al menos 97% (figura 19).

El experimento DEPT permite detectar y distinguir las sefales del nucleo activo
13C en funcion del nimero de atomos 'H acoplados (el 'H es un nuicleo mas sensible).
Ademas en el DEPT la seleccién de la longitud de uno de los pulsos de radiofrecuencia
variable en 45, 90 o 135° hace posible discernir las sefales correspondientes a
“carbonos” metilenos (CH2) de los otros carbonos unidos a hidrogeno (a 90°) o entre los
“carbonos” metino (CH) y metilos (CH3) (a 135°).
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En el espectro de RMN de 'C se observa una sefial a 176.2 ppm que
corresponde a un grupo carbonilo de amida (figura 19a), y en el experimento DEPT se
observaron cuatro senales en 31.4, 31.1, 30.7, y 30.2 ppm para cuatro metilenos del
azepanilo (C-3', C-4', C-5'y C-6' respectivamente, figura 20a). En 52.1 y 51.8 ppm se
observan las senales de los dos metilenos alfa al nitrégeno del azepanilo (C-2'y C-7'
respectivamente, figura 20a); las sefiales en 50.1, 49.4, 33.2, y 28.5 ppm se asignan a
los metilenos del anillo de piperinidilo (C-2, C-6, C-4 y C-5 respectivamente, figura 20a),
y la sefal en 43.2 ppm corresponde al metino del piperinidilo (C-3, figura 20a y 20b).
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Figura 19. Espectro de resonancia magnética nuclear de >C del compuesto 9H02 (1-azepanil (3-
piperidinil) metanona). Analisis para identificar el compuesto con las coordenadas 9H02 de la biblioteca
Maybridge observando la presencia aparentemente unica de la 1-azepanil (3-piperidinil) metanona. a) Se
muestra la region del espectro de '3C en el rango de 90 a 180 ppm observandose una sefial en 176.2
para el grupo carbonilo (indicado por la flecha). b) Se muestra la regién del espectro de 3C en el rango
de 26 a 48 ppm; la asignacion de las 11 sefiales aqui observadas se realiz6 con los datos del espectro de
RMN del experimento DEPT (figura 20). Se muestra la estructura quimica con la asignacién de las
sefiales de los carbonos de la 1-azepanil (3-piperidinil) metanona.
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Figura 20. Espectro de resonancia magnética nuclear de DEPT a 135° y 90° (100 MHz, CD30D) del
compuesto 9H02 (1-azepanil (3-piperidinil) metanona). Para asignar las sefiales del espectro de RMN
de 3C se analizé el compuesto con las coordenadas 9HO2 de la biblioteca Maybridge mediante:
a)Experimento DEPT con pulso variable de 135°, observando las diez sefiales que corresponden a
“carbonos” metilenos (CH2) (en la grafica se observan como sefiales “negativas”: cuatro sefales del
piperinidilo [C-2,C-4,C-5,C-6] y seis sefiales del azpanilo [C-2', C-3', C-4', C-5', C- 6', C-7']), y una sefal
que corresponde al “carbono” metino (C-3, en la grafica se observa como "positivo": del piperinidilo). b)
Experimento DEPT con pulso variable de 90°, que permite distinguir el C-3 entre un “carbono” metino
(CH) del piperinidilo de un “carbono” metilo (CH3). Se observa la presencia aparentemente unica de la 1-
azepanil (3-piperidinil) metanona, de la cual se muestra la estructura quimica con la asignacién de las
sefiales de los carbonos.

8.7.3 Evaluacion del efecto de AQA y AzPM sobre la neuraminidasa del vH71N1.

En la tabla 4 se muestra un resumen de los resultados de evaluacion de
actividad de estos 2 compuestos ensayados sobre el vH1N1. EI compuesto AQA
presento una inhibicién de 26% sobre la neuraminidasa recombinante (NAr) y conservo
su actividad inhibitoria sobre la neuraminidasa del vH1N71 (30%). Por otro lado, el
compuesto AzPM tuvo una inhibicion de 57% sobre la NAr y solo 14% sobre la
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neuraminidasa del vH1N1 en las condiciones ensayadas, a una concentracion de AzPM
de 600 uM en la reaccién.

La actividad inhibitoria de los otros compuestos detectados el el escrutinio se
muestra en el apéndice.

Tabla 4. Inhibicién de la NAr y la neuraminidasa del vH1N7 por los compuestos identificados y
corroborados.

NAr Virus Influenza A
Estructura Coordenada  |Nombre Concentracion en la reaccion (H1IN1)
Estatus de comprobacion del| 600 uM 300 pM 150 uM 75 M 42uM 600 pM Dependencia
| Calci
compuesto 4hrs 4hrs 4hrs 4hrs 4hrs 2hrs del Galcio
% Inhibicién % Inhibicién
9H02
AzPM
1-azepanil(3- Identidad corroborada por RMN
Q piperidinilmetanona
N 14 %
(en Presencia de [Dependiente de
N 57% 45% 30% 15% 10% Calcio 2mM) |Ca
3H08
AQA
6-aminoquinoxalina |E! compuesto puro de Sigma
N NH presentd Actividad.
[ = (también denominado 30% _
N 6-quinoxalinamina) (para compuesto (Independiente
26% 1% %% nd 0% de Sigma) |deCa

*nd: no determinado
8.7.4 Efecto inhibitorio del AzPM sobre la neuraminidasa en presencia de calcio.

Dado que la inhibicién de la neuraminidasa del vH1N1 con la 1-azepanil (3-
piperidinil) metanona (AzPM) fue limitada, comparada con la inhibicion de la
neuraminidasa recombinante (NAr) (tabla 4), se considerdé que la reducciéon del efecto
inhibitorio podia deberse a diferencias intrinsecas entre las 2 proteinas, o bien a
diferencias en el medio de reaccion. Se observé que la diferencia se centraba en el
calcio presente en el fluido viral, ya que la NAr es suministrada con una somera
purificacion, que no es especificada por el proveedor, pero posiblemente involucra la
remocion del medio de cultivo (apéndice).

Se comprobo que la diferencia entre en la inhibicion de la AzPM (9H02) sobre la
NAr y sobre la neuraminidasa del vH1N1, se debia a que el medio de cultivo con que se
produjo el virus contiene 1.8 mM de calcio (que introduce 500 uM de calcio a la
reaccion). Sin la adiciéon de calcio, la inhibiciéon de actividad de la NAr fue de 57% con
600 yM de AzPM. Como resultado de la adicion de medio de cultivo, la inhibicién de
actividad de la NAr con 600 uM de AzPM se redujo a solo 15% (figura 21). La adicién
de una solucién de CaCl2 10 mM, en las condiciones mencionadas, incluso incrementd
la actividad de la neuraminidasa un 10% sobre la enzima sin inhibidores (figura 21). Por
lo que se concluyé que la inhibicibn de la NAr por el AzPM disminuye de forma
proporcional a la concentracion de calcio.
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Existe una aparente diferencia entre el efecto del medio SFM y el efecto con el
extracto de células MDCK, al ser adicionados a la reaccién conteniendo el AzPM.
Dicha diferencia puede ser explicada por el tiempo de pre-incubacién con cada una de
las fuentes de calcio; ya que unicamente en la adicion del medio SFM fresco, no se dio
un tiempo de pre-incubacion con la enzima NAr. Sin embargo, la dependencia de la
fuente de calcio para la inhibicion de la NA por el AzPM debe ser demostrada con mas
experimentos (figura 21).

<
< 120 =
)
[1}] 100 =
g2
'g 80 =
o
s 60 =
©
© 40 =
P
20
O | | | | | | | | L}
+AzPM Sin Calcio +AzPM+ExtractoMDCK
solo NAr +AzPM+MedioCultivoSFM +AzPM+Ca10mM

Figura 21. Efecto de la 1-azepanil (3-piperidinil) metanona (AzPM) sobre la NAr en presencia de
calcio. Se pre-incubd la NAr con distintas fuentes de calcio (medio de cultivo SFM fresco, extracto de
células MDCK, o una solucion 10 mM de CacCl), o sin la adicién de calcio, por 1 hr a temperatura
ambiente; tras lo cual se evalué la inhibicidon de actividad de la NAr por adicion del compuesto AzPM, o
sin la adicion del compuesto como control. Se calculé el porcentaje de actividad en base a la reaccion
enzimatica sin inhibidor.

Para corroborar el efecto del calcio sobre la estabilidad de la NAr, se realizaron
reacciones con la enzima pre-incubada con EDTA a pH 6.0 a concentraciones desde 0
hasta 4 mM. La actividad de la neuraminidasa del vH71N1 no fue inhibida por el EDTA a
0.1 mM, fue inhibida 15% por la adicién de 1 mM de EDTA y 63% por la adicion 4 mM
de EDTA. En el caso de la NAr fue inhibida en promedio 65% con todas las
concentraciones de EDTA desde 0.1 mM a 4 mM (figura 22). De forma inesperada,
pudo observarse un pequefio incremento de la actividad de la NAr proporcional a la
concentracion de EDTA,; sin embargo, para demostrar que el incremento no se debe a
la variabilidad propia del ensayo seria necesario realizar mas experimentos.

El efecto del EDTA sobre la NA del vH1N1 ha sido descrito por Burmeister et al.,
1994 y Gubareva et al., 2002, mencionando que en la estructura existen 2 sitios de
unién de calcio en la NA: un sitio de alta afinidad cercano al sitio activo de cada
monomero esencial para la estabilidad térmica de la NA, y otro de baja afinidad en el
centro del tetramero el cual posiblemente esté implicado en mantener la unién de las
subunidades.
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Figura 22. Efecto de la adicién de EDTA a la NAr y la neuraminidasa del vH1N1. Se realiz6 la pre-
incubacion de la NAr o la neuraminidasa del virus con distintas concentraciones de EDTA durante 30
minutos a temperatura ambiente, tras lo cual se determiné la actividad enzimatica.

9. DISCUSION
9.1 VIRUS PRODUCIDO EN CELULAS DE MAMIFERO

Para el montaje de los ensayos de inhibicion de las proteinas hemaglutinina (HA)
y neuraminidasa (NA), y posiblemente en algun momento llegar a la cristalizacion con
los inhibidores detectados, se requeria contar con las 2 proteinas virales en suficiente
cantidad. Una de las estrategias que se planted fue la produccion del vH1N17 en células
de mamifero a mediana escala, con la posibilidad de obtener las proteinas con los
residuos y glicosilaciones nativas, y llegar a obtenerlas purificadas. Se llego a visualizar
que la optimizacién de la produccion de virus, podria servir también como piloto para la
transferencia de esta tecnologia a la industria para la produccion del antigeno viral.

9.1.1 El virus producido en células MDCK y uso de tripsina

La produccién del virus en células Vero requiere la adicion diaria de tripsina y se
ha comentado que incluso adaptacion del virus a esta linea celular (Govorkova et al.,
1996, Genzel et al, 2010). En contraparte, las células MDCK fueron reportadas por
Meguro et al. 1979 originalmente como un sustrato para aislar virus de la influenza, y el
mismo autor evalué que no existia diferencia en la cantidad de virus aislados al
adicionar tripsina o no; también indicdo que la diferencia en la adicién de tripsina,
radicaba en el tiempo que tardaba en evidenciarse el dafo citopatico en la infeccién. El
corte de la HA del virus, que expone el péptido de fusion, puede ser incrementado en el
cultivo por la adicion de tripsina, lo que se denomina activacién viral. Distintos autores
han reportado un incremento del rendimiento viral al adicionar tripsina al indculo viral
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(células MDCK) o diariamente durante la infeccion (células Vero), aunque no reportan
diferencias en la MOI que pudieran indicar la proporcién de virus activado que
realmente esta entrando a las células (ver seccidén 9.1.2).

Gekle et al. (1994) reportan que las células MDCK consisten de 2 subtipos
celulares distintos: las células principales y las células intercaladas del ducto renal, de
las cuales la proporcion varia de una linea celular a otra y con los pases de cultivo.
Noma et al. (1998) reporta que existen 2 tipos de células MDCK que denomina
MDCK(-) y MDCK(+), indicando que la linea MDCK-CCL-34 (MDCK-) no secreta
proteasas autdégenas capaces de activar la HA, y la MDCK+ si las secreta. Lo anterior
fue reforzado por Nishiyama et al. (2008), que indica que las células que estudid
secretan un inhibidor de la tripsina (posiblemente las MDCK-). Sin embargo en los
casos reportados por estos autores, el cultivo se realizd en presencia de suero fetal
bovino en el medio de cultivo, lo que podria promover alguna diferencia en la activacion
viral; pues incluso, el suero se emplea en el sembrado de células, para detener la
actividad de la tripsina residual (sirviendo de sustrato) en algunos cultivos .

En este trabajo, tanto el alto titulo de unidades hemaglutinantes (UHA's), como la
deteccion por inmunofluorescencia del virus producido, indican que el virus se replico
sin necesidad de adicion de tripsina a partir del séptimo pase (figuras 6, 7 y apéndice).
Sin embargo, no se realizdé una evaluacion paralela del virus activado y sin inactivar
respecto al titulo de produccion de UHA's; tomando en cuenta los resultados abajo
reportados para la MOI, seria interesante evaluar el efecto de la MOI en el rendimiento
de produccion de virus, con virus activado con tripsina y sin activar.

9.1.2 Efecto de la MOI

Es posible que la optimizaciéon del cultivo ademas de la mutiplicidad de infeccion
(MOI), definida como la proporcién de virus por célula, tendria que abarcar el tiempo de
infeccion (TOI), que puede definirse como el tiempo posterior a la siembra al que las
células son infectadas. Ya que todos los cultivos son sembrados a una densidad inicial,
el TOIl puede corresponder a una concentracion celular en el cultivo, evaluando la
infeccion cuando las células estan en un estado fisiologico especifico.

Recientemente fue publicado un articulo por Aggarwal et al. (2011) confirmando
los resultados de nuestra curva de optimizacion, empleando los mismos materiales
usados por nosotros al inicio del proyecto hace 2 afios, como medio de cultivo libre de
suero (SFM) y tripsina recombinante. Aggarwal et al. reporta el rendimiento viral
obtenido con la infeccién a una MOI hasta de 1X10-, aunque el maximo rendimiento lo
encuentra entre 1X10# y 1X10° uff*/célula. En el trabajo mencionado reportan los
resultados de optimizacion del TOI, indicando que cuando el cultivo se infecta 4 dias
posteriores a la siembra de las células, se obtiene el mayor titulo viral, por lo que
parecen no existir efectos negativos por una alta concentracion de células al momento
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de la infeccion; lo que es consistente con lo reportado por Bock et al. (2010) para

produccién en cultivos a alta densidad celular.
*unidades formadoras foco: por el método empleado para titular el virus, un foco es una célula o camulo
de células infectadas aisladas, que son detectadas por tinciéon inmunofluorescente o inmunoenzimatca.

Hu et al. (2008) trabajaron con el virus de influenza A (H5N1) empleando medio
con suero y Aggarwal et al. (2011) usando medio SFM, presentan una optimizacion de
la produccion del virus de influenza, a una MOI en el rango en el que se empled en el
presente trabajo (1X10*y menores), siendo nuestros resultados consistentes con los
reportados, aunque para este escrito solo se evaludé el maximo titulo de produccion de
virus en funcién de la hemaglutinacion (figura 5y 6).

En el presente trabajo, los cultivos en suspensién se infectaron a una MOI de
0.002. En la optimizacion de la infeccion del cultivo adherente, se obtuvo el mismo titulo
de UHA's de una infeccién con una MOI de 0.001 (en 3 dias) que con MOI de 1X10
(en 4 dias), siendo la diferencia el tiempo en el que se llega al maximo titulo (figura 6).
Solo se probé esta condicion de infeccidn, tomando en cuenta que la optimizacion en
cultivo adherente es aplicable. Sin embargo, a pesar de que el resultado de 2048
unidades de hemaglutinacion/ 100uL (512 UHA's/25 L) en suspension es superior al
maximo en cultivo adherente de 1024 UHA's/100 uL, quizds exista una optimizacion
posible en nuestro cultivo en suspension, que se obtendria realizando cinéticas de
infeccion de células creciendo en microacarreadores (figura 7).

Una de las explicaciones al fendbmeno de que una MOI mas alta no mejore el
maximo titulo de produccion de virus (en UHA's), es debido al incremento de las
particulas defectivas interferentes (ID) a altas MOI's, que son viriones en los cuales el
genoma viral se encuentra parcialmente deletado y actuan inhibiendo la infeccion
productiva (De y Nayak, 1980). Ademas, los virus envueltos tienen muchos
mecanismos para tratar de evitar la infeccion de una célula por mas de un virion, lo que
se denomina exclusion de superinfeccion. La exclusion de superinfeccién, para el caso
de la influenza, ocurre mediante la expresion de la neuraminidasa (NA) en la superficie
de una célula infectada; la NA remueve los receptores del virus, con lo que se evita la
entrada de mas viriones a la misma célula (Huang et al., 2008).

9.1.3 Cultivo en suspension

Se buscoé una forma de producir el virus para obtener las proteinas nativas por un
modo de produccién homogéneo y escalable, con alto titulo de produccién de virus
(UHA's), y que eventualmente facilitara recuperar las proteinas de los viriones de la
influenza. El sistema que ha sido reportado como el mas adecuado para producir alto
rendimiento del virus de la influenza es mediante el cultivo de células MDCK creciendo
sobre microacarreadores solidos en medio SFM (Tree et al., 2001, Bock et al., 2010), el
cual permite un cultivo casi homogéneo con los beneficios de un cultivo en suspensién
y brinda la posibilidad posterior de ser optimizado por el control automatico en
biorreactor.
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- Sembrado

En ocasiones los cultivos libres de suero requieren una densidad celular de
sembrado minima, aunque en el caso de los medios para MDCK al contener el factor de
crecimiento epitelial o la insulina y transferrina recombinantes (Optipro y ultraMDCK
respectivamente) parece sobrellevar el problema de la falta de sefales de crecimiento
endogenas durante bajas densidades en el sembrado.

En el sembrado en nuestro cultivo las células MDCK se adhirieron
adecuadamente empleando un rango de 17 células por cada acarreador (75,000
células/4,300 acarreadores/mg)(figura 5). Se han usado hasta 10 y 2 células por
acarreador (Chen et al., 2011), aunque debido a que las células MDCK aparentemente
no pueden migrar de un acarredor a otro, el problema se centra en que al menos una
célula se adhiera a un acarredor, ya que los acarreadores en que no se adhiera ninguna
célula sera superficie de cultivo desperdiciada.

- Optimizacion de la produccion de virus (unidades hemaglutinantes).

El titulo viral puede ser expresado en cualquier unidad (dosis infecciosa de
cultivo de tejidos al 50%/mL, unidades formadoras de placa/mL, unidades de
hemaglutinacion/100uL) segun el método usado para cuantificar el virus. Lo importante
en la validacion de un método, es que el incremento de unidades virales cuantificadas
sea proporcional a la concentracién de particulas de virus en la preparacion (Knipe y
Howley et al., 2001).

La cuantificacion del titulo viral por el ensayo de hemaglutinacion no es
suficientemente sensible para detectar bajas concentraciones virales en los tiempos
iniciales de la infeccion (como ejemplo 12 horas post-infeccion). Pero el seguimiento de
la infeccion con el virus de la influenza puede ser evaluado en UHA's, considerando que
se requieren de 2X107 particulas virales fisicas (detectadas por microscopia electronica)
para detectar una UHA (Tyrrel y Valentine, 1957). Aunque la proporcion entre particulas
infecciosas/unidades hemaglutinantes puede variar segun las condiciones de cultivo,
cosecha y almacenamiento del virus (Blumenthal et al., 1949), es posible establecer
una relaciéon para determinar el avance de la replicacion del virus en un cultivo
(Rimmelzwaan et al., 1998; Genzel et al., 2010).

La produccién maxima de unidades de hemaglutinacién (UHA's) es especifica
para cada subtipo del virus de la influenza. En el caso de los reportes que indican las
UHA's producidas, es dificil comparar realmente los titulos de hemaglutinacién
obtenidos y los reportados anteriormente, a menos que exista un estandar de
hemaglutinacion en comun, o bien que uno de los autores repita ambos experimentos
en paralelo. El maximo titulo de produccion de virus (en UHA's) que obtuvimos en este
trabajo de 2048 UHA's/100 pL (figura 7), estd en el orden reportado en las
publicaciones del grupo de Reichl y Genzel, como:

- Lohr et al. (2010) con influenza A/PR/8/34(H1N1) obtiene 800 UHA's/100uL,
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- Bock et al. (2010) obtiene 759y 1778 UHA's/100 uL con el mismo virus,

y de otros grupos:

-Hu et al. (2011) reportan también 2048 UHA's/100uL para el virus
AlVietnam/1194/2004(H5N1).

Aggarwal et al. (2011) realizan la optimizacién de la MOl y TOI con distintas
cepas virales, entre ellas el virus de influenza A/South Dakota/6/07(H1N1) con el que
obtiene un rendimiento viral de 108° ffu/ml, infectando 4 dias post-siembra las células
con una MOI de 1X10°. Chen et al. (2011), quienes realizan la produccion de virus en
células Vero, reportan rendimientos virales arriba de 10" TCIDso%/mL para un virus
vacunal careciendo de la proteina NS1. Ninguno de los dos trabajos mencionados
reporta las UHA's obtenidas.

- Potencial escalamiento

Las condiciones reportadas para ser usadas para la produccion industrial que se
emplean en biorreactor son una densidad de acarreadores de 2mg/mL como usamos
en este trabajo. Control de pH en 7.4 por aspersion de CO: y adicion de NaOH. El
oxigeno disuelto alrededor del 40% de saturacion. Dentro de los medios SFM usados
se encuentran EpiSerf (Gibco), EX-CELL MDCK (Sigma) y OptiPro (Invitrogen)
(Aggarwal et al., 2011, Chen et al., 2011, Hu et al., 2011). En este trabajo probamos el
medio EX-CELL MDCK encontrando un crecimiento adecuado, pero se contaba con
material limitado. Los medios que usamos ultraMDCK y Optipro son medios
completamente definidos y realizamos la adaptacion de las células y la produccién del
virus en estos medios de cultivo (figura 5y 7), lo cual no habia sido reportado antes del
afno 2010.

Para obtener la cantidad de células para sembrar un reactor de mayor tamano se
ha reportado el uso de botellas de cultivo giratorio “Roller” (Tree et al., 2001). Con el
crecimiento celular reportado en este trabajo, para un reactor con 100L de medio, se
necesitarian 200 g de acarredores sembrados con al menos 1.5X10'° células totales.
Para sembrar dicha cantidad de células a partir del cultivo giratorio en botellas (“Roller”)
se requeririan alrededor de 187 botellas confluentes para sembrar el reactor. Aun en el
caso de emplear 2 células/acarreador se necesitarian 22 botellas “Roller” que sigue
siendo una operacion multi-recipiente.

Una opcién para sembrar el cultivo a gran escala, actualmente en evaluacion,
seria realizar el cultivo en microacarredores con tres reactores semilla (secuenciales),
tripsinizar las células de cada reactor una vez llegadas a la confluencia, y separar la
tripsina de las células-acarreadores por microfiltracion o bien agregando el inhibidor de
tripsina de frijol de soya, y entonces sembrar los nuevos acarreadores agregando la
mezcla células-acarredores “viejos”, dejando para la adherencia en suspension. De esta
forma, considerando 10 células/ acarreador, para sembrar un reactor de 100 L y
eliminar la operacién multi-recipiente, se podrian utilizar los tres siguientes pasos
secuenciales:
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- un cultivo de primera semilla de 300 mL
- un cultivo de segunda semilla de 2 L
- y un cultivo de tercera semilla de 11 L.

Al llegar a confluencia las células de cada cultivo semilla se emplearian para
sembrar el siguiente, hasta llegar al reactor de 100L. El volumen de los cultivos
mencionados podria reducirse a 60 mL, 400 mL y 2.2L respectivamente, si se emplea
la relacion de 2 células/acarreador. En la mayoria de los trabajos citados el cultivo se
ha realizado en una escala de 1.5 L, existiendo solo un reporte en 7.5 L para el trabajo
con el virus de influenza A (H5N1).

En cuanto a la agitacion, en nuestro trabajo, utilizando matraces con agitacion
orbital, la adhesion de células se realiz6 toda la noche a 30 rpm, y a continuacion se
elevdé a 90 rpm. También, fue suficiente la aireacion superficial para suministrar el
oxigeno disuelto a las células y la incubacidn con tapon de esponja en una incubadora
con CO2 para mantener el pH del medio. Para el escalamiento de la produccién del
virus los trabajos antes mencionados reportan el empleo de reactores de tanque
agitado de dimensiones estandar con un impulsor axial, empleando una velocidad de
punta de un impulsor inicial de entre 0.15 y 0.17 m/s (metros/segundo), dejan adherir
las células a los acarreadores por aproximadamente 6 hrs, y entonces elevan la
velocidad a 0.28 m/s y comienza el ajuste de pH (Aggarwal et al., 2011, Chen et al.,
2011, Hu et al., 2011). Los flujos de aire reportados son de 0.007vvm's (flujo de aire
dado en volumenes de aire por volumen de medio, ejemplo 7 mL por minuto de aire en
1L de medio)(Chen et al., 2011).

9.2 EFECTO DEL DMSO SOBRE LA HEMAGLUTINACION

Se ha reportado un incremento en el rendimiento viral obtenido (eficiencia de
infeccion) del virus de la polio al adicionar 40% de DMSO en el periodo de la adsorcion
(Amstey et al., 1966), asi como un incremento en el rendimiento del virus del Bosque de
Semliki, Newcastle e influenza (virus de la plaga de las aves) (Scholtissek et al, 1988,
Pleschka et al., 2001). En este trabajo encontramos un efecto de incremento sobre la
actividad hemaglutinante del vH1N1 con DMSO al 20%, lo que indica que posiblemente
el DMSO tenga algun efecto sobre la unién de la HA al acido sialico de las proteinas o
lipidos sobre la superficie de los eritrocitos (figura 8).

9.3 APLICACION DE LA REACCION DE LA NEURAMINIDASA

Compainiias productoras de vacunas actualmente siguen empleando el ensayo de
la hemaglutinacion para cuantificar las cosechas y formular las vacunas de la influenza,
ya que llega a ser un ensayo poderoso por su economia, los pocos reactivos y poca
tecnologia usada (eritrocitos, PBS, placas con fondo en V y estandar), y a pesar de su
sencillez brinda una cuantificacion aproximada de la proteina funcional. La WHO (2002)
incluye en la técnica el empleo de un estandar de hemaglutinacion especifico y la
calibracion de los eritrocitos que ademas no pueden ser almacenados por mas de un
par de dias sin sufrir hemoalisis. Nosotros también usamos un estandar de virus para
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tratar de obtener un resultado confiable (seccién 8.3.1). Sin embargo, para un resultado
exacto de cuantificacion de la HA se requiere mucha labor y eritrocitos frescos vy
calibrados cada corrida.

La reaccion de la neuraminidasa del virus de la influenza fue recomendada por
Eichelberger et al. (2008) para ser empleada en escrutinios de farmacos inhibidores por
HTS. La metodologia propuesta por estos autores consta de dos pasos: en el primero,
varios pozos sembrados con células son infectados en presencia de los inhibidores; en
el segundo, emplea la deteccion de la actividad de neuraminidasa para evaluar en que
pozos se inhibid la replicacion del virus (llamado ensayo de AVINA). Para validar el
método, los autores determinan la variacion del titulo viral con respecto a la actividad de
neuraminidasa detectada, indicando que la actividad de la neuraminidasa es una
medida de la concentracion de virus, y constituye un método para medir de la
replicacion del virus a baja MOI.

En el presente trabajo, aun no ha sido determinado el efecto de los compuestos
inhibidores de la NA sobre la replicacion del virus en cultivo, por lo que es una de las
perspectivas. La prueba de replicacién en cultivo es el ensayo in vitro que mas se
asemeja a las condiciones reales de proliferacion del virus, y representa un fuerte
indicador de que un farmaco tendra efecto sobre la replicacién de la influenza en un
modelo animal.

El ensayo de la neuraminidasa con el sustrato fluorogénico MUNANA puede ser
empleado como una poderosa herramienta, que no solo es capaz de cuantificar por
ensayo enzimatico la cantidad de moléculas activas de neuraminidasa e indirectamente
la cantidad de virus presente (figura 13 y 14), sino ademas es capaz de detectar las
variedades del virus resistentes (Gubareva et al., 2002) (figura 16) y con la inclusioén de
un anticuerpo neutralizante contra cada NA especifica poder determinar el titulo de
anticuerpos o tipificar el virus. Es ampliamente recomendable extender el uso de este
ensayo a las compafias productoras de vacunas, para la cuantificacién exacta del titulo
la produccion viral y para la toma de decisiones en la formulacién. Los reactivos del
ensayo de la neuraminidasa podrian ser producidos y comercializados como un estuche
(kit) con la correspondiente capacitacion a las compafiias conteniendo los controles
adecuados.

9.4 DETECCION DE FRAGMENTOS CON ACTIVIDAD SOBRE LA HA Y LA NA

En este trabajo se detectaron 13 compuestos con alguna actividad sobre la
neuraminidasa (tabla 2) y 5 compuestos con clara actividad sobre la HA (tabla 3).

Se eligidé la opcion del escrutinio bioquimico por la problematica inicial de
producir la proteina recombinante, que limitdé la aplicacién de la metodologia para
deteccién de los farmacos en el cristal de la proteina. Barker et al (2006) menciona que
el combinar una biblioteca de fragmentos de alta calidad con un escrutinio bioquimico
muy sensible es una alternativa viable a los métodos comunes de RMN Yy cristalografia
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de rayos X para realizar los escrutinios por fragmentos. Sin embargo para la etapa de la
decision de fusionar fragmentos, de la optimizacion y el disefio del farmaco, la
estructura por rayos X sigue siendo la herramienta mas poderosa para visualizar las
relaciones estructura-actividad (SAR).

Las aproximaciones de escrutinio de fragmentos por RMN vy cristalografia de
rayos X, se basan en la deteccion de fragmentos con muy pocos grupos funcionales,
que se unen de una forma no muy especifica a una proteina, y con una afinidad tan
baja como 10 0 17 mM como se ha reportado para los fragmentos iniciales de farmacos
exitosos (figura 23)(Hajduk et al, 2002/Abbot, Congreve et al, 2007 /AstraZeneca,
Barker et al, 2010 /Evotec). Los fragmentos reportados en nuestro trabajo tienen
afinidades en el orden reportado para los fragmentos iniciales mencionados para los
detectados por cristalografia de rayos X y RMN y se detectaron por actividad inhibitoria
sobre las proteinas HA y NA, por lo que los resultados podrian ser prometedores (figura
23).

Barker et al 2006 (Evotec) y Boettcher et al. 2010 (Novartis) mencionan que al
detectar un fragmento por inhibicion enzimatica nos estaremos asegurando que no solo
se detecta una union a la proteina, la cual podria no ser relevante para su actividad,
sino que ademas el compuesto detectado por escrutinio bioquimico posiblemente esta
unido a un sitio de relevancia en la actividad de la proteina. En los trabajos
mencionados, se concluye que cuando se realiza un escrutinio por inhibicién
enzimatica, es baja la frecuencia con que los compuestos detectados son falsos
positivos, al comparar con la frecuencia de falsos positivos detectados en un escrutinio
por RMN o cristalografia; también ponderan la menor cantidad de proteina necesaria
para realizar un ensayo enzimatico, comparada con la empleada en un ensayo por
RMN o cristalografia.

El escrutinio inicial llevado a cabo de forma individual para cada compuesto tenia
en la pre-incubacién una concentracion de los compuestos de 600 uM, 5% de DMSO,
CaCl2 4 mM y un tiempo de pre-incubacién de la NAr con los compuestos de 30 min. Al
no tener ningun compuesto activo detectado y con el propésito de mejorar la deteccion,
las condiciones fueron cambiadas montando el ensayo estilo HTS en placas de 96
pozos, incrementando en la pre-incubacién la concentracion de los compuestos a 2mM,
10% de DMSO, sin CaCl. y un tiempo de pre-incubacion de la NAr con los compuestos
de 4 hrs (figura 17). Posiblemente fué el mejor control de la variabilidad del ensayo y la
elevacion de las concentraciones lo que permitié la deteccion de los 13 compuestos con
actividad sobre la NAr.

Uno de los propodsitos de incrementar el tiempo de pre-incubacién de los
compuestos con la NAr fue tratar de abarcar la deteccion de posibles compuestos en
los que la proporcion de inhibicion fuese dependiente del tiempo de pre-incubacion.
Inhibidores con una dependencia de un equilibrio en la unién del compuesto a la
proteina previa a una inactivacion se han reportado para la glicerol cinasa de
Escherichia coli (Pettigrew 1987) y la triosafosfato isomerasa de Trypanosoma cruzi
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(Téllez-Valencia et al., 2002), y fue demostrada por los autores mediante cinéticas de
inactivacién de las respectivas enzimas.

En ninguno de los compuestos detectados para la NA fue evidente una diferencia
entre la inhibicidn sin pre-incubacion o con pre-incubacion por 4 hrs. En el caso de la
HA, al parecer 3 compuestos son dependientes del tiempo de pre-incubacion (figura 12,
tabla 2), sin embargo aun faltan experimentos para demostrar dicha dependencia y para
indicar que estos compuestos pertenecen a la clase de compuestos mencionados, entre
los que se halla demostrar la identidad de los fragmentos con actividad sobre la HA.

Los compuestos de la biblioteca usados en este trabajo no fueron sometidos al
control de calidad inicial recomendado (ver seccion 9.7), primero por desconocimiento y
segundo por costos y gestidon del proyecto. Por ello se realizo el control de calidad solo
para algunos fragmentos positivos, lo cual se realizé6 adquiriendo los fragmentos de
Sigma-Aldrich o bien con el analisis por RMN, que dada una visién estilo HTS podria
solo descartar los compuestos sin identidad definida con facilidad y profundizar en
aquellos en que la identidad y pureza son adecuados.

9.5 FRAGMENTOS INHIBIDORES DE LA HA

La identidad de un inhibidor se podria definir como la identificaciéon del
compuesto inhibidor para demostrar que su estructura quimica corresponde
exactamente a la estructura que el proveedor indica. De los 5 fragmentos detectados
con actividad inhibitoria de la hemaglutinacion, para ninguno se ha demostrado la
identidad ni pureza del compuesto (ver seccion 9.7). Sin embargo se hizo evidente que
es posible detectar compuestos tan pequefios como fragmentos que sean capaces de
impedir la unién de la HA al acido sialico en los eritrocitos (tabla 2, figura 10). Lo que
procederia seria demostrar su identidad. Una vez demostrada la identidad del
compuesto se determinaria si actua sobre la estructura de la HA o bien solo sobre su
union al acido sialico. Si su identidad es demostrada, la estructura cristalografica con el
inhibidor en complejo seria una necesidad para proceder en el proceso del disefo de
farmacos.

9.6 FRAGMENTOS INHIBIDORES DE LA NA

Cabe resaltar que el escrutinio de compuestos con actividad sobre la NA se llevo
a cabo con una proteina no purificada, lo cual puede ser evaluado desde la perspectiva
de que no se tuvo una actividad aislada. Fueron dos las problematicas que resolver, por
un lado, la necesidad de un sistema seguro para trabajar con la enzima y por el otro
nuestra incapacidad para expresar una proteina recombinante activa con las
construcciones proporcionadas por los colaboradores (apéndice). Sin embargo, el
método de deteccion del producto fluorescente brindd la posibilidad de detectar
especificamente la actividad de la enzima. Por otra parte, al detectar los compuestos en
un entorno de proteinas celulares posiblemente podria servir como un primer filtro de
especificidad de los inhibidores.
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9.6.1 El fragmento 1-azepanil(3-piperidinillmetanona (AzPM).

Se demostré la identidad del compuesto 1-azepanil(3-piperidinil)metanona
(AzPM, 9HO02, tabla 4) por RMN de 3C y DEPT (figura 19 y 20). Se encontré que el
AzPM es capaz de inhibir la actividad de la NAr. Se determiné que la inhibicion del 50%
de la actividad de la NAr ocurre a una concentraciéon de 390 uM de AzPM (figura 18a).

La inhibicion del AzPM sobre la neuraminidasa del vH1N1 fue limitada,
comparada con la inhibicion sobre la neuraminidasa recombinante (NAr) (tabla 4).
Agregando a la reaccién de la NAr medio de cultivo, o una solucion de CaCl2 10 mM, se
encontré que la inhibicién de la enzima por el AzPM disminuye de forma proporcional a
la concentracion de calcio (figura 21). Por lo anterior, se concluyé que la limitada
inhibiciéon del AzPM sobre la neuraminidasa del vH1N1, se debid al calcio presente en
el medio de cultivo (que introduce 500 uM de calcio a la reaccion) (figura 21). Para
verificar el efecto del calcio sobre la NA se realizaron experimentos agregando distintas
concentraciones de EDTA. La adicién de cualquiera de las concentraciones ensayadas
de EDTA a la NAr inhibié su actividad un 70%, incluso a una concentracién de EDTA
tan pequena como 0.1 mM. El mismo porcentaje de inhibicion, se alcanzd sobre la
neuraminidasa del vH1N1 con una concentracion de EDTA de 4mM (figura 22).

El efecto del EDTA relacionado con el papel del calcio en la neuraminidasa (NA)
del vH1N1 ha sido indicado por Burmeister et al. (1992) y Gubareva et al. (2002)
mencionando que en la estructura de la NA existen 2 sitios de union de calcio, uno de
alta afinidad cercano al sitio activo de cada mondémero y uno de baja afinidad en el
centro del tetramero y posiblemente implicado en mantener unidas las subunidades
(figura 1ay 1b).

El calcio en el centro del tetramero de la NA solo puede ser evidenciado en la
estructura cuando los cristales de la enzima son remojados con calcio 5 mM
(Burmeister et al. 1992), y la union del calcio en esta region provoca un cambio
conformacional en el sitio activo que optimiza la orientacion para la unién del sustrato
(Chong et al, 1991). La presencia de las moléculas de calcio de alta afinidad es esencial
para la estabilidad térmica de la NA, pues al ser retiradas ocurre la inactivacion
(inhibicion irreversible) de forma cooperativa a temperaturas fisioldgicas. La
concentracion de calcio minima para la estabilidad térmica es de aproximadamente 20
MM (Burmeister et al., 1994).

Se ha encontrado que cepas de influenza resistentes al Zanamivir generadas in
vitro alteran la dependencia de la NA a la unidon del calcio. Cuando la resistencia al
Zanamivir es debida a una mutacion cercana al sitio de union de calcio de alta afinidad,
la NA es independiente a la adicion de EDTA. Cuando la resistencia al Zanamivir se
debe a una mutacidn en la region que orienta el calcio central del tetramero, la NA es
en extremo sensible a la adicién de EDTA (Gubareva et al, 2002).
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La oligomerizacion de la neuraminidasa ocurre en el reticulo endoplasmico RE
(Saito et al., 1995) donde la concentraciéon de calcio libre va de 12 yM a 1.8 mM
(Montero et al., 1995), pero en el citoplasma el calcio libre es de 100 nM (Meldolesi et
al, 1990). También ha sido reportado que unicamente la proteina tetramérica presenta
actividad, y no lo hacen el monémero ni el dimero (Bucher et al., 1972, Wu et al., 2009).
Resultaria interesante si el calcio en el centro del tetramero estabilizara a la NA
volviéndola insensible a la actividad del AzPM. Estas evidencias nos llevan a pensar en
la posibilidad de que la actividad inhibitoria del AzPM sobre la NA sea a través de la
separacion del tetramero.

Por otra parte, aunque el AzPM fue detectado en este trabajo como un fragmento
con actividad sobre la NA (tabla 4), aun falta el proceso de optimizacion para llevarlo al
desarrollo de un farmaco con alta afinidad, proceso en el que podria llegar a eliminarse
la oposicion del calcio (figura 23).
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Figura 23. Ejemplo del proceso de diseio de un farmaco mediante fusion de fragmentos. Los
fragmentos (1) N-hidroxiacetamida y (3) N-hidroxinaftalen-1-carboxamida se detectaron para unirse a la
estromelisina. La estromelisina es una endoproteinasa dependiente de zinc, y los fragmentos
posiblemente interactian con el metal dentro de la proteina. Mediante la fusion con un fragmento de
estructura privilegiada (2) 4-(4-hidroxfenil)benzonitrilo, se obtuvieron farmacos (3) y (20), que presentaron
una afinidad incrementada por la estromelisina (tomado de Hajduck et al., 2002).

En el peor de los casos el compuesto podria ser usado para estudiar la dinamica
del plegamiento del tetramero de la NA, estudio que fue comenzado por Bucher et al,
1972 y Saito et al 1995. Y en el mejor de los casos podria servir como base para
disefiar un nuevo farmaco capaz de inhibir la actividad de la NA mediante la separacion
del tetramero a partir de este fragmento y su optimizaciéon por la relacién estructura-
actividad.

Para la demostrar que el mecanismo de accién del inhibidor AzPM sobre la NA,
tiene relacion con la separacion del tetramero, se propone un experimento con la
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neuraminidasa purificada en un gel nativo (como lo reporta Bucher et al. 1972),
cargando en un carril la enzima sola, y en otro carril la enzima incubada con el AzPM;
la actividad del AzPM sera evidenciada por la separacion de la neuraminidasa en
dimeros 0 monémeros.

¢ Es significativa entonces la actividad del inhibidor AzPM al compararla con el
EDTA? 1. El compuesto AzPM no es un farmaco aun, es un fragmento. El fragmento
detectado sobre la estromelisina (figura 23), partio de una problematica con zinc similar
a la que presenta el AzPM con el calcio. 2. Es importante |la especificidad que puede
presentar el AzPM (que ademas tendra caracteristicas adecuadas de absorcién y
permeabilidad al cumplir con la regla de los 5); ya que el EDTA no es especifico y es un
compuesto polar. Es significativo porque gracias a la especificidad se tienen menos
efectos secundarios, ademas de sus propiedades de permeabilidad. 3. EIl AzPM puede
usarse como un sustituyente de otro inhibidor ya existente de la NA. 4. De demostrarse
la actividad de separacién del oligdmero por el AzPM seria significativo, pues no se ha
descrito un compuesto con dicha actividad.

Para el proceso de optimizacion, lo primero seria obtener la estructura en
complejo con la NA del vH1N1, o incluso con alguna neuraminidasa bacteriana como en
el caso del complejo de la NA de Streptococcus pneumoniae con Zanamivir y
Oseltamivir (Gut et al., 2011). Una vez detectado el compuesto en su sitio de unién se
podria emplear la fusién con otros compuestos en la misma cavidad, o bien la fusion
con uno de los fragmentos privilegiados reportados como promiscuos para unirse a
proteinas (figura 23)(Hajduk et al. 2000, Hajduk et al. 2002).

Una posibilidad que es importante no descartar, es que la NAr podria carecer de
la porcidon transmembranal y citoplasmica de la neuraminidasa, por lo que seria
necesario realizar los experimentos de inhibicion de la NA con el AzPM con el virus
completo con EDTA, lo cual también seria una posible diferencia en el comportamiento
observado del AzPM entre la NAr y la NA del vH1N1 (figura 22), ya que cerca de esta
region del tallo es donde se encuentra el puente disulfuro que estabiliza los dimeros de
la NA (Saito et al., 1995).

Es de importancia sefialar que podria existir algun compuesto quelante ya
conocido en la muestra del compuesto 9H02, el cual por la sensibilidad de la RMN de
13C podria llegar ser cerca del 3% (figura 19 y 20). Si el contaminante fuese todo EDTA
seria el equivalente de tener una concentracion en el ensayo de la NA de 40 uM de
EDTA. Para demostrar la ausencia de EDTA en el compuesto 9H02 sera necesario
realizar el analisis del AzPM por RMN de 'H que es mas sensible. Aunque resulta poco
probable que el EDTA sea empleado en la sintesis de este compuesto. También
quedaria pendiente establecer si el AzPM es el isbmero L o R, y si tendria alguna
implicacién en la actividad del compuesto como se ha observado histéricamente en
algunos farmacos.
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9.6.2 El fragmento 6-aminoquinoxianilina (AQA).

Se demostrd la inhibicion de la NAr por el compuesto 6-aminoquinoxianilina
(AQA, 3H02) adquirido a granel de Sigma-Aldrich con pureza demostrada por
cromatografia de gases. El compuesto conservé su actividad de inhibiciéon del 30%
sobre la NA del vH1N1 a 600 uM (tabla 4). Se determin6 que la concentracion del
compuesto AQA a la que se inhibe 50% la actividad de la NAr es de 1,260 uM (figura
18b), este valor aun esta en el rango de los fragmentos con que se ha comenzado el
disefio de farmacos exitosos de 17mM (figura 23)(Hajduk et al. 2002) a 2mM (Congreve
et al., 2007 y Barker et al. 2010). Esta posibilidad parece indicar la necesidad
imperativa de resolver la estructura 3D del complejo del compuesto con la NA para
comenzar el disefio de un nuevo farmaco.

9.6.3 Los fragmentos de la familia de los n-fenil pirrélicos.

Dentro de los compuestos indicados en la tabla 3, se encuentran tres
compuestos que pertenecen al quimiotipo de los compuestos pirrdlicos. EI compuesto
4G07 fue analizado por RMN y se encontraron multiples impurezas (apéndice figura 34
y 35), a la vez que el compuesto puro y recién resuspendido de Sigma no mostro
actividad a la concentracion ensayada para el 4G07 (apéndice). Sin embargo, son 3 los
compuestos de la biblioteca detectados con actividad que tienen el mismo quimiotipo
(tabla 4), el acido 4-(1H-pirrol-1-il)benzoico (4G07), acido 2-(1H-pirrol-1-il)benzoico
(5C03), y su correspondiente compuesto metilado el acido 2-(2,5-dimetil-1H-pirrol-1-
il)benzoico (5E06) cuyos metilos aparentemente incrementaron la actividad inhibitoria
(tabla 5).

Los compuestos n-fenil pirrélicos han sido detectados en 3 trabajos en los cuales
se muestra su reactividad, pues el compuesto acido 4-(2,5-dimetil-pirrol-1-il)-2-
hidroxibenzéico (denominado NB-2) y 3 derivados inhiben la fusion del VIH-1 a la
membrana celular por union a la gp41 (Jing et al., 2004); el mismo compuesto
(denominado 10) inhibe al factor letal del antrax (Schepetkin et al., 2006) y la DNA
helicasa de Bacillus antracis, y el compuesto 2-acido [4-(2,5-dimetilpirrol-1-il)fenil]
sulfanilacético inhibe a la DNA helicasa de Staphylococcus aureus (Aiello et al., 2009).
Coincidiendo con nuestros resultados, Aiello et al., 2009 indican que los compuestos
nuevos recién disueltos en DMSO no presentaron actividad y si lo hicieron los
compuestos almacenados por mucho tiempo, y aunque ninguno de los 3 trabajos arriba
mencionados resuelve la problematica de estabilidad de los compuestos, Aiello et al.
(2009) comentan que resolverla podria abrir la puerta a una nueva serie de farmacos.

La mas optimista de las explicaciones indica que los compuestos n-fenil pirrolicos
pueden ser otro de los grupos de compuestos privilegiados indicados por Hajduk et al.
(2000) para unirse de forma versatil capaces de detectar los puntos calientes de unién y
que pueden ser usados para mapear los bolsillos hidrofébicos (sitios o cavidades
hidrofobicas) en las proteinas o ser fusionados con otro fragmento especifico para
comenzar el desarrollo de un farmaco potente (figura 23, ver seccion 1.3.6).
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Del analisis por gases-masas de las impurezas del compuesto 4G07 (apéndice
figura 30) se identifico a la hidrazida del acido 4-bromo benzdico. Este compuesto es
posiblemente un precursor de la sintesis del compuesto 4G07, pero ademas la
hidrazida del acido 4-bromo benzdico estad reportada en las bases de datos de
compuestos de Pubchem del NCBI y de Protein-Ligand Binding and Molecular
Recognition de la School of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences de la Universidad
de California para ser un fragmento empleado en bibliotecas, del cual hasta la fecha no
se habia detectado ninguna actividad inhibitoria en los blancos probados. Asi, existe la
posibilidad de que la hidrazida del acido 4-bromo benzdico sea el responsable de la
inhibicion de la NA del vH1N1, lo cual debera ser validado experimentalmente.

9.7 LOS OTROS COMPUESTOS

Al realizar el escrutinio de los 1000 fragmentos de la biblioteca Maybridge Ro3
para tener actividad de inhibicion de HA o la NA, no se comenzd con un control de
calidad de los compuestos, por lo que posteriormente se realizaron los analisis de
identidad (identificacidn) y pureza posibles correspondientes.

Para realizar el control de calidad mencionado, se han usado distintas
metodologias para escrutinios de fragmentos por FRET (transferencia de energia de
fluorescencia resonante) o por RMN de 2D. En dichos trabajos, previo al escrutinio, se
realizd el andlisis de pureza e identidad de los compuestos por cromatografia liquida
acoplada a masas (la determinacion debe corresponder al PM del compuesto)
(Congreve et al, 2007, Aiello et al., 2009); o bien se identificaron los compuestos por
RMN 'H y se almacenaron por 3 meses, tras lo cual se repitié el analisis para verificar la
estabilidad (Barelier et al. 2010).

La necesidad de realizar el control de calidad (identidad) se debe a que los
fabricantes de compuestos en grandes cantidades venden a los proveedores de las
bibliotecas los compuestos, y en este proceso parece no haber una regulacién muy
estricta. En nuestro caso llega a ser dificil disponer de la infraestructura necesaria para
realizar tales controles de calidad, que podria ahorrar el riesgo de falsos positivos por
deteccion de inhibidores no intencionales, como contaminantes o subproductos de la
sintesis del compuesto, sin valor para el desarrollo del proyecto.

No se ha demostrado la identidad de los otros compuestos descritos en la tabla 5
(ver apéndice). Se decidi6 enfocarse en los compuestos AQA y AzPM por parecer
prometedores o estar en existencia del proveedor Sigma con pureza comprobada. Con
algunos de los otros compuestos se esta realizando una prueba preliminar de identidad,
o bien no fue posible conseguirlos de otro proveedor confiable en el desarrollo del
proyecto.

Para retomar los otros compuestos con una afinidad aparentemente baja,
primero habria que demostrar su identidad, aunque tal vez sea importante primero
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demostrar la interaccion en la estructura de la proteina con el AQA y el AzPM para
verificar que se esta avanzando en la direccion de desarrollo del farmaco. De validarse
como positivos, la baja afinidad de los fragmentos podria no ser la razdén para
descartarlos, como se ha mencionado antes que refieren los principios del disefio de
farmacos por busqueda de fragmentos (FBDD) (figura 23, ver seccién 1.3.4) (Hajduk et
al. 2002, Congreve et al. 2007 y Barker et al. 2010).

9.7.1 Posibilidad de ensayos bioquimicos con los inhibidores

Ademas de la resolucion de la estructura del complejo proteinas-inhibidor por
cristalografia con rayos X, existen distintos analisis que pudieran dar la misma
informacion, de los cuales el ensayo de actividad enzimatica para evaluar los
parametros cinéticos de los inhibidores brindarian datos importantes, como la
naturaleza de competencia o no con el sustrato, el valor de la Ki, etc. Para este tipo de
ensayos se realizarian curvas manteniendo constante una concentracion de inhibidor y
variando las concentraciones del sustrato, y luego repitiendo las curvas para otra
concentracion de inhibidor etc. De una forma mas compleja, se podrian construir y
expresar mutantes puntuales de la enzima neuraminidasa en regiones donde se
sospecha podria interactuar con los inhibidores, revisando si al mutar un residuo con
que interactue el inhibidor se pierde su efecto, o la mutacion remplaza el efecto del
inhibidor.

La serie de experimentos que arrojarian datos sobre la naturaleza de la inhibicién
seria el escaneo de calorimetria, con el que se podia identificar el mecanismo de
actividad del farmaco sobre el oligdmero y determinar con mas exactitud las afinidades
de union. En el caso de el AzPM seria de mucha utilidad, si previamente se demuestra
que tiene actividad en la separacion de las subunidades de la NA.

9.8 DISENO DE FARMACOS COMO OBJETIVO FINAL

El avance del proyecto permitié la deteccion de fragmentos con actividad
inhibitoria sobre las proteinas NA y HA del vH1N1. En un comienzo se tenia el objetivo
ambicioso de llegar al disefo del farmaco basado en la resolucion de la estructura del
complejo cristalografico de las proteinas con los fragmentos detectados. Sin embargo,
los resultados obtenidos son prometedores y llaman a la pronta resolucion de la
estructura del complejo para poder comenzar con las etapas de desarrollo de un posible
farmaco novedoso. Aunque quiza la infraestructura necesaria para llevar a cabo la
etapa de disefio del farmaco escape a nuestras posibilidades, la estructura del complejo
es una posibilidad con la experiencia de varios grupos en colaboracién.

Una recomendaciéon para trabajos posteriores puede ser el armado de una
biblioteca adquiriendo los compuesto directamente de Sigma-Aldrich con alta pureza
demostrada, ya que segun Barelier et al. 2010 con una biblioteca tan pequefia como
con 100 fragmentos con las caracteristicas adecuadas puede cubrirse una proporcion
adecuada del espacio quimico.
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10. CONCLUSIONES

. Se implementd a nivel laboratorio la produccion del virus de la influenza A

(H1N1) en células MDCK creciendo en suspension sobre microacarreadores en
medio libre de suero (SFM).

. Se implementd el ensayo de cuantificacion de actividad enzimatica de la

neuraminidasa (NA).

. Mediante el escrutinio de la biblioteca Maybridge Ro3 de 1000 fragmentos

quimicos, se detectaron 5 compuestos con actividad inhibitoria de la
hemaglutinacion y 13 compuestos con inhibicion de la actividad enzimatica de la
NA.

. La concentracion minima inhibitoria de los compuestos con actividad sobre la

hemaglutinina (hemaglutinacién) fue de 500 uM. Se hizo evidente que es posible
encontrar fragmentos quimicos que sean capaces de impedir la union de la
hemaglutinina (HA) a los receptores en los eritrocitos.

. De los compuestos detectados con inhibicion de la NA, se estudiaron mas a

detalle la 1-azepanil (3-piperidinil) metanona (AzPM) y 6-aminoquinoxalina
(AQA):
- La concentracion del compuesto AQA a la que se inhibié al 50% la
actividad de la neuraminidasa recombinante (NAr) o la neuraminidasa del
virus de influenza A(H1N1) fue de 1,260 uM.
- La concentracion del compuesto AzPM a la que se inhibidé al 50% la
actividad de la NAr fue de 390 uM.

. Se encontrd que la inhibicion de la NA por la 1-azepanil (3-piperidinil) metanona

(AzPM) es dependiente de calcio. Por lo que la inhibicion del AzPM sobre la
neuraminidasa del virus de la influenza producido en cultivo, fue limitada
comparada con la inhibicién de la NAr, debido a la presencia de calcio en el
medio de produccién del virus.

. Ya que el calcio esta involucrado en mantener la estabilidad térmica y la

estructura cuaternaria de la NA, sugerimos que la AzPM tiene actividad sobre la
estabilidad del oligdmero de la NA.



11. PERSPECTIVAS
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1.

SIN

Determinar el mecanismo de inhibicion de la neuraminidasa (NA) por el
compuesto 1-azepanil (3-piperidinil) metanona (AzPM) y 6-aminoquinoxalina
(AQA).

Determinar la estructura tridimensional de los complejos NA-AzPM y NA-AQA.
Emplear los datos obtenidos para el disefio de nuevos farmacos inhibidores de la
actividad de la NA.

Buscar la transferencia y escalamiento del cultivo celular, asi como de
produccion viral con la metodologia empleada, a la industria de produccion de
vacunas. Explotacion de la reaccion de la NA para cuantificacion del titulo de
produccion del virus (antigeno viral), para la industria de produccidn de vacunas.
Evaluar la identidad de los otros compuestos detectados con actividad inhibitoria
sobre la hemaglutinina (HA) y NA. En caso de demostrarse la identidad de los
compuestos, determinar el mecanismo de inhibicion.



APENDICE

Inactivacioén del virus y titulaciéon por tincién inmunofluorescente.

La importancia de la inactivacion radica en que el virus pudo ser manipulado en
los experimentos subsecuentes de cuantificacion e inhibicién de forma segura. Asi, se
determind la actividad hemaglutinante residual, asi como el titulo viral residual de
inactivacion viral con etilenimina 4 mM de concentracion final (Sarachai et al., 2007).

Se realizé la titulacidn por inmunofluorescencia para el virus sin inactivar e
inactivado con etilenimina 4mM por 2 hrs. El virus sin inactivar mostré un titulo estimado
de 1X108 TCID,,,/ mL, mientras el inactivado 2 hrs con etilenimina no mostr6 sefial en
una dilucion 1:1000 por lo que representa un titulo menor de 1X103 TCID,, /mL (figura
24) . La dosis infectiva al 50% (HID,,,) en humanos se ha reportado en aerosol de 3
TCID,,, para sujetos libres de anticuerpos neutralizantes (Alford et al., 1966), y por
gotas directamente administradas de 127 a 320 TCIDSO%, necesitandose menor dosis en

aerosol que por goteo (Couch et al., 1971, 1983, Teiller, 2006). El significado de estos
datos es que con un titulo de 1x102 TCID, . /mL, y considerando la HID de 3

50% 50%
TCID,,,, se requeririan 3 pL por aerosol o bien 127 pL por goteo dentro de la nariz,

para infectar a una persona. Por los reportes de Sarachai et al. 2007 que coincidieron
con la inactivacion encontrada se incrementd a 6 hrs el tiempo para obtener una
inactivaciéon completa. Esta metodologia puede ser empleada para evaluar el efecto
sobre la replicacién viral de los compuestos encontrados en este trabajo.

Para determinar el efecto sobre la proteina hemaglutinina del virus se determino
la actividad hemaglutinante residual posterior a la inactivacion por medio del ensayo de
hemaglutinacion con eritrocitos humanos tipo O+, resultando que para la inactivacion
con etilenimina por 2 hrs no se detectd influencia de la inactivacién sobre las proteinas
dada por la actividad hemaglutinante al comparar con el virus sin inactivar (figura 25).

a) b)

Figura 24. Comprobacion de inactivacion con iminas del virus de la influenza A H1N1 México 2009
mediante titulacion por inmunofluorescencia. Fotografias digitales tomadas del microscopio de
fluorescencia de células MDCK infectadas con el virus de la influenza A (H1N1) del brote de México/2009
a) inactivado con iminas o b) sin inactivar. La deteccion de replicacion del virus se realizé6 por
inmunofluorescencia con un anticuerpo 1° anti-influenza y un 2° acoplado a fluoresceina. a): Pozo con
una dilucion 1X107 del virus sin inactivar. b): Pozo con una diluciéon 1X10-® del virus inactivado por 2 hr
con imina al 4 mM.
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Figura 25. Ensayos de actividad de hemaglutinante del virus de la influenza A (H1N1) tratado en
distintas condiciones. Hemaglutinacion del vH71N1 inactivado con BEI, realizada con eritrocitos
humanos tipo O+ en PBS pH7.2. El cuadrado muestra los pozos que presentan hemaglutinacion.

Las filas indican las UHA's. Columna 1 y 2: Virus inactivado por 2 hr. Columna 3: Virus sin procesar,
Control positivo. Columna 4: PBS, Control -.

ENSAYOS DE ACTIVIDAD Y ESCRUTINIO

Efecto del DMSO al 10% sobre la hemaglutinacién y la sedimentacion.

Se encontré que no existe efecto del DMSO al 10% sobre la actividad de la
hemaglutinina y ni sobre la sedimentacién de los eritrocitos (figura 26), adicionando
DMSO al agente hemaglutinante diluido en PBS pH 7.2, el analisis se desarroll6 como
se describié anteriormente para el efecto de las distintas concentraciones del DMSO.
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Figura 26. Efecto del DMSO 10% sobre el titulo de la hemaglutinacién. Hemaglutinacion del vH1N1
con eritrocitos humanos tipo O+ en PBS conteniendo o no DMSO al 10%. En las filas se muestran V:
diluciones del virus en PBS sin DMSO, V+DMSO: diluciones del virus en PBS con DMSO al 10%, PBS:
eritrocitos sin virus en PBS sin DMSO, PBS+DMSQO: eritrocitos sin virus en PBS con DMSO al 10%.
Columnas indicando las UHA's.

Neuraminidasa del Clostridium perfringens IX.

Para el montaje inicial de los ensayos de neuraminidasa reportados en este
trabajo se empleo la enzima de Clostridium perfringens (NAclos, Sigma-Aldrich). Como
en el caso de las reacciones con la NAr de influenza se evaluo el comportamiento de la
enzima con respecto al tiempo de reaccién, de la concentracion de la enzima y de la
pre-incubacion con DMSO sobre la actividad de la Naclos.

La enzima neuraminidasa NAclos se comportdé de forma lineal con respecto al
tiempo de la reaccidn en un intervalo cercano a 20 minutos a pH 4.6, y sin ajustarse a la
linealidad a pH 6.0 (figura 27), y presenta una baja estabilidad en la pre-incubacién con
DMSO (figura 28), lo que en el inicio del trabajo obligd a poner especial énfasis en el
efecto del DMSO sobre la actividad de las proteinas, y parecia que dificultaria los
ensayos con los compuestos. Sin embargo en las condiciones ensayadas para la NA y
la HA fue posible tener un efecto bajo de DMSO haciendo posible la realizacion de los
escrutinios . 800

700
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—— PH 4.6 Acetatos

s PH 6.0 Fosfatos

U de fluorescencia

| | L] L] L]
0 5 10 15 20 25
tiempo (min)
Figura 27. Comportamiento de la NAclos con respecto al tiempo de reaccién. Lectura en el
fluorémetro Shimatzu RF-5000 del ensayo de neuraminidasa para distintos tiempos en amortiguador de
acetatos pH 4.6 y fosfatos pH 6.0 como se describe en materiales y métodos.
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Figura 28. Efecto de la concentracion de DMSO sobre la actividad de la NAclos a pH=4.6. Lectura
en el fluorometro Shimatzu RF-5000 del ensayo de neuraminidasa con el empleo del MUNANA.

Enzima neuraminidasa recombinante (NAr)

Dentro de las posibilidades que se probaron para emplear una proteina
recombinante para el ensayo de la neuraminidasa fue utilizar la neuraminidasa
recombinante (NAr) del virus de la influenza H1N1 A/California/04/2009, expresada en
células HEK293 creciendo en medio SFM, producida por la compania Sino Biological y
proporcionada como extracto celular total, por lo que se evalud la proporcion presente
en la preparaciéon de neuraminidasa de 52 kDa en base a la secuencia de aminoacidos
(que migra alrededor de los 65 kDa) por SDS-PAGE al 12 % (figura 29). Esta
preparacion enzimatica fue evaluada para tener actividad de neuraminidasa y resultd
adecuada para realizar los ensayos de actividad (que se mencionan posteriormente).

kDa

25-
20-

72 ng MW

Figura 29. Extracto de células HEK293 expresando la Neuraminidasa recombinante NArH1N1 en su
forma activa. SDS-PAGE al 12% tefiido con azul de Coomassie. La flecha indica la banda
correspondiente a la NAr. Carril 1: Extracto de células HEK293 crecidas en medio SFM expresando la
proteina NArH1N1 activa. Carril 2: Marcador de peso molecular para proteinas Precision Plus All blue
(Bio-rad).
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Relacion de la fluorescencia y la concentracion de la 4-metil umbeliferona

Se evalué la relacion de la intensidad de la sefal fluorescente con la
concentracion de la 4-metil umbeliferona. La 4-metil umbeliferona es el producto
fluorescente de la reaccién catalizada por la neuraminidasa (NA) sobre el sustrato 2'-
(4-metilumbeliferil)-a-D-N-acetilneuraminidato de sodio (MUNANA). Para ello se realizo
una solucion 25mM de 4-metil umbeliferona (Sigma-Aldrich) en etanol absoluto. A partir
de la solucién stock se realizaron diluciones con incrementos de 625 nM de 4-metil
umbeliferona en el amortiguador de paro de la reaccién de glicina 0.1mM/etanol 25%; y
se determiné la sefial fluorescente como se describe en las reacciones de la NAr, en el
fluorbmetro Shimatzu RF-5000 a una longitud de onda de absorcion de 365 nm vy
emision de 450nm (figura 30).

El coeficiente de correlacion del comportamiento de la fluorescencia en funcion de
la concentracion de la 4-metil umbeliferona (figura 30), indica que es lineal en el
intervalo de concentraciones probado, lo que puede permitir cuantificar el monto del
producto de la reaccion enzimatica de la NA. Aunque la relacion debe ser determinada
para cada distinto fluorémetro, por ser arbitraria la escala de unidades de fluorescencia
reportadas por cada aparato.
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R2=0.99

U de fluorescencia
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Concentracion de 4-metil umbeliferona (nM)

Figura 30. Comportamiento de la fluorescencia en funcién de la concentracién de la 4-metil
umbeliferona. Sefal fluorescente obtenida a distintas concentraciones de 4-metil umbeliferona a una
longitud de onda de absorciéon de 365 nm y emision de 450nm, en el fluorémetro Shimatzu RF-5000. La
4-metil umbeliferona es el producto de la reaccién que cataliza la neuraminidasa sobre el sustrato
MUNANA, por lo que la relacion de la grafica permite cuantificar el producto de la reaccion.

Ensayo aproximaciéon estilo HTS completo

Se realiz6 el escrutinio de 1000 compuestos de la biblioteca Maybridge Ro3 para
tener actividad inhibitoria sobre la NAr (figura 31). Los 13 compuestos detectados con
alguna inhibicion de la actividad de la NAr fueron verificados por reacciones
individuales, determinando para cada uno el porcentaje de inhibicion a una
concentracion de 600 pM en la reaccion. Los fragmentos detectados fueron los
compuestos con las coordenadas de la biblioteca 9H02, 3HO08, 5E06, 4G07, 8A10,
4H10, 4H06, 12B02, 10G04, 12H04, 2D05, 5C03, 4G09. (tabla 5).
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Tabla 5. Caracteristicas de los compuestos positivos evaluados para tener inhibicién de sobre la
NAr y la neuraminidasa del vH1N1.

NAr Virus A
CAS. No Estructura C Nomb C ion en la i6 HIN1
Estatus de comprobacién del| 600 uM 300 uM 150 uM 75 uM 42 uM 600 uM D
compuesto 4hrs 4hrs 4hrs 4hrs 4hrs 2hrs del Calcio
%Inhibicién % Inhibicién
9H02
AzPM
690632-28-1 1-azepanil(3- IComprobacion de identidad
piperidinil)metanona por RMN
Q 14%
N (en Presencia de |Dependiente de
51% 45% 30% 15% 10% Calcio 2mM) |Ca
I 3H08
\ AQA
6298-37-9 6-quinoxalinamina Puro de Sigma con
N NH, |Actividad.
oy
N Independiente
26% 11% 9% nd 0% 30% para Sigma |de Ca
\ _5E06
92028-57-4 cn, acido 2-(2,5-dimetil-1H-  |No analizado.
— oH pirrol-1-il)benzoico
NN
CH, Independiente
42% 37% 32% 32% 20% 48% de Ca
I 4G07
\ APIB
22106-33-8 ~ &cido 4-(1H-pirrol-1- Puro de Sigma sin Actividad.
@ iI)benzoico
Posiblemente inhibida por
OH precursor hidrazida del 2% Independiente
& acido 4-bromo benzéico| 4% (200 pm) 13% 3% de Ca
| 8AT0
18076-19-2 Q 1-[3-amino4- ICorresponde a otro
HE NH, (metilamino)fenil]-1- icompuesto por RMN.
’ o etanona
N 29% 1% 5% 0% 0% 28% nd
[
| 4H10
114365-04-7 [4-(1- No analizado.
C\N pirrolidinil)fenillmetanamin
18% nd nd nd nd
| 4H06
\
10177-12-5 o Acido 5-fenilnicotinico No analizado.
| S oH Independiente
| N 18% 9% (200 pM) 0% 26% de Ca
| 12802
\
257287-82-4 F 3-(1-pirrolidinil)}-5- No analizado.
: N (trifluorometil)piridin-2-
| carbotioamida Independiente
| N 18% 5% 0% 9% deCa
L s 10G04
\
50544-72-4 o 7-hdroxi-2,2,8-trimetil-2,3- [No analizado.
dihidro4H-cromen-4-ona
H,C Independiente
| cn® OH 16% 7% 0% 14% de Ca
CHy 12H04
\
306936-47-0 3-(1,3-benzotiazol-2- No analizado.
N“/(j iltiofen-2-amina
| N Independiente
ST TNH, 1% 6% 0% 9% de Ca
[ 2D05
699-83-2 Q 1-(2,6-dihidroxifenil)etan- |No analizado.
cH, 1-ona
o 12% nd nd nd nd
[ 5C03
10333-68-3 o on Acido 2-(1H-pirrol-1- No analizado.
= il)benzoico
G
| 9% nd nd nd nd
. 4G09
61291-91-6 on (4-metil-2-fenil-1,3-tiazol- [No analizado.
N ¢ 5-il)metanol
@Xﬁvw
S’
8% nd nd nd nd

* nd= no determinado
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A continuacion se muestra el procesamiento estadistico del escrutinio estilo HTS de los
compuestos de la biblioteca Maybridge Ro3 contra la NAr (figura 31).
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Figura 31. Tratamiento estadistico completo del escrutinio de la biblioteca de compuestos con
posible actividad inhibitoria de la NAr. Se muestra el efecto sobre la actividad de la NAr de los
compuestos de la biblioteca Ro3 de Maybridge, que fue graficado para evaluar estadisticamente que
compuestos presentaban actividad inhibitoria. La evaluacién se realizé mediante el criterio conocido como
6 sigma, empleado en el control estadistico de procesos, para juzgar un fenémeno que deberia presentar
una distribucion normal. Cada grafica corresponde a una caja de la biblioteca. Se indica la media, + 1y
+ 3 desviaciones estandar. De izquierda a derecha, los 2 primeros puntos de cada grafica corresponden
al blanco y al control positivo de inhibiciéon de la NAr por el Oseltamivir. Los puntos con valores menores
de -3 desviaciones estandar en general corresponden a los compuestos comprobados para tener
actividad inhibitoria sobre la enzima. Los puntos mayores de +3 desviaciones estandar o que se
disparan del rango son compuestos que presentan un pico de fluorescencia con excitacion a 360 nm y
emision a 460 nm.
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Curvas de concentracion-actividad inhibitoria

Se determiné de forma preliminar la correspondencia de la inhibicién con la
concentracion para los compuestos 4G07, 3H08, 4H10, 4HO06, 12B02, 10G04 y 12H04
a 666 uM, 200 uM y 133 uM en la reaccion. De una forma mas completa se determiné
la correspondencia de la inhibicion para los compuestos 9H02, 5E06 y 8A10 a las
concentraciones en la reaccion de 600, 300, 150, 75 y 37.5 mM (tabla 5). La
concentracion aproximada a la que se inhibiria al 50% la actividad de la NAr en la
reaccion para el 5E6 seria de 1.8 mM, y para 8A10 seria de 2.5 mM (figura 32).
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Figura 32. Curvas de concentracion inhibitoria para algunos compuestos inhibidores de la NAr.
Efecto inhibitorio sobre la NAr de los compuestos 3H08, 5E06, 9H02, y 8A10. Se grafica la: a)
concentracion del compuesto en la reaccion. b) el logaritmo de la concentracion del compuesto.

Escrutinio de inhibicion de la NA con calcio

500 de los compuestos también fueron ensayados para inhibir la neuraminidasa
en presencia del amortiguador MES 33 mM pH 6.0 con cloruro de calcio 4 mM, por
reacciones individuales antes del montaje del ensayo estilo HTS. En este primer
escrutinio la concentracion de DMSO en la reaccién fue de 5% en la pre-incubacion y el
tiempo de pre-incubacion con cada compuesto fue de 30 minutos, las demas
concentraciones y tiempos se desarrollaron como se ha descrito, y la fluorescencia fue
determinada en el espectrofluorémetro Shimatzu RF-5000. Durante este escrutinio no
fueron detectados inhibidores como en el caso del inhibidor con las coordenadas 9H02,
particularmente debido al bloqueo de su inhibicién por el calcio.
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Inhibicion de compuestos positivos al ser combinados con el Oseltamivir

Se determind la inhibicion producida por 200 uM de los compuestos con
coordenadas de la biblioteca 9H02, 5E06 y 8A10 solos y combinados con 1 uM de
Oseltamivir, encontrando en todos ellos una aditividad de la actividad inhibitoria de la
NAr (figura 33). Se realizd este experimento previo buscando si era posible a nivel
enzimatico observar alguna variacibn que indicara un preliminar a la fusién de
fragmentos para comenzar el diseiio de un farmaco mas complejo, sin embargo nos
lleva a considerar que la metodologia adecuada se debe enfocar al complejo estructural
tridimensional para esta tarea.

B Efecto de inhibicion [ Efecto inhibicion
compuesto Oseltamivir

60 =
50
40 =
30
20 =

% de inhibicién

10 =

O | L ] L} L |
+Oseltamivir +9H02+Oselta +5E.06+0selta +8A10+0selta
solo NAr +9H02 +5E.06 +8A10

Figura 33. Efecto inhibitorio de compuestos positivos combinados con el Oseltamivir. La NAr fue
pre-incubada con 200 yM de cada uno de los compuestos con las coordenadas de la biblioteca 9H02,
5E06 y 8A10 (390 uM), solo o en combinacién con 1uM de Oseltamivir. Posteriormente se desarrollo la
reaccion de la NAr como se indica en la metodologia. Las barras representan el porcentaje de inhibicién
de la actividad de la NAr. Las barras blancas representan la inhibicién de la NAr por el Oseltamivir,
considerando que se mantiene sin cambio la proporcion del efecto del Oseltamivir cuando se combina
con los compuestos. Las barras sombreadas representan la inhibicién por cada compuesto, considerando
que el efecto al combinarse con el Oseltamivir es aditivo al efecto normal de este farmaco. Este grafico se
presenta solo para visualizar el efecto aditivo de los compuestos.

IDENTIDAD DE LOS COMPUESTOS INHIBIDORES DE LA NEURAMINIDASA
Actividad del compuesto APiB (4G07) puro sobre la NAr.

Se evalud si el compuesto acido 4-(1H-pirrol-1-il) benzoico (APiB) de Sigma-
Aldrich, con una pureza de 99% determinada por HPLC por el proveedor, presentaba la
misma actividad inhibitoria del compuesto con las coordenadas 4G07 de la biblioteca de
Maybridge. EI compuesto 4HO7 de la biblioteca presenté una inhibicion de 41% de la
actividad de la NAr a una concentracion 600 uM en la reaccion, mientras el APIB no
presentd actividad inhibitoria en las mismas condiciones de reaccion (tabla 5).
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Identidad de los compuestos 4G07 y 8A10 por RMN.

El compuesto con las coordenadas 4G07 de la biblioteca de Maybridge deberia
corresponder al acido 4-(1H-pirrol-1-il) benzoico (APIB) y el compuesto con
coordenadas 8A10 de la biblioteca de Maybridge deberia corresponder a la 1-[3-amino-
4-(metilamino) fenil]-1-etanona (AMAFE) (tabla 5).

Debido a los resultados negativos obtenidos con el compuesto APIB puro, el
compuesto 4G07 de la biblioteca y el APiB de Sigma-Aldrich fueron analizados por
RMN de 'H, para evaluar las diferencias entre ellos y al ser comparados con la
simulacion (prediccion) del retardamiento por RMN. Como resultado del analisis
realizado por el Dr. Miguel Costas de la Facultad de Quimica y por el grupo de la Dra.
Laura Alvarez del Centro de Investigaciones Quimicas de la UAEM, se observo que el
compuesto 4G07 correspondié a la simulacion del espectro de RMN de 'H, pero
presentd una duplicacion de las senales indicando la presencia de muchas impurezas.
Ademas en el compuesto APiB Sigma-Aldrich en la regidén cercana a un retardamiento
de 13 ppm se detectd la sefal correspondiente al hidrégeno del carboxilo, mientras en
el compuesto 4G07 de Maybridge no fue detectado (figura 34) lo que en primera
estancia hizo pensar que se trataba de una sal del compuesto.

El compuesto 4G07 ademas fue recuperado del analisis de resonancia y
sometido al analisis por cromatografia de gases por el grupo de la Dra. Laura Alvarez,
detectando ademas de multiples impurezas lipidicas un compuesto volatil que pudo ser
identificado como la hidrazida del acido 4-bromo benzdico (figura 35). Por lo que esta
impureza pudiese ser la responsable del efecto inhibitorio sobre la NAr del compuesto
de la biblioteca.

El espectro de RMN 'H del compuesto 8A10 de la biblioteca no correspondio6 a la
simulacion computacional de la 1-[3-amino-4-(metilamino) fenil]-1-etanona (grafico no
mostrado). Sin embargo muestra una alta pureza, por lo que lleva a considerar
identificar el compuesto presente.
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Figura 34. Espectro de RMN de 'H del compuesto 4G07. a) Simulacion (prediccion) para el
compuesto ApiB. b) Espectro de RMN de 'H del compuesto APIB de Sigma en DMSO-d6. Se observa la
sefial correspondiente al hidrogeno del carboxilo en 13 ppm. c) Espectro de RMN de 'H del compuesto
con las coordenadas 4GO07 de la biblioteca Maybridge. Se observa la ausencia de la seial
correspondiente al hidrogeno del carboxilo en 13 ppm.
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figura 35. Uno de los contaminantes detectados del analisis del compuesto 4G07 por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. La correspondencia con la prediccion
indica que la hidrazida del acido 4-bromo benzdico es uno de los contaminantes del compuesto con las
coordenadas 4G07. a) Prediccion computacional del espectro de masas de la hidrazida del acido 4-
bromo benzéico. b) “Resta” del espectro de masas de la prediccion menos el analisis. ¢) Espectro del
analisis por gases-masas del compuesto 4G07.
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Evaluacion de los compuestos positivos sobre la neuraminidasa del vH1N1.

Se evalud si los compuestos inhibidores de la NAr también eran capaces de
inhibir a la neuraminidasa del vH1N1.

El compuesto 4G07 tuvo una actividad de 41% sobre la NAr y una inhibicién del
73% sobre la neuraminidasa del vH1N1 (tabla 5). Sin embargo el compuesto APIB de
Sigma no presentd actividad sobre la NAr y es posible que su actividad se debiera a las
impurezas detectadas en el 4G07 por RMN.

El compuesto 5E6 tuvo una inhibicién del 42% sobre la NAr y 48% sobre el
vH1N1 (tabla 5). No se han realizado ensayos de identidad para este compuesto.

El compuesto 8A10 tuvo una actividad de 28% sobre la NAr y también sobre la
neuraminidasa del vH1N1. Al ser analizado por RMN este compuesto no correspondié
exactamente a la estructura indicada para esta coordenada en la biblioteca .

En la tabla 5 se muestra un resumen de los resultados de evaluacion de
actividad de todos los compuestos ensayados sobre la neuraminidasa del vH1N1.

INTENTOS DE EXPRESION DE LA NEURAMINIDASA RECOMBINANTE

Se realizaron 2 intentos de expresion de la proteina NA recombinante del vH1N1
empleando construcciones de 2 grupos con quien se mantuvo colaboracion.

Baculovirus con la proteina completa con la porciéon transmembranal

Una construccion constaba de un baculovirus recombinante que contenia el gen
de la NA completo con el dominio transmembranal, un sitio de corte para la proteasa del
TEV y una cola de 6xHis bajo el promotor de polihedrina elaborado por el grupo de la
Dra. Susana Lopez, del Instituto de Biotecnologia de la UNAM. También, se nos
proporciono el baculovirus recombinante conteniendo la HA del vH1N1 completa con el
dominio transmembranal, un sitio de corte TEV y una cola de 6His bajo el promotor de
polihedrina elaborado por el mismo grupo. Se realizé la amplificacion de ambos
baculovirus en células Sf9 en placas de 6 pozos infectando con una MOI de 1 y 3,
observando el efecto citopatico caracteristico a las 120 hpi, comparando con las células
control sin infectar (figura 36a y 36b). Los extractos celulares sonicados fueron
analizados por SDS-PAGE al 10% (figura 37) y posteriormente por transferencia
Western (figura 38) e inmunoblot con un anticuerpo monoclonal antihistidinas conjugado
a peroxidasa introduciendo un control de una proteina no relacionada con cola de
histidinas, detectando la sefial con luminiscencia (ECL) en una placa fotografica.

En la infeccidn pudo observase el efecto citopatico de los baculovirus sobre las
células Sf9 (figura 36a y 36b). En el analisis por SDS-PAGE pudo observarse una
expresion diferencial con las células infectadas con los baculovirus conteniendo los
genes de la NA y la HA contra las células Sf9 sin infectar (figura 37). Sin embargo, no
se detecté senal en el inmunoblot para ninguna de las proteinas, y si se detecto la
proteina no relacionada con cola de histidinas empleada como control (figura 38).
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También se realizé una infeccion con el baculovirus conteniendo el gen de la NA
en cultivo en suspension de células Sf9 infectadas a una densidad de 1.4X108 millones
de células/mL con una MOI de 0.3. Se realiz6 un muestreo diario para evaluar la
viabilidad de las células infectadas y sin infectar contadas en el hematocitometro con
azul tripano (figura 36c). Se observd la curva caracteristica de infeccion por el
baculovirus comparada con las células sin infectar (figura 36c¢). Sin embargo, no se
detectd la expresion de la proteina.

Estos resultados demostraron la existencia de infecciéon por los baculovirus
recombinantes de ambas proteinas, sin embargo a pesar de observar una expresion
diferencial (figura 37), no logramos detectar ninguna de las proteinas HA o NA, o bien
las proteinas ya expresadas no contenian la cola de histidinas de forma que no
pudieron ser detectadas (figura 38).

& infeccion
== crecimiento

b)

células/mL

o 1 2 3 4 5 6 7 8
dias post-infeccion

Figura 36. Efecto citopatico caracteristico por la infeccion por baculovirus en las células Sf9 y
curva de muerte caracteristica de la infeccion. Fotografia digital tomada del microscopio invertido con
un objetivo de 40 X. a) Cultivo adherente de células Sf9 sin infectar en placas de 6 pozos. b) Dafo
citopatico sobre las células S9 al ser infectadas con el baculovirus recombinante conteniendo el gen de la
NA a una MOI de 3. c) Curva de crecimiento e infeccidon del cultivo en suspension de células Sf9, las
células fueron infectadas con el baculovirus recombinante conteniendo el gen de la NA o sembradas sin
infectar a una densidad de 1X10° células/mL.
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Figura 37. Ensayo de expresion de células Sf9 infectadas con los baculovirus recombinantes vb-
HA y vb-NA. Gel de SDS-PAGE en condiciones reductoras tefiido con Azul de Coomassie. Carril 1y 7:
extracto de células Sf9 sin infectar como control negativo. Carril 2 y 3; extracto de células Sf9 infectadas
con el baculovirus recombinante vb-HA a una MOI de 1 y 3 respectivamente. Carril 4: Marcador de peso
molecular de proteinas Presicion Plus All blue (Bio-rad). Carril 5 y 6: extracto de células Sf9 infectadas
con el baculovirus recombinante vb-NA a una MOI de 1 y 3 respectivamente.
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Figura 38. Transferencia Western de las proteinas producidas en el sistema de baculovirus.
Membrana de nitrocelulosa electrotransferida tefida con Rojo de Ponceau. Carril 1: extracto de células
Sf9 infectadas con el baculovirus recombinante vb-HA a MOI de 3. Carril 2: extracto de células Sf9
infectadas con el baculovirus recombinante vb-NA a MOI de 3. Carril 4. Proteina control con cola de
histdinas. Carril 5: Marcador de peso molecular de proteinas All blue (Biorad). Carril 6: Extracto de células
COS-7 transfectadas con el vector pCMV5-NA

Porcion soluble de la neuraminidasa con seinal de exporte de péptido glicano.
Otra construccién fue elaborada por el grupo del Dr. Fernando Lépez Casillas,
del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM, conteniendo la secuencia la codificando

la fraccidon soluble de la NA del vH1N1 incluida en un cassette de expresién, dicho
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cassette contiene previo al ORF de la proteina el péptido sefal de péptido glicano
truncado, una secuencia que codifica para un dominio plegador, la secuencia que
codifica para las 6xHis y la secuencia para corte por la proteasa TEV. El cassette de
expresion fue evaluado en el vector pCMV5 para expresion transitoria en células COS-7
a las 48% post transfeccion. El extracto celular lisado por sonicacion fue analizado por
SDS-PAGE e inmunoblot. También se probd actividad del lisado celular por la reaccion
de la neuraminidasa antes descrita con 30 uL del extracto celular. No se detectd sefal
por inmunoblot con anticuerpo antihistidinas. No se detectd actividad alguna de la
neuraminidasa (tabla 6).

Tabla 6. Determinacion de la existencia de actividad de Neuraminidasa en
el extracto de células COS-7 transfectadas con el vector pCMV5-NA.

Fluorescencia
muestra enzima NAclos. |%extracto Fluorescencia |-Blanco
blanco — — 16.01 0
Enzima 2 uL — 987.3 971.29
pCMV5-solo — 40 uL 16.2 0.19
pCMV5-NA — 40 uL 17.7 1.69

Docking

Se realizé un analisis informatico para la neuraminidasa, basados en el articulo
de Zang et al. (2011), donde se comparan los programas para localizar bolsillos
hidrofébicos. En este andlisis se emple6 el programa metapocket
(http://metapocket.eml.org/) para detectar los bolsillos hidrofébicos de un monémero de
la neuraminidasa del vH1N1 con el PDB 2HU4. De este programa se obtuvieron 3
agrupaciones de posibles sitios que fueron considerados para ser bolsillos hidrofébicos.
Para cada uno de estos bolsillos se realizd el escrutinio in silico por “docking” del
mondmero de la neuraminidasa del vH1N1 contra la biblioteca de compuestos estilo
farmaco Maybridge Hitfinder de 14,400 compuestos, en el servidor de la Universidad de
Texas (UTMB) que cuenta con mas de 22 servidores (clusters) conectados, y emplea el
programa AutoVina para evaluar las bibliotecas usando el algoritmo de Autodock para
evaluar la complementariedad de forma y electroestatica, y Autogrid para los calculos
de la energia de unién minima.

Como resultado de los calculos del escrutinio por “docking”, el servidor de la
UTMB genera un informe indicando los compuestos que presentaron la menor energia
de unién a la proteina; esos compuestos posiblemente presentaran una union favorable
y podrian tener efecto sobre la actividad de la proteina. También se genera un archivo
PDB con las coordenadas del complejo compuesto-proteina; con estas coordenadas,
cada compuesto puede ser evaluados de forma visual “dockeado” en la estructura
tridimensional de la NA, decidiendo si su interaccion es significativa, al observar si la
complementariedad y las distancias de unidn son adecuadas. Posteriormente, los
compuestos evaluados con una interaccion adecuada in silico, pueden ser adquiridos
para ser evaluados experimentalmente.
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