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Imagen tomada de: https://es.wikipedia.org/wiki/Conspiraci%C3%B3n_de_la_pandemia_de_gripe_ A _(HINI)_de_ 2009



VIRUS DE LA INFLUENZA A (HINI)

e Grupo Baltimore:V

* Orden: Mononegavirales

» Familia: Orthomyxoviridae

» Genero: Influenza virus A

* Presenta nucleocapside y membrana lipidica

Imagen tomada de: http://190.210.115.167/publicaciones/prev_control_enfermedades/RM/GripeApubW/capitulos | .html



VIRUS DE LA INFLUENZA A

Organizacion Genémica Virus Influenza A
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EPIDEMIOLOGIA DELVIRUS DE LA
INFLUENZA A (HINI) EN SURAMERICA
EN 2018

La circulacion se define como:
niumero de casos con
resultados del laboratorio
positivos para los agentes
respiratorios vigilados
dividido por el Total de casos

de ESI — IRAG notificados en
un periodo epidemiologico.

Imagen tomada de: Google Earth



VIRUS DE LA INFLUENZA A HINI
EN COLOMBIA EN 2018

. Casos de infeccidn respiratoria aguda con resultado positive para influgnza A(H1N1) segldn grupo de

edad y condicion final, Colombia, semanas epidemioldgicas 01 a 24, 2018

K

Imagen: INS Semana epidemioldgica 25 Junio 17 al 23 de 2018, disponible; www.ins.gov.co

* Grupos de riesgo: Adultos

mayores, ninos Yy personas
con inmunosupresion o con
enfermedades cronicas.

48 defunciones con
resultado  positivo  para
influenza A (HINI), de las
cuales el 73 % pertenecian a
poblacion de riesgo



REPLICACION DEL VIRUS DE LA
INFLUENZA A

Imagen tomada de: https://www.researchgate.net/figure/Figura-3-Esquema-del-ciclo-de-replicacion-del-virus-influenza- | -Entrada-del-virus-
a_figl 324223482
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ENZIMA ARN POLIMERASA
DEPENDIENTE DE ARN (RdRp)

hﬁm

Cap
snatchmg

Polyadenylation
“reiterative stuttering”

Viral mMRNA

Proteinas PBI, PB2 y PA. Img tomada de:
https:/lwww.researchgate.net/publication/32650889 | _Influenza_A_Virus_Cell_Entry_Replication_Virion_Assembly_and_Movement
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OBJETIVOS

o OBJETIVO GENERAL : Generar un acoplamiento
molecular en la enzima RdRp del virus de la Influenza A
(HINI) a partir del analisis bioinformatico de
secuencias de aminoacidos de las proteinas PBI, PB2 y
PA, reportadas en la base de datos del NCBI en
Suramerica entre el periodo 2000 a 2017.

L L L L R R R

Imagen tomada de: https://www.creative-proteomics.com/services/molecular-docking-service.htm



OBJETIVOS

» Objetivos especificos




PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCIONY ANALISIS
DE SECUENCIAS DELVIRUS DE LA INFLUENZA A
(HINI)

INICIO

!

L. Descargar las secuencias de aminoacidos de las proteinas PBL,
PB2y PA del virus de nfluenza AHINL en formato FASTA del
banco de datos del NCBI

!

2. Alnearlas Secuencias de aminoacidos de los segmentos PBY,
PB2 y PA del virus de Influenza AHIN en el programa Muscle'
con el ejecutador simbolo de sistema’

—

Insertar el comando “In', agregando la carpeta con
secuencias formato FASTA; “out para la salida oe
resttados y en formato de lectura aln"™



PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCIONY ANALISIS
DE SECUENCIAS DEL VIRUS DE LA INFLUENZA A
(HINI)

#

3, Visualizar s secuencias alineadas abriendo os datos en
formato FASTA con el programa “UNIPRO UGENE', ejecttando [a
0peion ‘alineamiento’,

!

4. Determinar ¢l porcentaje de conservacion de as secuenciasde | | Sequirla secuencia: ptions - statscs - percentage
aminodcidos con el programa ‘UNIPRO UGENE”. ) grid®

FIN
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RESULTADOS

* 354 secuencias de obtenidas de 7 paises.

Imagen tomada de: Google Earth



RESULTADOS

|. Alineacion multiple de aminoacidos

ARMSEST ASinta Crut do SULACENRS- 20032009 0908 | ¢

AGWEZ148 A'Santa Crug/ 8412009 20000702 P82 [t

AGWEI148 A'Sarts O/ Dasda 1/ 2005 20090702 P8l [ ¢
|

AGWS3148 A'Santa Cra/D484.1/2009 20050702 P82 i

2. Porcentaje de conservacion de aminoacidos
I 2 3 4 5 6




RESULTADOS

Porcentaje total de conservacion y variabilidad de las proteinas
PBI, PB2 y PA del virus de la Influenza A (HINI)

PROTEINA | NUMERO DE | LONGITUD NUMERO Y NUMERQ Y NUMERO Y NUMERO'Y
SECUENCIAS PORCENTAJE |BPORCENTAJE | PORCENTAJE | PORCENTAJE
ANALIZADAS DE DE DE DE

SECUENCIAS |§SECUENCIAS | SECUENCIAS | SECUENCIAS
ALTAMENTE ONSERVADAS | VARIABLES | ALTAMENTE
CONSERVADAS VARIABLES
PB1 354 757 723 (95,5%) 30 (3,96%) 4 (0,69%) 0(0%)
aminoacidos
PB2 355 759 713 (93,9%) 39 (5,13%) 5(0,65%) 2 (0,26%)
aminoacidos
PA 361 716 688 (96,0%) 25 (3,49% 3(041%) 0(0%)
aminoacidos




BIONFORMATICA
ESTRUCTURAL

La bioinformatica estructural la cual permite el analisis, la
caracterizacion y la visualizacion de estructuras proteicas y quimicas
ademas de poder identificar y estudiar de sus interacciones
mediante técnicas computacionales

El docking es una busqueda virtual de moléculas capaces de unirse a
la estructura receptora o proteina blanco, esperando que esta union
tenga un efecto de inhibicion o bloqueo




PROCEDIMIENTOS DOCKING MOLECULAR EN LA
PROTEINA RdRp DELVIRUS DE LA INFLUENZAA (HINI)

Se realiza la busqueda de ligandos con el filtro de “derivado de
pirazinacarboxamida” y “derivado de ribofuranosiltrifosfato “

P u b © h e m Acerca de Blog Enviar Contacto

RESUMEN COMPUESTO

Favipiravir

PubChem CID : 492405

Estructura: ;
2D iD

Encontrar estructuras similares

Férmula Molecular : CsH4FN30;
Favipiravir
259793-96-9
6-FLUORO-3-HIDROXIPPIRAZINA-2-CAREOXAMIDA
Nombres quimicos : T-705

b-fluoro-3-oxo-3.4-dihidropirazina-2-carboxamida

Mas...



SELECCION DE LIGANDO PARA LA ENZIMA RdRp
DELVIRUS DE LA INFLUENZA A (HINI)

Los estudios experimentales indican que este farmaco actua en las primeras

fases de la replicacion viral, inhibiendo la ARN polimerasa dependiente de
ARN (RdRp)

FAVIPIRAVIR: Derivado
de pirazinacarboxamida

X
7

Imagen pirazina carboxamida tomada de Favipiravir, un nuevo concepto
de farmaco antiviral frente a los virus gripales, Rev Quimioter




RESULTADOS

5,6-difenil-N-piperidin- | -ilpirazina-2-carboxamida 5,6-bis (4-clorofenil) - N -piperidin- | -ilpirazina-2-
carboxamida

H ! Ho M
N N
"X ep
o N 0 N
. H
H

2-oxo- |H -pirazina-3-carboxamida 6-oxo- |H -pirazina-3-carboxamida
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SELECCION DE MOLECULAS
LIGANDO EN LA BASE DE
DATOS PUBCHEM

Potencia molécula ligando posterio a la bldsqueda con el
filtro de « derivado de ribofuranosiltrifosfato»

u:; |"" ln|. )

WENN

0 0

Imagen 9.

PubChem CID : 84974922
MNombre suministrado por depositante:[1-
{2-amino-/-metil-4-oxo-7,8-dihidro-3H-pte
ridin-6-11)] etil- (4-ammofenil) -1-deoxy-3-
[1-alfa - D- ribofuranosil trifosfato]
-D-ribitol




PROCEDIMIENTO PARA DOCKING MOLECULAR EN
LA ENZIMA RdRp DELVIRUS DE LA INFLUENZA A

(HINT)

|. Descargar las proteinas ‘4J2R’ , ‘5DES’ y 2ZTT’ del banco de datos de
proteinas del portal de investigacion colaborativa para bioinformatica

estructural (RCSB).

4)2R | PB2

S5DES / PA

\ /"
2ZTT/PBI-PB2

*A estas proteinas se les realizé un alineamiento mdltiple para demostrar su

conservacion



RESULTADOS

|. Porcentaje total de conservacion y variabilidad de las proteinas

2ZTT / PBI-PB2,4J2R / PB2 y 5des / PA.

NUMEROY ; -
NOMEROY |  NUMEROY
PROTEINA NUMERODE Y~ PORCENTAIEDE W po oxTATEDE | PORCENTATE DE
SECUENCIAS | SECUENCIAS
CRISTALIZADA GECUENCIAS | SECUENCLAS
ANALIZADAS  f  ALTAMENTE — ¥ overpvanas | VARIABLES
CONSERVADAS
77T/ PBLIE) 3 78036 6% -
{IR/PB) 1% 3006 1(63% 0%
Sdes /A 1% 191 (960% (4% -




PROCEDIMIENTOS DOCKING MOLECULAR EN LA
PROTEINA RDRP DELVIRUS DE LA INFLUENZA A
(HINT)

2. Comprobar la calidad de las estructuras por medio del programa Discovery
Studio Visualizer para la correccion de errores como atomos faltantes,

moléculas de agua agregadas, ruptura de cadenas, ubicaciones alternativas o
moléculas adicionales




PROCEDIMIENTOS DOCKING MOLECULAR EN LA
PROTEINA RDRP DELVIRUS DE LA INFLUENZA A
(HINT)

3. Adecuar el receptor por medio de la adhesion de hidrogenos con el
programa AutoDock Tools; guardandolo en formato ‘.pdbqt’




RESULTADOS DEL DOCKING
MOLECULAR

Representacion de la torsion del ligando en el receptor




PROCEDIMIENTOS DOCKING MOLECULAR EN LA
PROTEINA RDRP DELVIRUS DE LA INFLUENZA A (HINI)

4. Realizar la caja de cuadricula, para conocer las dimensiones donde se
realizara el acoplamiento

File Center Wiew Help

Current Total Grid Pts per map: 653697
number of points in x-dimension:

||]]III |92 | IIIIII

number of points in y-dimension:
OirT 70 (1w}

number of points in z-dimension:

||]]]IIII 93III[|I|

Spacing (angstrom): M1 11-900 TTTH |
Center Grid Box: <offset>

x center: [61768 [ 7-000 [T
W center: m W‘z-ﬂﬁﬁm

:

F center: |-13.611 ||]I| [[] 1] |||]]]]I



TIPOS DE ENLACE

Enlace

covalente

Imagen disponible en :www.concepto.de/enlace-ionico Imagen disponible en : https://concepto.de/enlace-covalente/
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TIPOS DE ENLACE

Enlace de

Enlace por o
hidrégeno o por

Enlace
fuerzas de Van

metalico der Waals puente de

hidrégeno

*/0\,, ;./H
=0
[

Imagen disponible en: Imagen disponible en: www.areaciencias.com Imagen disponible en: qgoudo.wordpress.com
www.youtube.com/watch?v=WEisFrWc0G0




RESULTADOS

C orventional
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I onventional 1@

Acercamiento de las interacciones entre ligando-Receptor en
programa Unipro UGENE



AFINIDAD

Esta es definida como Ia
fuerza de Ila interaccion
entre dos moleculas que se
unen de forma reversible,
representada en la energia
libre de Gibbs de un ligando
con un receptor, que se
representa

proporcionalmente en
numeros negativos y en las
unidades kilocalorias/mol

(kcal/mol).




RESULTADOS DEL
ACOPLAMIENTO MOLECULAR

LIGANDO AFINIDAD | RECEPTOR

L L
n’ :1 “T 5,6-difenil-N-piperidin- | -lpirazina-2-
R arboanida -8.0kcal/mol PB2
e
L O 5 6-difeni-N-piperidin--iprazina-2 7 .9kcal |
S AL -7.9kcal/mo PA
e .I,.\o.

™ 5,6-difenil-N-piperidin- |-ilpirazina-2-
‘| T mdﬂ -
O | 8.6kcal/mol PBI-PB2




RESULTADOS DEL ACOPLAMIENTO MOLECULAR

Posibles Nueve interacciones del Receptor PB2/4j2r con el ligando 5,6-difenil-
N-piperidin- I -ilpirazina-2-carboxamida

C- TERMINAL




RESULTADOS DEL ACOPLAMIENTO MOLECULAR

5,6-difenil-N-piperidin- -ilpirazina-2-
carboxamida

C-
terminal Afinidad -8.0 kcal/mol

Interacciones
3D 4J2R/PB2
con el ligando
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RESULTADOS DEL DOCKING
MOLECULAR

Representacion 2D de las interacciones del Receptor PB2/4j2r con el ligando 5,6-difenil-
N-piperidin- | -ilpirazina-2-carboxamida

ILE

E GLN
03 B:439

Pi- H donador . Enlace Pi Pi- alquilo

. Pi- sulfuro . Pi-cation - Enlaces de H




RESULTADOS DEL DOCKING MOLECULAR

Posibles Nueve interacciones del Receptor PA/ 5DES con el ligando 5,6-difenil-N-
piperidin- | -ilpirazina-2-carboxamida

Zona media proteica




RESULTADOS DEL DOCKING
MOLECULAR

S5DES/PA

5,6-difenil-N-piperidin- | -ilpirazina-2-carboxamida

Afinidad: -7.9 kcal/mol

Interaccion 3D
5DES/ PA 'y el
ligando 5,6-difenil-
N-piperidin-| -
ilpirazina-2-
carboxamida
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RESULTADOS DEL DOCKING
MOLECULAR

Interacciones en vista 2D del Receptor PA/ 5DES con el ligando con mejor afinidad 5,6-
difenil-N-piperidin- | -ilpirazina-2-carboxamida

GLuU
A:23
II.E
Qf—.—:T.\ ‘,_—
- "\ \ )
v, d \oi ALA
-

AI20
GLY
A8l
LEUL
GV ey A:16
AS0 “a:e2
* LYS
A:l9
ARG
A:84 ARG
TRP AcB2

A8

D Van der Waals

Pi- H donador . Enlace Pi Pi- alquilo

. Pi- sulfuro . Pi-cation - Enlaces de H




RESULTADOS DEL DOCKING
MOLECULAR

Posibles Nueve interacciones del Receptor PBI-PB2/ 2ZTT con el ligando
5,6-difenil-N-piperidin- -ilpirazina-2-carboxamida

N- Terminal
l/
'S




RESULTADOS DEL DOCKING
MOLECULAR

2ZTT/PBI-PB2

5,6-difenil-N-piperidin- | -ilpirazina-2-carboxamida

AFINIDAD: -8.6 kcal/mol

Interaccion 3D

2ZTT/PBI-PB2y el

ligando 5,6-difenil-N-

piperidin- | -ilpirazina-
2-carboxamida




L

RESULTADOS DEL DOCKING
MOLECULAR

Interacciones en vista 2D del Receptor PB|-PB2/ 2ZTT con el ligando con mejor afinidad
5,6-difenil-N-piperidin- | -ilpirazina-2-carboxamida

ILE
B:31

ALA
B:29

PRO ARG
A:708 A:707
GLY
A:710

Pi- H donador . Enlace Pi Pi- alquilo

. Pi- sulfuro . Pi-cation . Enlaces de H




CONSIDERACIONES DEL MEJOR
LIGANDOY RECEPTOR

Zona polar de alta solubilidad con porcion amina

‘ Zona de anillos para realizar interaccion




CONCLUSIONES

La enzima RdRp es altamente conservada, por lo
que seria determinante dirigir la generacion de
nuevos farmacos antivirales hacia el bloqueo de
esta enzima.

El mejor ligando fue el *5,6-difenil-N-piperidin-1-
ilpirazina-2-carboxamida”; lo que lo convierte en
un buen candidato para realizar estudios exvivo y
de esta manera confirmar que puede inhibir la
replicacion viral al unirse a segmento
conservados de la enzima RdRp, promoviendo los
estudios acerca de la investigacion y el manejo
para esta enfermedad
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MUCHAS GRACIAS
POR SU ATENCION

Bogota, Junio 2019
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