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1. RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue disefiar un nuevo farmaco que inhiba exitosamente la
acetilcolinesterasa, tomando como base para el disefio, las propiedades
farmacoféricas de las Calyxaminas Ay B y su sitio de enlace a la Acetilcolinesterasa,
utilizando la innovadora técnica de la Nanotecnologia Computacional para este
disefo.

Para lograr esto se utilizaron novedosos programas que apoyan actualmente las
investigaciones Nanotectoldgicas y Bioinformaticas a nivel mundial como SYBYL,
Autodock, Gaussian, VMD, UCFS Chimera y Otros. Programas con los cuales se
elucid6 el sitio de enlace de las Calyxaminas A y B en la Acetilcolinesterasa y en
base a este complejo formado virtualmente, se disefiaron miles de derivados que
fueron evaluados completamente en sus actividades farmacoféricas con
Acetilcolinesterasa y por medio de un riguroso andlisis quimico se discernié un
anico candidato lider.

Al final de esta investigacion se obtuvo un farmaco como candidato lider que posee
una afinidad de enlace mayor con la acetilcolinesterasa, de la que poseen las
Calyxaminas Ay B, y se conoce con exactitud cual es el sitio en el que se enlazan la
Calyxaminas A y B en la Acetilcolinesterasa, mediante un método que ha sido
llamado “disefio inteligente de drogas”

El impacto de esta investigacion en la rama de la salud, es el aporte que representa
para Guatemala inventar nuevos farmacos que sean lideres en el mercado mediante
la novedosa técnica del disefio inteligente de medicamentos que ofrece la
Nanotecnologia computacional, lo cual se espera que haga un avance en desarrollo
neto como evolucién en las investigaciones cientificas de Guatemala para afrontar el
nuevo milenio

En si la incorporacién de la Nanotecnologia Computacional en el disefio de farmacos
es un costo sumamente bajo (en comparacion con los actuales de disefio de
drogas), lo cual implica que Guatemala tiene a su alcance la posibilidad de inventar
farmacos para solucionar los problemas de salud especificos de nuestra region.

En cuanto al desarrollo de farmacos activos contra el Alzheimer, esta alternativa
ofrece la ventaja de disefiar directamente con base al sitio activo de la enzima que
se quiere inhibir en forma directa, (y no a manera de prueba y error como se hace
con los métodos desarrollados hasta ahora y que representan un gasto de millones
de dodlares para obtener un candidato lider), por lo que la eficiencia de el candidato
lider que se obtuvo por esta técnica, es superior por mucho, en su eficiencia en el
tratamiento de esta enfermedad que actualmente alcanza a 17,000 personas en
Guatemala (Asociacion Guatemalteca contra el Alzheimer, 2007); y tiene un impacto
econdémico comercial de escala mundial en el tratamiento de una de las
enfermedades mas comunes de la tercera edad (Alzheimer’s Desease Internacional,
2009).



Palabras Claves: Nanotecnologia, Calyxaminas, Derivados, Disefio inteligente de
drogas, Acetilcolinesterasa, Farmacos.
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2. INTRODUCCION

Las Calyxaminas fueron descubiertas en Calyx Podatypa una esponja marina del
Caribe mesoamericano, por Rodriguez y Cobar et al en 1997 y sintetizadas por
primera vez por Rodriguez y Cébar ese mismo afio, y se demostrd0 que poseian
actividad biologica y que inhibian eficientemente la acetilcolinesterasa (Cobar et al
2005)

Por otra parte, las técnicas de “disefio inteligente de drogas “in silico, que se basan
en la prediccion y corroboracion de propiedades farmacoféricas por medio de
programas computacionales, para el desarrollo eficiente, certero y econdmico de
nuevos farmacos, ha ganado campo a gran velocidad en los ultimos diez afios, como
la técnica lider y de vanguardia para la obtencion de nuevos medicamentos para el
tratamiento de enfermedades. (Song CM y col 2009)

Dado que Calyxaminas A y B son novedosos compuestos con potencial actividad
contra el Alzheimer. Y dado su reciente descubrimiento, esta investigacion buscé
responder dos preguntas principales:

Cudl es el sitio bio-activo en Acetilcolinesterasa por el cual las Calyxaminas Ay B
inhiben esta enzima, y en base a este sitio activo, elucidado por técnicas de
Nanotecnologia Computacional, podria mejorarse la eficiencia del enlace
Calyxamina —Enzima, modificando los grupos quimicos funcionales de Calyxaminas
AyB

La respuesta a ambas preguntas condujo al disefio de un nuevo compuesto como
farmaco lider, derivado de las Calyxaminas, del cual se infiere su accion especifica,
y se podra (en futuras investigaciones) sintetizar quimicamente, teniendo una alta
certeza de su eficacia y eficiencia en el tratamiento del mal de Alzheimer.



3. ANTECEDENTES

Estudios realizados por Massoulie y colaboradores han planteado que la estructura
de la enzima acetilcolinesterasa existe en dos formas moleculares las cuales son
oligobmeros homomeéricos simples de subunidades cataliticas y asociaciones
heteroméricas de subunidades cataliticas con subunidades estructurales (Massoulie
y col. 1993). Esta ultima constituida por tetrameros de subunidades cataliticas,
enlazados por medio de enlaces disulfuro a cada una de tres bandas de una
subunidad estructural del tipo de colagena (Taylor y Radié, 1994). Esta especie
molecular se relaciona con la lamina basal exterior de la sinapsis y es abundante en
las areas de unién del musculo estriado. Tanto la acetilcolinesterasa como la
butilcolinesterasa pertenecen a la super familia de proteinas donde se encuentran
las esterasas y las hidrolasas que no se encuentran en el sistema nervioso (Taylor y
Radié, 1994).

Segun estudios realizados sobre la acetilcolinesterasa humana, esta posee tres
dominios definidos los cuales son sitios de fijacion para ligandos inhibidores (Harel y
col. 1993). Se sabe que farmacos como la tacrina y el edrofonio se fijan al subsitio
de colina a cercanias del triptéfano 86 y del glutamato 202, la accién de la tacrina es
mas duradera dado que es mas hidrofébica y atraviesa la barrera hematoencefalica
con mayor facilidad.

Farmacos con actividad colinomimética indirecta, como lo son los inhibidores de la
colinesterasa se han utilizado como tratamiento para la enfermedad de Alzheimer
(Gil Néciga y col. 2008). El Unico farmaco que se dispone actualmente para el
tratamiento es el Donepezilo, un inhibidor de la acetilcolinesterasa que actua
aumentando la concentracion existente de acetilcolina a causa de la inhibicion de la
enzima acetilcolinesterasa. Anterior al uso del Donepezilo se utilizaba la tacrina, se
prefiere el donepezilo debido a la hepatotoxicidad de la tacrina (Shevtsov PN y col
2008). Si bien el donepezilo es el farmaco utilizado a preferencia sobre la tacrina, el
donepezilo posee un espectro de accion limitado, y un tiempo de eliminacién
alrededor de las 70 horas lo que lo hace ser un farmaco toxico. (Landmark K,
Reikvam A 2008). Por lo anterior se hace necesario continuar con la basqueda de
farmacos menos toxicos y de alta especificidad para el tratamiento de Alzheimer.

Los Inhibidores de la colinesterasa se introdujeron en el tratamiento de la
Enfermedad de Alzheimer en los afios noventa, con grandes expectativas. Las
esperanzas y gran interés suscitado por estos farmacos son bien demostrado por
12.000 referencias que figuran en PubMed para 1995-2007 (Pepeu G. 2009).

Considerando que un aumento de acetilcolina en el cerebro y la mejora de los déficit
cognitivos se han demostrado en modelos animales con el mal de Alzheimer, el
envejecimiento de las ratas a ratones transgénicos, la efectividad clinica de los
inhibidores de la colinesterasa ha sido y sigue siendo una cuestién de contrastar
opiniones.



Estos van desde las conclusiones negativas a juicio el donepezilo, debido a su
limitada actividad y con beneficios por debajo de un umbral minimo a la evaluacion
de NICE 2007 declarando que el donepezilo, rivastigmina, galantamina son eficaces
para la enfermedad de Alzheimer de leve a moderada, independientemente de su
selectividad por los diferentes acetilcolinesterasa y butilcolinesterasa (Buche).

El desarrollo de nuevos inhibidores de la colinesterasa representan el futuro de la
terapia colinérgica para la enfermedad de Alzheimer, pero otras indicaciones para
estos medicamentos pueden ser considerados, incluyendo la demencia vascular,
deterioro cognitivo leve, y la ética sensible mejora de la memoria y el aprendizaje en
sujetos sanos (Pepeu G. 2009).

Gracias a la técnica de cristalografia de Rayos X, es posible estudiar a detalle
estructuras moleculares, como es el caso de la enzima Acetilcolinesterasa humana,
secuenciada y disponible en formato virtual por varios investigadores, entre las mas
recientes se encuentra la acetilcolinesterasa humana en formado .pdb por ejemplo
la Realizada por Bagautdinov B, Yutani K. en el 2008.

Recientemente en estudios realizados por Codbar y colaboradores 2005 en
Guatemala se evidencidé que las Calyxaminas A y B, mostraban in vitro actividad
inhibidora por la acetilcolinesterasa. (Cobar, et.al. 2005). Las Calyxaminas son
producidas por las esponjas marinas las cuales son un primitivo grupo de
organismos multicelulares, cuyo origen se remonta a unos 1.6 mil millones de afios
en la Era Paleozoica. Son “filtros” que inhalan agua a través de sus numerosos
poros ubicados en su exoesqueleto. Los poros llevan a un sistema de canales
interno que permea a todo el organismo de la esponja, exhala al exterior por sus
Osculas. Todo este sistema es ayudado por un movimiento ciliar, permitiendo que
particulas microscopicas de nutrientes, como bacterias y microalgas sean ingeridos.

Sin embargo y no obstante su primitiva estructura, son los invertebrados marinos
que mayor numero de metabolitos secundarios produce (Blunt, J. et.al. 2008), por lo
gue su estudio quimico se ha incrementado en los Ultimos afios.

De la esponja Calyx podatypa de Laubenfels (clase Demospongiae, orden
Haplosclerida, familia Oceanapiidae), se ha reportado el aislamiento y elucidacion
estructural de varios tipos de metabolitos secundarios, especialmente esteroles
(Doss, G. A.; Djerassi, 1988), péptidos ciclicos de prolina y dicetopiperazinas
(Adamczeski, et.al. 1995) ademas de una serie de compuestos piridinicos 3-
sustituidos (Stierle, D.; Faulkner, D. 1991) y acidos grasos noveles (Carballeira, N.
et.al. 1998, Carballeira, N.; Pagan, M. 2000).

Dentro de éstos metabolitos, las Calyxaminas A y B (Rodriguez, A.D. et.al. 1997b)
noveles alcaloides 2,2,6,6-tetrametil-piperidinicos, se encontré que poseian efecto
inhibitorio sobre la enzima Acetilcolinesterasa (Cobar, et.al. 2005), cobrando desde
entonces importancia como potenciales farmacos contra la Enfermedad de
Alzheimer.
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La nanobiologia es una disciplina de rapido surgimiento, que aporta las
herramientas de la nanotecnologia a las ciencias biologicas. La introduccion de
nuevas técnicas puede acelerar el desarrollo de tratamientos muy especificos en
biomedicina, aumentar su eficiencia y minimizar sus efectos secundarios. La
introduccion de cuerpos extrafios en el complejo mecanismo del cuerpo humano es,
sin embargo, una gran leccion de humildad y de desafio, como ha demostrado la
experiencia pasada.

Con el fin de que nanobiologia pueda alcanzar su pleno potencial, es necesario idear
un medio para modificar las propiedades de las nanoparticulas, tal como se expresa
en el cuerpo humano, de una manera predecible. La ayuda de ordenadores es la
opcion para acelerar el desarrollo de estas tecnologias. Sin embargo, los
procedimientos para la anotacion y la simulacibn de las propiedades de
nanoparticulas se debe desarrollar y entender sus limitaciones ante los métodos de
célculo puede ser totalmente explotadas. (Cachau RE y col 2007).

El disefio de drogas a nano escala utilizando nuevas herramientas ha sido un gran
avance en la busqueda de mejorar y encontrar nuevas alternativas a diferentes
tratamientos. Inhibidores de aldosterona se han desarrollado utilizando estas
herramientas a nanoescala. (Lucas S y col. 2008). Inhibidores de la topoisomerasa 1
se han disefiado logrando sintesis efectivas posteriores de fenantriones modificados,
gracias a estas técnicas computacionales. (Lee SH y col. 2009).

Los disefios de drogas toman en cuenta las propiedades farmacoforicas de los
compuestos, un farmacoéforo es el conjunto de aspectos quimicos estructurales de
una molécula, la cual es responsable de su actividad biolégica especifica. Este
grupo es el responsable de la interaccion de la molécula ligando en el sitio activo de
la macromolécula receptor con la que interactia (Ekins, S. 2006). Un farmacéforo
representa una funcion quimica, que es valida para cualquier molécula que la posea
y para la actividad biolégica especifica.

Recientemente, con el avance de la tecnologia informatica y de software, se han
diseflado métodos “in silico” que permiten determinar una serie de parametros de
cualquier molécula o serie de moléculas con una sub-estructura quimica en comdn y
gue posean similar actividad bioldgica (Vogel, H.; et. al. 2006). EI modelaje
farmacoférico se ha convertido en una herramienta util para predecir actividad
biolégica especifica de moléculas organicas, reduciendo tiempo y dinero previo a su
investigacion “in vivo” como potenciales farmacos (Taha, M.; et. al. 2008).
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Los parametros farmacoféricos a determinar de las moléculas a sintetizar son;
Hidrofobicidad, Aceptores/Dadores de puentes de Hidrogeno, Formadores de
enlaces ionicos (Topological Polar Surface Area —TPSA-), Nimero de Atomos
Aromaticos, “cLogP”, todo ello para tener una idea de su capacidad para
acomodarse al sitio activo de la enzima cuya estructura ya se encuentran elucidada
por varios autores y pueden seleccionarse en la base de datos de “Protein Data
Bank” (base de datos de libre acceso).

Podemos definir a “Topological Polar Surface Area”’, como la suma de las
contribuciones superficiales de los atomos polares de la molécula (usualmente
Oxigenos, Nitrégenos y los Hidrégenos unidos a ellos). Estudios “in silico” han
mostrado que sus resultados correlacionan bien con sus propiedades de transporte
como absorcion intestinal o penetracion en las barreras cerebrales sanguineas (Erlt,
P. 2000).

El nimero de donadores y aceptores de Hidrégeno, el peso molecular y el
“Coeficiente de Particion n-octanol/agua” (cLogP) permiten predecir, mediante sus
“Propiedades de Lipinski”, su capacidad para unirse a donadores y aceptores de
Hidrégeno en los sitios activos de enzimas y su capacidad para absorberse
oralmente, ya que esta relacionado con su solubilidad e influencia su habilidad para
penetrar entre membranas celulares, incluyendo aquellas de los epitelios intestinales
(Lipinski, C. et.al. 1997).

Asimismo la nanotecnologia computacional permite de manera “in silico” predecir el
dominio de la acetilcolinesterasa en el cual las Calyxaminas A y B, asi como los
derivados fabricados inteligentemente reaccionan y con ello predecir su
reversibilidad.



4. JUSTIFICACION

En cuanto al desarrollo cientifico se refiere, Guatemala se ha mantenido al margen
de la investigacion en el disefio de farmacos durante décadas, limitandose a la
extraccion de principios activos y a la sintesis de compuestos presentes en la
naturaleza, principalmente por causa del alto costo de investigacion que este
representa, lo que implica gastos de disefo, sintesis, ensayos clinicos, que con los
métodos hasta ahora practicados, dicho gasto se eleva hasta millones de délares en
el transcurso de aproximadamente 10 afios, para producir un candidato lider que
pueda ser vendido al publico, por lo cual este tipo de investigaciones estaba
reservado para paises del primer mundo.

La enfermedad de Alzheimer es una de las principales causas de demencia en
personas de la tercera edad (Alzheimer’s Association 2009). Los farmacos que en la
actualidad se administran a los pacientes poseen efectos secundarios considerables,
y estan orientados Unicamente al tratamiento, dada la naturaleza de la enfermedad.
(Kubis AM, Janusz M 2008). Por lo cual esta investigacion pretende generar aportes
gue den alternativas a los farmacos actuales.

e Es necesaria la validacion de los estudios in silico con la finalidad de
contribuir al desarrollo tecnoldgico-cientifico en el area de disefio de
moléculas con impacto en el campo de la salud, los beneficios que dentro
de ello se obtienen son importantes:

e Mejora de la calidad de los tratamientos mediante el desarrollo de
farmacos disefiados inteligentemente, por lo cual la eficiencia y eficacia del
medicamento se multiplica, traduciéndose en una respuesta inmediata en
el paciente y de mejor alcance.

e Disminucion en el costo de investigacion de farmacos lideres, es decir que
sean realmente efectivos, debido a que las moléculas disefiadas in silico
estan especializadas en el sitio de accion en el cual deben intervenir, en
vez de disefiar decenas de candidatos probables, sintetizarlos uno a la vez
y probarlos y descartarlos uno por uno, lo cual se traduce en bajo costo
para el paciente.

e EIl bajo costo que representa el disefio de Calyxaminas in silico, hace
posible que Guatemala pueda intervenir en el area cientifica del desarrollo
de medicamentos de Ultima generacion, con los métodos de vanguardia
utilizados a nivel internacional. Por lo cual, se eleva la participacion
cientifica del pais con la propuesta de investigaciones de impacto real en
este tema.

Finalmente se recalca el hecho de que el apoyo a cientificos que se desarrollan en el
campo de la Nanotecnologia Computacional, es oportuno, dado el alto impacto que
las investigaciones nanotecnoldgicas estan teniendo en el desarrollo de
conocimiento en varias de la areas cientificas, por lo cual estimular habilidades para
intervenir en estas areas apoya la competitividad integral del pais en la ciencia y en
la tecnologia generando un avance neto de la ciencia a nivel nacional.



5. OBJETIVOS

5.1 General:

Determinar el sitio de reaccion de Calyxaminas A y B y disefar un farmaco
potencialmente activo contra la acetilcolinesterasa, derivado de Calyxaminas A y B,
por medio de programas computacionales.

5.2 Especificos:
1. Determinar las caracteristicas bioquimicas de la Acetilcolinesterasa.

2. En base a las caracteristicas bioquimicas determinadas, y con la ayuda de
programas de enlace proteina-ligando, determinar el sitio activo de
Calyxaminas Ay B en la Acetilcolinesterasa.

3. Obtener derivados de Calyxaminas A y B, que mejoren la energia total de
enlace farmaco-enzima.

Discernir entre los derivados obtenidos, cual:

Posee Mejores caracteristicas farmacoféricas

Posee alta afinidad farmaco-ligando

Es mas facilmente sintetizable.

Cumple preferentemente la regla de Lipinski (No indispensable).

4. Corroborar la eficiencia de la formacion de enlace farmaco-enzima del
candidato electo, mediante programas computacionales de enlace
automatizado.



6. METODOLOGIA

Detalles del Procedimiento

La busqueda de una secuencia canonica fue el primer paso en la determinacion de
una estructura éptima sobre la cual se disefio del derivado de Calyxaminas.

Una vez que se obtuvo una secuencia canonica, se procedié a crear un archivo .pdb
de la proteina pero sin conformacion terciaria, con el objeto de poder analizar las 85
secuencias obtenidas de las estructuras presentes hasta esta fecha en Protein Data
Bank sobre Acetilcolinesterasa, con lo cual se puede hacer una primera
discriminacidén basada en la estructura primaria de las muestras. Habiendo obtenido
este analisis, se procedio a tabular los resultados para obtener una idea grafica del
estado del total de los datos.

Modelado de Calyxaminas

Modelaje Molecular de Calyxamina A

e Minimizaciébn de energia y geometria molecular total utilizando
Avogadro/Linux, como primera aproximacion para la obtencion de
coordenadas X, Y, Z.

e Modelaje Molecular de Calyxamina A utilizando STO-G3 en
GAMESS/Linux basada en los resultados obtenidos en Avogadro.

e Modelaje Molecular de Calyxamina A: minimizacion de energia y
geometria molecular total utilizando ChemOffice/Windows, como
primera aproximacion para la obtencién de coordenadas X, Y, Z.

e Modelaje Molecular de Calyxamina A utilizando STO-G3 en
ChemOffice como interface para GAMESS para Windows.

Determinacion de Frecuencia para Calyxamina A se utilizo STO-G3, con lo cual se
computaron las constantes fisicoquimicas: Cv, Cp, S, H, E, G. Utilizando
ChemOffice/Windows.

Modelaje Molecular de Calyxamina B y de Acetilcolina.
e minimizacion de energia y geometria molecular total utilizando:
STO-G3, método Hartree-Fock Restringido en GAMESS/Windows.
Funcion de Onda: R-Closed Shell.
Interacciones SCF méximas: 50
Méaximo No. De pasos 50
Tolerancia de convergencia 0.001 Hartree/Bohr
Temperatura 298.15 Hartree/Bohr
Suponiendo: Huckel
Simetria C1
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Determinacion de Frecuencia para Calyxamina B utilizando STO-G3, con lo cual se
computaron las constantes fisicoquimicas: Cv, Cp, S, H, E, G. Utilizando
ChemOffice/Windows.

Se realizé la descripcién Farmacoférica® de las Calyxaminas A y B:

Mediante relaciones QSAR-ADME basadas en relaciones CoMSIA de SYBYL,
obteniendo las descripciones de los grupos quimicos potencialmente activos:
Hidrofobicidad

Aromaticidad

Aceptores/Dadores de puentes de Hidrogeno

Potencial electroquimico y estérico.

CLogP

Coeficiente de Refractividad

Las Calyxaminas A y B se guardaron en formatos compatibles con SYBYL y
Autodock 4.01.

Descripcion  bioquimica de la Acetilcolinesterasa mediante el programa
MOLCAD/SYBYL/Tripos.

Proceso de enlace automatizado (docking) Calyxamina — Acetilcolinesterasa. Se
utilizé el programa Autodock 4.01

Medicion de las Energias de Enlace: Se utilizé el programa APBS -- Adaptive
Poisson-Boltzmann Solver Version 0.5.1-- desarrollado por Nathan A. Baker, con las
siguientes caracteristicas:
e Vpbe_ctor: Using max ion radius (2 A) for exclusion function
Debye length: 30.4285 A
Current memory usage: 62.004 MB total, 62.004 MB high water
Using cubic spline charge discretization.
Grid dimensions: 65 x 65 x 65
Grid spacings: 1.593 x 1.825 x 1.758
Grid lengths: 101.970 x 116.792 x 112.494
Grid center: (-2.128, -0.580, 0.224)
Multigrid levels: 5

Docking: Los docking fueron realizados mediante el programa Autodock 4.01 con
las siguientes caracteristicas: Toda otra caracteristica que no se incluye en esta lista
fue asignada por default segun las caracteristicas que trae pre disefladas el
programa.

e Numero de corridas en Algoritmo Lamarkiano: 100
Tamario de la poblacién: 300
Maximo Numero de Evaluaciones: 2.5 millones
Numero Maximo de Generaciones: 27,000
Numero maximo de individuos que sobreviven por cada corrida: 1
Numero de generaciones de las cuales se escoge el peor individuo: 10

! Farmacoéforo/ico: Segin Peter Gund, es un grupo de caracteristicas estructurales en una molécula que es reconocida como
receptor y es responsible de la actividad bioldgica d esta. (Gund. Prog. Mol. Subcell. Biol. 1977, 5: pp 117-143)
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Disefio de Derivados

Se trabajo con RACHEL de SYBYL para desarrollar un grupo de derivados de las
Calyxaminas. Para obtener este grupo de derivados se ha trabajado con el modelo
de Calyxamina previamente hecho y adicionalmente se ha modelado una molécula
de Acetilcolina, dicha molécula de Acetilcolina también se evalu6 en presencia de la
Acetilcolinesterasa en un docking in silico, en donde se encontré que la Acetilcolina y
la Calyxamina poseian lugares en comun de reaccion.

El trabajo de desarrollado con RACHEL parte de estos resultados para comenzar el
disefio automatico de cientos de derivados que posteriormente deberan ser
analizados cada uno de ellos en base a los criterios previamente establecidos:
Energia de enlace proteina — ligando, factibilidad de sintesis, regla de Lipinski, etc.

A continuacién se describen los detalles utilizados para realizar el disefio de los
derivados:

e Se tomo la secuencia de Calyxamina B CH3;COOCH2R. Donde R es la
secuencia pirrolinica que se cambio. La Calyxamina A/B fue ubicada en el
centro del sitio activo obtenido como mejor interaccion para la Acetilcolina (ver
seccion de resultados, grafica de interacciones cercanas Acetilcolina-
Acetilcolinesterasa).

e El punto objetivo tomado dentro de la Acetilcolinesterasa fue TRP86.

e El tiempo de desarrollo de derivados de la primera secuencia fue de
aproximadamente 7 horas.

e EIl tiempo de desarrollo de derivados de la segunda secuencia fue de
aproximadamente 8 horas.

Ambas series de derivados fueron suspendidas no por alcanzar el maximo punto de
convergencia pero si por llegar a un punto de escasos alcances de moléculas
exitosas.

Selecciéon del candidato lider:

A todas las series se les calcularon sus propiedades farmacoféricas y constantes
fisicoquimicas utilizando relaciones QSAR-ADME in silico.

Las tablas de propiedades farmacoféricas estan descritas en la seccion de
resultados tal y como fueron obtenidas por el programa.

Posteriormente se selecciono y estudio un mapa topologico de los compuestos que
tuvieron los mejores resultados.

El mejor compuesto encontrado fue extraido en forma de complejo virtual
computacional en conjunto con la enzima y se le realizé un docking Lamarkiano tal y
como se ha descrito en la seccion previa.
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Se estudiaron dos compuestos como candidatos probables, codificados con los
nameros 12857 y 5082, en este informe solamente se han adjuntado los resultados
obtenidos para el compuesto 5082 no solo porque se estima que posee mejores
constantes, sino también porque los resultados obtenidos para 12857 carecen de
importancia pues no fueron realizados para la misma enzima estandar.
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7. RESULTADOS

Comparacion de Todas las Secuencias de Acetilcolinesterasa Presentes en Protein Data Bank

TABLA 1 Taxonomia: Homo sapiens
Técnica: Difraccidén por Rayos X

- % ldentidad vs ’ .
No. | Cédigo L. Autor Titulo Observaciones
Canédnica
H.Dvir,1.Sil ,M.Harel, T.L.R b L . .
1 3L 86.48 virL>liman are osenberry Recombinant Human Acetylcholinesterase Hydrolase
Sussman
5 1F8U 86.32 Kryger, G., Harel, M., Shafferman, Crystal Structure Of Mutant E202g Of Human Acetylcholinesterase Complexed With ACh:{g‘:%z\ﬁgiiE:zzzzz Z?n:i\ll:rn:r;o de
: A., Silman,l., Sussman, J.L. Green Mamba Venom Peptide Fasciculin-li P ’ , . ’
californica
Kryger, G., Harel, M., Shafferman, . . - . . .
3 1B41 86.48 A, Silman, I, Sussman, J.L. Human Acetylcholinesterase Complexed With Fasciculin-li, Glycosylated Protein Ache HUMANA unida a toxina
Fabrichny, I'P"_ Leone( P., Sulzenbacher, Crystal Structure Of Synaptic Protein Neuroligin-4 In Complex With Neurexin-Beta 1: Neuroligina unida a fragmento de ache
4 2waQz NA G., Comoletti, D., Miller, M.T., Taylor, . .
Alternative Refinement humana
P., Bourne, Y., Marchot, P.
Bagautdinov, B., Yutani, K., RIKEN Proteina transferasa asociada a la Ache
5 2ZFH NA Structural Genomics/Proteomics Initiative Crystal Structure Of Putative Cutal From Homo Sapiens At 2.05A Resolution pero no se encuentra ninguna referencia a
(RSGI) esta enzima.
C lejo de histami til transf
Horton, J.R., Sawada, K., Nishibori, Histamine Methyltransferase (Primary Variant T105) Complexed With The omp eJ.O € I? ar'm.na metll transterasa
6 2A0X NA ) o T . con tacrina, un inhibidor del ache en una
M., Cheng, X. Acetylcholinesterase Inhibitor And Altzheimer's Disease Drug Tacrine ,
proteina trasferasa
2 2AOW NA Horton, J.R., Sawada, K., Nishibori, Histamine Methyltransferase (Natural Variant 1105) Complexed With The Complejo de histamina metil tranferasa
M., Cheng, X. Acetylcholinesterase Inhibitor And Altzheimer's Disease Drug Tacrine nativa con tacrina
Dvir, H., Harel, M., B ., Liu, W.-
3 V7l NA QVIr,Vid,aI :/lre ,Ga;ba onc, S ,SusI:r,nan Structure Of The Tetramerization Domain Of Acetylcholinesterase: Four-Fold Un dominio de ache tetramerizado en su
Y o M, arbay, L ! Interaction Of A Www Motif With A Left-Handed Polyproline Helix hélice
J.L., Massoulie, J., Silman, I.
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TABLA 2 Taxonomia: Torpedo californica
Técnica: Difraccion por Rayos X

. % Identidad vs . .
No. | Codigo . . Autor Titulo observaciones
Candnica
Harel, M., R , M.L., Sil , . . . . tilcolinest NATIVA de t do, d
9 2ACE 50.49 are aves fiman Native Acetylcholinesterase (E.C. 3.1.1.7) From Torpedo Californica acetiicolinesterasa € torpedo, de
I., Sussman, J.L. sussmany col.
10 NT6 50.65 Colletier, J.P., Bourgeaois, Native Torpedo Californica Acetylcholinesterase Collected With A Cumulated acetilcolinesterasa torpedo nativa, con
. D., et. Al Dose Of 9400000 Gy sobredosis de rayos X
1 WT7 50.65 Colletier, J.P., Bourgeois, Native Torpedo Californica Acetylcholinesterase Collected With A Cumulated acetilcolinesterasa torpedo, nativa con dafio por
. D., et. Al Dose Of 800000 Gy rayos X
ilcoli fi
12 2J3D 50.65 Harel, M., Sussman, J.L. Native Monoclinic Form Of Torpedo Acetylcholinesterase acetilcolinesterasa de torpe(.io en sutorma
monoclinica nativa
3d Structure Of Torpedo Californica Acetylcholinesterase Complexed ilcoli i i
13 316M 50.65 D.Lamba,C.Bartolucci.C . p e y ) p acet||co||nfestedrasa. tf)rpedo,I }Jnl:ja a ge.\lantjmlna
With N-Piperidinopropyl-Galanthamine en varios dominios, molécula torcionada
1 3167 5065 D.Lamba. C.Bartolucci,.C 3D Structure Of Torpedo Californica Acetylcholinesterase Complexed acetilcolinesterasa torpedo, f.ormando complejo
With N-Saccharinohexyl-Galanthamine con galantamina.
acetil colinesterasa torpedo, unida en complejo
15 2WFZ 50.65 Sanson, B., Nachon, F., et. Al Non-Aged Conjugate Of Torpedo Californica Acetylcholinesterase With Soman con pralidoxima y otros utilizados en ancianos,
técnica de envejecimiento
16 HWGO 50.65 Sanson, B, Nachon, F., et. Al. Aged Conjugate Of TorpedF) Californica Acetylchc')llnesterase With Soman acet|'I?oI'|nesterasa torpedo, C(')m.pIe.Jo con
(Obtained By In Crystallo Aging) geriatricos expuestos a envejecimiento
Ternary Complex Of The Aged Conjugate Of Torpedo Californica acetilcolinesterasa torpedo, complejo con
17 2W61 50.65 sanson, B, Nachon, F., et. Al Aceylcholinesterase With Soman And 2-Pam geridtricos, envejecidas
Paz, A., Xie, Q., Greenblatt, et. . . . L. acetilcolinesterasa torpedo, complejo con
18 2W6C 50.65 AL Ache In Complex With A Bis-(-)-Nor-Meptazinol Derivative derivados de meptazinol
Colletier. J.P. Bourgeois Torpedo Californica Acetylcholinesterase In Complex With A Non Hydrolysable Temperatura y cristalizacidn de ach torpedo,
19 2VIA 50.65 [’) ' ;t Al geols, Substrate Analogue, 4-Oxo-N,N,N-Trimethylpentanaminium - Orthorhombic cristal ortorombico. Complejo con soporte no
v Space Group -Dataset A At 100k hidrolizable
Colletier. J.P.. Bourgeois Torpedo Californica Acetylcholinesterase In Complex With A Non Hydrolysable Temperatura y cristalizacidn de ach torpedo,
20 2VIB 50.65 [') ' ét Al geols, Substrate Analogue, 4-Oxo-N,N,N-Trimethylpentanaminium - Orthorhombic cristal ortorombico. Complejo con soporte no
Vo Space Group -Dataset D At 100k hidrolizable
Torpedo Californica Acetylcholinesterase In Complex With A Non Hydrolysable Temperatura y cristalizacion de AchE torpedo,
21 2VIC 50.65 Colletier, J.P., Bourgeois, et. Al. Substrate Analogue, 4-Oxo-N,N,N-Trimethylpentanaminium - Orthorhombic cristal ortorombico. Complejo con soporte no
Space Group -Dataset A At 150k hidrolizable
. . Torpedo Californica Acetylcholinesterase In Complex With A Non Hydrolysable Temperatura y cristalizacién de AchE torpedo,
Colletier, J.P., Bourgeois, D et. . L . . . .
22 2VID 50.65 Al Substrate Analogue, 4-Oxo-N,N,N-Trimethylpentanaminium - Orthorhombic cristal ortorombico. Complejo con soporte no
) Space Group -Dataset C At 150k hidrolizable
23 2VQ6 50.6 Harel, M., Silman, I, Sussman, Torpedo Californica Acetylcholinesterase Complexed With 2-Pam AchE torpedo formando un complejo con 2-pam
J.L
Colletier, J.-P., Sanson, B., et. Structure Of The Unphotolysed Complex Of Tcache With 1-(2-Nitrophenyl)- AchE torpedo complejo con arsenicholina en
24 2V96 50.65
: Al. 2,2,2-Trifluoroethyl-Arsenocholine At 100k otros dominios a diferentes temperaturas
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TABLA 3 Taxonomia: Torpedo californica
Técnica: Difraccion por Rayos X

. % ldentidad vs . .
No. Codigo . Autor Titulo observaciones
Canonica
Structure Of The Unphotolysed Complex Of Tcache With 1-(2-Nitrophenyl)- AchE torpedo compleio con arsenicholine en
25 2V97 50.65 Colletier, J.-P., Sanson, B., et. Al. 2,2,2-Trifluoroethyl-Arsenocholine After A 9 Seconds Annealing To Room pedo piel
otros dominios a diferentes temperaturas
Temperature
Structure Of The Complex Of Tcache With 1-(2-Nitrophenyl)-2, 2,2-
. Trifluoroethyl-Arsenocholine After A 9 Seconds Annealing To Room AchE complejo con neurotransmisor con
26 2vo8 50.65 Colletier, J.-P., Sanson, B., et. Al. Temperature, During The First 5 Seconds Of Which Laser Irradiation At cambio de temperatura y radiacion
266nm Took Place
Structure Of Native Tcache After A 9 Seconds Annealing To Room AchE compleio con neurotransmisor con
27 2VA9 50.65 Colletier, J.-P., Sanson, B., et.Al. Temperature During The First 5 Seconds Of Which Laser Irradiation At mp'e] o
cambio de temperatura y radiacién
266nm Took Place
28 2j3Q 50.65 Torpedo Acetylcholinesterase Complexed With Fluorophore Thioflavin T AchE en complejo con Fluoruro de Tioflavina
* Harel, M., Cusack, B., et.Al. P ¥ P p en 3 dominios.
29 2J4F 50.49 Kreimer, D.I., Dolginova, E.A., et. Al Torpedo Acetylcholinesterase - Hg Heavy-Atom Derivative AchE unido a atomos pesados con mercurio
. Torpedo Californica Acetylcholinesterase Complexed With Alkylene-Linked AchE ligada a tacrina, conformacion distinta
30 2CkM 50.65 Brumshtein, 8., Rydberg, E-H., et. Al Bis-Tacrine Dimer (7 Carbon Linker) por unién en carbono 7
. Torpedo Californica Acetylcholinesterase Complexed With Alkylene-Linked AchE ligada a tacrina, conformacion distinta
31 2CMF 50.65 Rydberg, E.H., Brumshtein, B., et. Al. Bis-Tacrine Dimer (5 Carbon Linker) por union en carbono (5)
12 IBAG 50.65 Lamba, D., Bartolucci,C., S et. Al. 3D Structure Of Torpedo Californica Ace?ylchollnesterase Complexed With AchE ligada a gast|gm|na'un carbamato
Ganstigmine usado en Alzheimer
Colletier, J.P., Fournier, D., Greenblatt et. Torpedo Californica Acetylcholinesterase In Complex With 500mm AchE torpedo C. unida a acetilcolina en
33 2C4H 50.65 . . . - el
Al. Acetylthiocholine varios sitios periféricos
. . . . AchE torpedo C. unida a acetilcolina en
34 2C58 50.65 Colletier, J.P., Fournier, D., et. Al Torpedo Californica Acetylcholm'estera'se In Complex With 20mm diferentes concentraciones de sustratoy en
Acetylthiocholine .
la periferia
. . Torpedo Californica Acetylcholinesterase In Complex With A Non AchE en complejo con analogo de molécula
35 2C5F 50.65 Colletier, J.P., Fournier, D., et. Al Hydrolysable Substrate Analogue, 4-Oxo-N,N,N-Trimethylpentanaminium NO hidrolizable
36 2C5G 50.65 Colletier, J.P., Fournier, D., et. Al Torpedo Californica Acetylcholinesterase In Complex With 20mm Thiocholine AchE en com;::)er:cc)ecrir:atclicg:na auna alta
Conformational Flexibility In The Peripheral Site Of Torpedo Californica AchE muestra flexibilidad periférica por
37 2CEK 50.65 Sanson, B., Colletier, J.P., et. Al Acetylcholinesterase Revealed By The Complex Structure With A Bifunctional afinidad a una estructura de inhibidor bi
Inhibitor funcional
. Crystal Structure Of Torpedo Californica Acetylcholinesterase In Complex AchE en complejo con R-tacrina
38 1268 50.65 Haviv, H., Wong, D.M., et. Al With An (R)-Tacrine(10)-Hupyridone Inhibitor. (enantiomero)
. Crystal Structure Of Torpedo Californica Acetylcholinesterase In Complex AchE en complejo con RS-tacrina
39 1z6C 50.65 Haviv, H., Wong, D-M., et. Al. With An (RS)-Tacrine(10)-Hupyridone Inhibitor. (enantiomero)
40 1U65 50.65 Harel, M., Hyatt, J.L, Brumshtein, et. Al. Ache W. CPT-11 pro-farmaco analogo de camptotencina

ligado a AchE en su dominio
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TABLA 4 Taxonomia: Torpedo californica
Técnica: Difraccion por Rayos X

. % ldentidad vs . .
No. | Codigo Canénica Autor Titulo observaciones
Brumshtein, B., Wong, Structure Of Acetylcholinesterase (E.C. 3.1.1.7) Complexed With N-9-(1',2',3',4'- AchE en complejt? con andlogo f‘Je tacrina, se
41 1UT6 50.65 observa cambios conformacionales en
: D.M., et. Al Tetrahydroacridinyl)-1,8-Diaminooctane At 2.4 Angstroms Resolution. X
molécula AchE torpedo
i fa lej AchE
2 10DC 50.65 Wong, D.M., Greenblatt, Structure Of Acetylcholinesterase (E.C. 3.1.1.7) Complexed With N-4'-Quinolyl-N'-9"- des;:s:\’/::;m?;g:: gongij:nf:génc O,rse
: H.M., et. Al (1",2",3",4" -Tetrahydroacridinyl)-1,8-Diaminooctane At 2.2a Resolution - , P
afinidad a la molécula
Greenblatt drastica deformacion de molécula al hacer
43 1waL 50.65 HM. Guillou. C ! ot. Al Complex Of Tcache With Bis-Acting Galanthamine Derivative complejo con AchE. Bivalente capaz de llegar
o rTroT al sitio "Garganta"
Greenblatt, . . N . . .
44 1W6R 50.65 H.M. Guillou C. et. Al Complex Of Tcache With Galanthamine Derivative complejo AchE y derivado de Galantamina.
45 1W75 50.65 Greenblatt, Native Orthorhombic Form Of Torpedo Californica Acetylcholinesterase (Ache) Derivado de galantamina en complejo con
: H.M., Guillou, C., et. Al P ¥ AchE, derivado bi-valente.
6 1W76 50.65 Greenblatt, Orthorhombic Form Of Torpedo Californica Acetylcholinesterase (Ache) Complexed Derivado de galantamina en complejo con
: H.M., Guillou, C., et. Al With Bis-Acting Galanthamine Derivative AchE, derivado bi-valente.
47 1H22 50.65 Wong, D.M., Greenblatt, Structure Of Acetylcholinesterase (E.C. 3.1.1.7) Complexed With (S,S)-(-)-Bis(10)- Colprljﬁ A:hjv\i/ddei:i\;agzr:el:;thi?dzztga;do
: H.M., et. Al Hupyridone At 2.15a Resolution g0 X P
ligando
lejo AchE i fa i
48 1H23 50.65 Wong, D.M., Greenblatt, Structure Of Acetylcholinesterase (E.C. 3.1.1.7) Complexed With (S,S)-(-)-Bis(12)- Cosrzzqeds ocevi\tg:rfg;:ii?ndﬁeranrget]::;:;rgfo
. H.M., et. Al Hupyridone At 2.15a Resolution g0, Iigandop
49 1GPK 50.65 Dvir, H., Harel, Structure Of Acetylcholinesterase Complex With (+)-Huperzine A At 2.1a Resolution complejo con isomeros de huperzine ligados
. M., Chetrit, M., et. Al. ¥ p P : por vanderwalls sin sitio activo
Dvir, H., Harel, M., lJiang, . . . . complejo de AchE con huperzina, pruebas de
50 1GPN 50.65 HL, et ALL Structure Of Acetylcholinesterase Complexed With Huperzine B At 2.35a Resolution reordenamiento de sitio activo
51 1B 50.65 Koellner, G., Steiner, A Neutral Molecule In Cation-Binding Site: Specific Binding Of PEG-SH To inhibidor de AchE atipico en dominios
: T., et. Al Acetylcholinesterase From Torpedo Californica conocidos.
Raves, M.L., Harel, . . . L interaccion AchE con rivastigmina una anti-
52 1GQR 50.65 M. et Al Acetylcholinesterase (E.C. 3.1.1.7) Complexed With Rivastigmine Alzheimer comin.
Bar-on, P., Millard, . . interaccion AchE con carbamato anti-
53 1GQS 50.65 CB. et Al Acetylcholinesterase (E.C. 3.1.1.7) Complexed With Nap Alzheimer comin.
Greenblatt. H.M.. Krvger X-Ray Crystal Structure Of Complex Between Torpedo Californica Ache And A
54 1HBJ 50.65 G ’ e't A,I Yeer, Reversible Inhibitor, 4-Amino-5-Fluo Ro-2-Methyl-3-(3- complejo de AchE con derivado de Quinolonas
Vo Trifluoroacetylbenzylthiomethyl)Quinoline




TABLA 5 Taxonomia: Torpedo cal
Técnica: Difraccion por Rayos X

ifornica

. % ldentidad , .
No. Codigo L. Autor Titulo observaciones
vs Candnica
55 1E66 50.65 Dvir, H., Harel, M et. Al. Structure Of Acetylcholinesterase Complexed With (-)-Huprine X At 2.1a Resolution complejo de AchE con"::rpgr;:falrteracaon en dominio
56 1EAS 50.65 Harel, M., Weik, M et. Al. Native Acetylcholinesterase (E'Ck:;i'ltg())grom Torpedo Californica At 1.8a AchE nativa con acetilcolina sefialada en dos dominios
57 1E3Q 50.65 Felder, C.E., Harel, M., et. Al Torpedo Californica Acetylcholinesterase Complexed With Bw284c51 AchE de torpedo C. er;;:;noplejo con inhibidor de
. Specific Chemical And Structural Damage At Nine Time Points (Point A) Caused By AchE torpedo C. dafiada por radiacién en cristalografia
>8 1Qib 50.65 Kryger, G, Weik, M., et. Al. Intense Synchrotron Radiation To Torpedo Californica Acetylcholinesterase rayos X
. Specific Chemical And Structural Damage At Nine Time Points (Point B) Caused By AchE torpedo C. dafiada por radiacién en cristalografia
9 Qe 50.65 Kryger, G., Weik, M., et. Al Intense Synchrotron Radiation To Torpedo Californica Acetylcholinesterase rayos X, en otro punto distinto al 1QiD
. Specific Chemical And Structural Damage At Nine Time Points (Point C) Caused By AchE torpedo C. dafiada por radiacion en cristalografia
60 arF 50.65 Kryger, G., Weik, M., et. Al Intense Synchrotron Radiation To Torpedo Californica Acetylcholinesterase rayos X, en otro punto distinto al 1QiD y 1QIE
61 1Q1G 50.65 Kryger, G., Weik, M., Ravelli, Specific Chemical And Structural Damage At Nine Time Points (Point D) Caused By AchE torpedo C. dafiada por radiacion en cristalografia
. R.B.G. Intense Synchrotron Radiation To Torpedo Californica Acetylcholinesterase rayos X, en otro punto (punto D)
62 1QH 50.65 Kryger, G., Weik, M., Ravelli, Specific Chemical And Structural Damage At Nine Time Points (Point E) Caused By AchE torpedo C. dafiada por radiacién en cristalografia
. R.B.G. Intense Synchrotron Radiation To Torpedo Californica Acetylcholinesterase rayos X, en otro punto (punto E)
63 1Ql 50.65 Kryger, G., Weik, M., Ravelli, Specific Chemical And Structural Damage At Nine Time Points (Point F) Caused By AchE torpedo C. dafiada por radiacién en cristalografia
. R.B.G. Intense Synchrotron Radiation To Torpedo Californica Acetylcholinesterase rayos X, en otro punto (punto F)
61 1QU 50.65 Kryger, G., Weik, M., Ravelli, Specific Chemical And Structural Damage At Nine Time Points (Point G) Caused By AchE torpedo C. dafiada por radiacion en cristalografia
. R.B.G. Intense Synchrotron Radiation To Torpedo Californica Acetylcholinesterase rayos X, en otro punto (punto G)
65 1QIK 50.65 Kryger, G., Weik, M., Ravelli, Specific Chemical And Structural Damage At Nine Time Points (Point H) Caused By AchE torpedo C. dafiada por radiacion en cristalografia
. R.B.G. Intense Synchrotron Radiation To Torpedo Californica Acetylcholinesterase rayos X, en otro punto (punto H)
66 1am 50.65 Kryger, G., Weik, M., Ravelli, Specific Chemical And Structural Damage At Nine Time Points (Point I) Caused By AchE torpedo C. dafiada por radiacion en cristalografia
. R.B.G. Intense Synchrotron Radiation To Torpedo Californica Acetylcholinesterase rayos X, en otro punto (punto I)
67 1DX6 50.65 Greenblatt, H.M., et. Al. Structure Of Acetylcholinesterase Comglexed With (-)-Galanthamine At 2.3a AchE en complejo con galantamina con resolucién a 2,3
Resolution amstrongs
68 1QT1 50.49 Bartolucci, C., Perola, E., et. Acetylcholinesterase (E.C.3.1.1.7) AchE de torpedo C. unida a pr'o—farmaco derivado de
Al. galantamina
. . Methylphosphonylated Acetylcholinesterase (Aged) Obtained By Reaction With O- cristalografia rayos X, obtenida de la reaccion
69 VX0 50.65 Millard, C.8., Silman, et. Al. Ethyl-S-[2-[Bis(1-Methylethyl)Amino]Ethyl] Methylphosphonothioate (Vx) envejecida con pro-farmaco
Millard, C.B., Koellner, G., et. O-Ethylmethylphosphonylated Acetylcholinesterase Obtained By Reaction With O- - - g
70 1VXR 50.65 Al. Ethyl-S-[2-[Bis(1-Methylethyl)Amino]Ethyl] Methylphosphonothioate (Vx) reaccion entre AchE e histidina, hidrélisis
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TABLA 6 Taxonomia: Torpedo californica
Técnica: Difraccidon por Rayos X

. % Identidad vs ’ .
No. Codigo L. Autor Titulo observaciones
Canédnica
Kryger, G., Millard, C.B., Silman, X-Ray Structure Of Aged Di-Isopropyl-Phosphoro-Fluoridate (Dfp) Bound To cristalografia de AchE en reaccion
71 2DFP 50.65 . ; )
I., Sussman, J.L. Acetylcholinesterase irreversible con un fosforado
7 1CFJ 50.65 Millard, C.B., Silman, I., Sussman, Methylphosphonylated Acetylcholinesterase (Aged) Obtained By Reaction With O- cristalografia de AchE en reaccion
: J.L. Isopropylmethylphosphonofluoridate (Gb, Sarin) irreversible DFP un fosforado
Greenblatt, H.M., Millard, . . . e . -
73 1SOM 50.65 CB., Sussman,J.L, Silman I. Torpedo Californica Acetylcholinesterase Inhibited By Nerve Agent Gd (Soman). AchE inhibida por agente farmacolégico
. . . . . evaluacion del comportamiento del
71 1EVE 50.65 Kryger, G., Silman, I, Sussman, J.L. Three Dimensional Structurve Of The Ant|—AIzhe|me|.' Drug, E2020 (Aricept), Complexed complejo entre AchE y aricept un férmaco
With Its Target Acetylcholinesterase . .
anti Alzheimer
Raves, ML, Ravelli Evaluacion de edrofonio en AchE por técnica
75 1AX9 50.49 R.B.G., Sussman, J.L.,, Harel, Acetylcholinesterase Complexed With Edrophonium, Laue Data ) , P
. de cristalografia de la Laue
M., Silman, I.
76 2ACK 50.49 Raves, M.L., Sus‘sman, J.L, Harel, Acetylcholinesterase Complexed With Edrophonium, Monochromatic Data Evaluacidn de edrofonio eln .AChE en posicion
M., Silman, I. monocromatica
Raves, M.L., Harel, M., Silman, . . . Complejo de Huperzina con AchE a 2,5
77 1voT 50.49 . Sussman, J.L. Acetylcholinesterase (E.C. 3.1.1.7) Complexed With Huperzine A Amstrong de resolucion
78 1AMN 50.33 Harel, M., Silman, I, Sussman, J.L. Transition State Analog: Acetylchollm'esterase Complexed With M-(N,N,N- Estructu'ra formada' en la transicion del
Trimethylammonio)Trifluoroacetophenone complejo AchE y trifluoroacetofenona
Harel, M., Kleywegt, G.J., Silman, . . S . L .
79 1FSS 50.65 | Sussman. L Acetylcholinesterase (E.C. 3.1.1.7) Complexed With Fasciculin-li AchE interaccién con veneno de serpiente
80 1AC) 50.65 Sussman, J.L., Harel, M., Silman, I. Quaternary Ligand Binding To Aromatl.c Residues In The Active-Site Gorge Of Ligando aromaticos en "garganta" de AchE
Acetylcholinesterase
81 1ACL 50.49 Sussman, J.L., Harel, M., Silman, I. Quaternary Ligand Binding To AromatlF Residues In The Active-Site Gorge Of misma molécula que ACJ a 2,8Amstrong
Acetylcholinesterase
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TABLA 7 Taxonomia: Mus musculus
Técnica: Difraccion por Rayos X

No. Codigo % Idenfid.ad vs Autor Titulo observaciones
Candnica
Hornberg, Crystal Structure Of Mouse Acetylcholinesterase In raton, acetlilcolmesteras.a unida en
82 2wu3 77.52 A., Artursson, Complex With Fenamiohos And Hi-6 complejo con fenadiphos y
E., et. Al P P HI6(insecticida)
Hornberg, . ratén, acetilcolinesterasa unida en
& Crystal Structure Of Mouse Acetylcholinesterase In I. I . un!
83 2wu4 76.71 A., Artursson, Comblex With Fenamiohos And Ortho-7 complejo con derivado de
E., Warme, et. Al. P P fanadiphos(insecticida)
Pane, colinesterasa artropoda complejo
Y.P., Ekstrom, Crystal Structure Of Mus Musculus Acetylcholinesterase ‘p . Piel
84 2WLS 77.20 - . con AMTS13(insecticida
F., Polsinelli, et. In Complex With Amts13
Al organoclorado)
B lucci AchE lej I
artoluccl, Acetylcholinesterase (E.C. 3.1.1.7) Complexed With ¢ . en.corr'\p ep conana ogq de
85 10CE 50.49 C., Perola, E., et. MF268 la fisostigmina directo a la serina
Al en "garganta" de la molécula
Raves, M.L., Giles, Estructura cuaternaria tetramerica
86 1EEA 50.33 K., Schrag, Acetylcholinesterase
ID. et Al de AchE

TABLA 8 Taxonomia: Drosofilia melanogaster
Técnica: Difraccion por Rayos X

No. | Codigo % Identlld'ad Autor Titulo observaciones
vs Candnica
Harel, Estructura nativa de la mosca de
87 | 1Q09 32.25 M., Silman, Native Acetylcholinesterase From Drosophila Melanogaster fruta
l., Sussman, J.L.
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Modelado Molecular:

CALYXAMINA A

Coordenadas obtenidas por medio de Gamess (Firefly)

TABLA 9 Coordenadas de Calyxamina A

ATOM

CHARGE

X

I I T T T I T T I T T T I ITITIITITITOO0OOHOOOOOOOOZO0ODO0

P PR RPRPRRPRPRPRRPRRPRPRPRRPRPRRPRPRPLPOOCIIODIDIODIDINDOODNDNDNOIDOD

0.7269006043
1.9190827954
2.1789385412
0.9976828770
-0.1679959353
-0.4867738963
-1.6567426502
3.2192487072
1.6605869677
1.5101039666
0.4766146030
-2.9051140664
-3.9597174684
-3.0603844784
1.0364202226
0.4763059351
2.6323169641
-1.0441173101
0.1410234828
-1.7847546961
3.4561348566
4.0518185085
3.1054319038
0.6570736714
1.7874909668
2.3686898252
1.9014235420
2.3010907176
0.7021509972
-0.1211473848
-0.1464011919
1.3108823733
-4.7225959321

1.4284286610
0.9937093956
-0.4823623719
-1.4062134132
-0.9399485423
0.5296677136
1.0120694772
1.6841428557
1.4474852191
-2.7891815765
-1.5663803856
0.2047776189
1.0355471337
-1.0034412253
1.3491745651
2.4665887629
-0.6534586135
-1.5571426250
-1.0573108545
2.0742773589
1.3830761365
1.4128335142
2.7633991210
1.2058376763
2.5221251060
0.9652427769
-2.7290228861
-3.1399491090
-3.5140630088
-0.7186554611
-2.4524400578
-1.6756718859
0.4208094346

0.8660377203
-0.0517409259
0.0063759275
-0.0423381281
0.8914335071
0.6515820699
0.2755972785
0.4424230436
-1.5145656827
0.4374000673
-1.4964856979
0.0250394152
-0.3508711697
0.1109811604
1.9076105474
0.6710701980
0.9164262293
0.7242694828
1.9294944046
0.1183828324
1.4585325766
-0.1997443078
0.4250052631
-1.8399325665
-1.5930657381
-2.1809525899
1.4482521840
-0.2185859599
0.4266614349
-1.8068831821
-1.5612801946
-2.1801288982
-0.4939551344
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Modelado Molecular: Calyxamina A
Coordenadas obtenidas por medio de Gamess (Firefly)

Calyxamina A.mol2

@<TRIPOS>MOLECULE
Calyxamina A
33 33 1 0 0
SMALL
USER_CHARGES

@<TRIPOS>ATOM

1 C 0.7269 1.4284 0.866 C.3 1wk

2 C 1.9191 0.9937 -0.0517 C.3 1wk

3 N 2.1789 -0.4824 0.0064 N.3 1wk

4 C 0.9977 -1.4062 -0.0423 C.3 1wk

5 ¢C -0.168 -0.9399 0.8914 C.3 1wk

6 C -0.4868 0.5297 0.6516 C.2 1wk

7 C -1.6567 1.0121 0.2756 C.2 1wk

8 C 3.2192 1.6841 0.4424 C3 1wk

9 C 1.6606 1.4475 -1.5146 C.3 1 Ak
10 C 1.5101 -2.7892 0.4374 C.3 1wk
11 C 0.4766 -1.5664 -1.4965 C.3 1wk
12 C -2.9051 0.2048 0.025 C.2 1wk
13 O -3.9597 1.0355 -0.3509 0.3 1wk
14 O -3.0604 -1.0034 0.111 0.2 1 k=
15 H 1.0364 1.3492 1.9076 H 1wk
16 H 0.4763 2.4666 0.6711 H 1wk
17 H 2.6323 -0.6535 0.9164 H 1wk
18 H -1.0441 -1.5571 0.7243 H 1wk
19 H 0.141 -1.0573 1.9295 H 1wk
20 H -1.7848 2.0743 0.1184 H 1wk
21 H 3.4561 1.3831 1.4585 H 1wk
22 H 4.0518 1.4128 -0.1997 H 1wk
23 H 3.1054 2.7634 0425 H 1 Ak
24 H 0.6571 1.2058 -1.8399 H 1wk
25 H 1.7875 2.5221 -1.5931 H 1wk
26 H 2.3687 0.9652 -2.181 H 1wk
27 H 19014 -2.729 1.4483 H 1wk
28 H 2.3011 -3.1399 -0.2186 H 1wk
29 H 0.7022 -3.5141 0.4267 H 1wk
30 H -0.1211 -0.7187 -1.8069 H 1wk
31 H -0.1464 -2.4524 -1.5613 H 1wk
32 H 1.3109 -1.6757 -2.1801 H 1 Ak
33 H -4.7226  0.4208 -0.494 H 1wk

OO OO0 0DO0OO0O 0000000000000 O0D0DO0DO0OD0DO0ODO0ODO0OO0OOOOoOOo




@<TRIPOS>BOND

15
16

17
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11
12
13
14
15
16
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19
20
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18
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12
20
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22
23

24
25
26
27
28
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22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

10
10
10
11
11
11
12
12
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30
31

32

13
14
33

32

33
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TABLA 10 Constantes Fisicoquimicas Obtenidas para Calyxamina A

(Gamess/Windows)

E H G

ELEC. 0 0 0
TRANS. 0.889 1481 -10.964
ROT. 0.889 0.889 -8.609
VIB. 222.611 222.611 210.189

TOTAL 224.389 224,981 190.616

Ccv

KCAL/MOL KCAL/MOL KCAL/MOL CAL/MOL-K

0
2.981
2.981

46.298
52.26

CcP
CAL/MOL-
K

0
4.968
2.981

46.298
54.247

S
CAL/MOL-
K

0
41.741
31.855
41.665
115.26

E = energia

H = entalpia

G = energia libre de gibbs

cv = capacidad calorifica a volumen constante
CPp = capacidad calorifica a presion constante
S = entropia

ELEC. . = Energia Electrostatica

TRANS. = Energia Traslacional

ROT. = Energia Rotacional

VIB. = Energia Vibracional

TOTAL = Sumatoria de todas las energias de enlace.
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CALYXAMINA B

Coordenadas obtenidas por medio de Gamess (Firefly)

TABLA 11 Coordenadas de Calyxamina B

COORDINATES OF
ATOM

CHARGE X

I T T T T T T T T T T T ITITITIIITITOOOHOOOOOOOOZO0ODO0

P RPRPRRPPRPRRPRPRPRPRRPRRPRPRRPRPRPRRPERPRPLPOOCIITIDIDINDODDODONDDNDNOIDDODN

-0.6682839236
-2.0296560351
-2.1014794344
-1.0201735800
0.3305941734
0.5064144905
1.8355107331
-3.1823343025
-2.1900762629
-0.9487990637
-1.3025720131
3.1963875827
3.1545729361
4.2654302909
-0.6989965619
-0.5139489737
-3.0085213461
1.1713792760
1.9170311074
1.7889114544
-3.1464243323
-4.1468851053
-3.0981706350
-2.3324867825
-1.3138350377
-3.0573364506
-0.7453258440
-0.1694806513
-1.8968264878
-0.5379400455
-2.2665154951
-1.2988266924
4.1060656572

ATOMS

1.4912424422
0.8935435355
-0.5040455921
-1.4520041049
-0.7332997825
0.5566277538
1.3167162876
1.6757665318
1.0286488064
-2.5313521691
-2.1869462613
0.5807955446
-0.8063901507
1.1638419697
1.7009831028
2.4443344496
-0.9079576842
-1.3785426215
1.9487105197
2.0084752086
1.5358804178
1.3294683274
2.7363013542
2.0724736370
0.6668751528
0.4706303631
-2.0652067771
-3.2594496368
-3.0553432599
-2.9371746686
-2.6876424198
-1.5059850376
-1.0708214334

ARE

0.4414467721
-0.0067934540
0.5041777374
0.0939416160
-0.0032393227
0.1471480161
0.0684219124
0.6760053420
-1.5496384642
1.2155981674
-1.2546592929
-0.0547517968
-0.1292997849
-0.0873747320
1.5109396995
-0.0616794770
0.2254746733
-0.2082072023
0.9545354398
-0.7763522656
1.7516942598
0.3163111452
0.4577703465
-1.8133543307
-2.0762207312
-1.8936969852
2.1745188823
1.0056453697
1.2851040032
-1.4267271262
-1.2188703116
-2.0976143340
-0.1928551939
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Calyxamina B.mol2

# Name:
@<TRIPOS>MOLECULE
Calyxamina B

33
SMALL
GAST_HUCK

@<TRIPOS>ATOM

O 00O NOULILPE, WN -

W W INDNNNNNNMNNNMNMNRRRPRPRRRRRRR
R OwVWooO~NOOTUPWNREROOONOUPWDNEO

Calyxamina

33

I T I I T T T I T T ITIITITITIITOOCOHOOOOOOOOZO0ODO0O

B

-0.6689
-2.0289
-2.1014
-1.0198
0.3314
0.507
1.8362
-3.1841
-2.1906
-0.9474
-1.3051
3.1967
3.1566
4.2652
-0.701
-0.5145
-3.0066
1.1728
1.9208
1.7895
-3.1467
-4.1466
-3.1014
-2.3339
-1.3151
-3.0577
-0.7438
-0.1679
-1.8958
-0.5421
-2.2686

1.4911
0.894
-0.5049
-1.4507
-0.7335
0.5563
1.3158
1.6748
1.0289
-2.5292
-2.1861
0.58
-0.8084
1.1638
1.6984
2.4429
-0.9086
-1.3795
1.9496
2.0056
1.5354
1.3263
2.7353
2.0725
0.6703
0.4708
-2.0622
-3.2565
-3.0536
-2.9385
-2.6845

0.443
-0.0068
0.5032
0.0936
-0.003
0.1491
0.0686
0.6756
-1.5503
1.2147
-1.254
-0.0546
-0.1305
-0.0876
1.5121
-0.0589
0.2199
-0.2058
0.9541
-0.7758
1.7507
0.3159
0.456
-1.8137
-2.0771
-1.8934
2.1735
1.0051
1.2855
-1.4272
-1.2145

TO0O0ONDOONOOOONOZ0OO0
N WINWWWWWNNWWWW

I T T T T ITITI IT I ITTTITIII>XTXT

P PR RPRRPRRPRRPRPRRPRPRPRRPRRPRRPRPRPRRPRPRPRERRERRERRERRERRRRRR:ER SR

<1>
<1>
<1>
<1>
<1>
<1>
<1>
<1>
<1>
<1>
<1>
<1>
<1>
<1>
<1>
<1>
<1>
<1>
<1>
<1>
<1>
<1>
<1>
<1>
<1>
<1>
<1>
<1>
<1>
<1>
<1>

0.048067
0.027244
-0.36527

-0.0399
-0.07708
0.028214

0.12899
-0.04364
-0.04364
-0.09718
-0.09718
0.263939
-0.28864
-0.36165
0.070434
0.070434

0.10354
0.040031
0.093197
0.093197
0.025055
0.025055
0.025055
0.025055
0.025055
0.025055

0.00704

0.00704

0.00704

0.00704

0.00704
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@<TRIPOS>BOND

@<TRIPOS>SUBSTRUCTURE

32
33

O 00O NO UL B WN -

W W W ININNNNNNMNMNNMNMNNRRPRRPRPRRRRRR
N, O OO NOOTULLE, WNEFEROOUOONODOULPE WNEFRL O

33

1

% %k %k k

W WWOoWOWNSNNOUURADDWWNNNRRPRPR

R R R R R R R R R
W NNPRFPRLRRELROODO

-1.3003 -1.5059
4.1095 -1.0706

1 TEMP

P NRPRRPRRPRRPRRPRRPRRPRRPRPRPRPRPRRPRRPRRPRRPRRPRERNRPRRRERRERRERRRERRR/RS®R

-2.0983
-0.1919

0

H
H

% %k k%

% %k k%

1 <1>
1 <1>

0.00704
0.254322

0 ROOT
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TABLA 12 Constantes Fisicoquimicas Obtenidas para Calyxamina B
(Gamess/Windows)

E H G cv CP S
CAL/MOL-
KCAL/MOL KCAL/MOL KCAL/MOL CAL/MOL-K  CAL/MOL-K K
ELEC. 0 0 0 0 0 0
TRANS. 0.889 1.481 -10.964 2.981 4.968 41.741
ROT. 0.889 0.889 -8.66 2.981 2.981 32.027
VIB. 221.625 221.625 209.354 44.963 44.963 41.156
TOTAL 223.402 223.995 189.73 50.925 52.912 114.924
E = energia
H = entalpia
G = energia libre de gibbs
cv = capacidad calorifica a volumen constante
CPp = capacidad calorifica a presion constante
S = entropia

ELEC. . = Energia Electrostatica

TRANS. = Energia Traslacional

ROT. = Energia Rotacional

VIB. = Energia Vibracional

TOTAL = Sumatoria de todas las energias de enlace.



TABLA 13 Determinacion de Constantes Farmacoforicas para Calyxaminas

RELACION RELACION CLOGP
Compuesto ESTERICA DE H DADORES Y CLOGP ERROR COMFA
ELECTROSTATICA ACEPTORES
ACETILCOLINA 1.9024 0.1152 -7.099 30 575
CALYX:MlNA 0.3204 0.1504 -0.141 0 100
CALYXQMINA 0.3229 0.1597 -0.441 0 102
Compuesto ESTERICO | ELECTROSTATICA | HIDROFOBICO H H
P DONADORES | ACEPTORES
ACETILCOLINA 0.2009 1.8971 0.0667 0 0.1629
CALYXAMINA A 0.4481 0.0475 0.2861 0.0931 0.167
CALYXAMINA B 0.4405 0.085 0.2695 0.0842 0.1918
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Andlisis de Propiedades Bioquimicas de Acetilcolinesterasa

GRAFICA No.1 Potencial Lipofilico

0.1z
0.0%8
0.07
0.04

0.0z




GRAFICA No.2 Potencial Eléctrico

[ T Y . S T, S B
[E -1 m oo oA @ g Bo@ oo b
[ = T N - B S e S S T S B R R
LTI = I e A s S A O[O N |

moH o e m oW oo
=] Lo = S B~ U - S S}
[ S = T, = TS = T <]
R T R T T

172
136
100
a4
8
7

-43
=78

-115
-151
-187
-z23
-z59
=485
-331
-367

31



GRAFICA No.3 Cargas de Poisson Boltzman

8.1
13.6
9.0
4.5
-0.0
-4.6
-2.1
-13.7
-18.2
-z2.7
-27.3
-31.8
-36.3
-40.3
-45.4
-49.3
18.1
Bk
9.0
4.5
-0.0
-4.56
-2.1
-13.7
-18.2
-22.7
-27.3
-31.8
-36.3
-40.9
-45.4
-49.3
g
13.6
s.0
4.5
-0.0
-4.6
-2.1
-13.7
-18.2
-22.7
-27.3
-31.8
-36.3
-40.9
-45.4
-49.9

32



GRAFICA No.4 Densidad de Dadores de Protones
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GRAFICA No.5 Densidad de Aceptores de Protones
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GRAFICA No.6 Relaciéon de la Densidad de Aceptores y Donadores de Protones
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GRAFICA No.7 Curvatura Local
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GRAFICA No.8 Andlisis de Profundidad de cavidades.
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GRAFICA No.9 Puentes de Hidrogeno
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TABLA 14 DETERMINACION DEL SITIO ACTIVO: Calyxamina A

Corrida No. 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Rango 11 11 11 11 11 11 11 11 11

Energia de Enlace 6130000 | 4460000 -6.6 -6.51 -5.01 -6.45 -4.57 -6.61 -7.59

Constante de Inhibicién Kl

(uM) NA NA 14.62 17.05 211.02 18.65 450.58 14.34 2.74

Energia Intermolecular -4.81 -6.99 -6.89 -6.8 -5.31 -6.75 -4.86 -6.91 -7.89

Energia Interna 6130000 | 4460000 -0.21 -0.21 -0.21 -0.21 -0.19 -0.21 -0.12

Energia Torcional 0.27 0.27 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3

Enegria Extendidad e No

enlace -0.31 0 -0.21 -0.21] : -0.21 -0.21 -0.19 -0.21| : -0.12

Media de la Raiz Cuadrada

(RMS) 0 0 0 0 0 0 0 0 0

RMS de Referencia 181.75 195.29 206.73 | 206.93 195.33| 206.89| 230.67| 206.76 206.6
437857. | 318571.

Eficiencia de Ligando 1 3 -0.31 17.05 -0.36 -0.46 -0.33 -0.47 -0.54
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TABLA 15 RESULTADOS OBTENIDOS DE EVALUACION:

Corrida 11, Rango 1_1,

Calyxamina A- Acetilcolinesterasa

RANGO 1 1

Energia de enlace

-7.59

Constante de inhibicién Kl

2.74 uM

Energia intermolecular

-7.89

Energia Interna

-0.12

Energia Torsional

0.3

Energia Extendida de

enlace

no

-0.12

Grupo de Raiz cuadrada media

0.0

Ref. Raiz cuadrada media

206.6

Eficiencia de ligando

-0.54

TABLA 16 Resultados Obtenidos De Evaluacion: Calyxamina B - Acetilcolinesterasa

Corrida No. B B unica
unica
Rango 1 2 1

Energia de Enlace -6.43 -6.41
Constante de Inhibicién Kl 19.4uM | 20.14uM
Energia Intermolecular -7.32 -7.3
Energia Interna -0.11 -0.15
Energia Torcional 0.89 0.89
Enegria Extendidad e No
enlace -0.11 -0.15
Media de la Raiz Cuadrada
(RMS) 0 0
RMS de Referencia 117.43 123.51
Eficiencia de Ligando -0.46 -0.46
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TABLA 17 Docking Acetilcolina-Acetilcolinesterasa

CORRIDA 1
Rango Rank 1 1 Rank 4 1
Energia de Enlace Kcal/mol -3.36 -3.24
Constante de Inhibicion KI uM 3.44 4.19
Energia Intermolecular Kcal/mol -4.55 -4.44
Energia Torsional Kcal/mol 1.19 1.19
Energia Interna Kcal/mol -0.38 -0.26
Energia Extendida de No-enlace Kcal/mol -0.38 -0.26
Raiz cuadrada media del Cluster (RMS) 0 0
Raiz cuadrada media de referencia (Ref RMS) 203.67 178.75
Indice de eficiencia del ligando -0.34 -0.32
TABLA 18 Docking Acetilcolina-Acetilcolinesterasa
CORRIDA 2
Rango 11
Energia de Enlace -3.47
Constante de Inhibicion Ki 2.84mM
Energia Intermolecular -4.67
Energia Interna 0.32
Energia Torcional 1.19
Enegria Extendidad e No enlace -0.32
Media de la Raiz Cuadrada (RMS) 0
RMS de Referencia 123.22
Eficiencia de Ligando -0.35
TABLA 19 Docking Calyxamina y la Acetilcolinesterasa.
Propiedad Calyxamina Acetilcolina
Energia de Enlace Kcal/mol -7.59 -3.47
Constante de Inhibicion KI uM 2.4 2.8
Energia Intermolecular Kcal/mol -7.89 -4.67
Energia Torsional Kcal/mol 0.3 0.32
Energia Interna Kcal/mol -0.12 1.19
Energia Extendida de No-enlace Kcal/mol -0.12 -0.32
Raiz cuadrada media del Cluster (RMS) 0 0
Raiz cuadrada media de referencia (Ref RMS) 206.6 123.22
Indice de eficiencia del ligando -0.54 -0.35
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GRAFICA No.10 Determinacion del Sitio Activo de Calyxaminas en Acetilcolinesterasa:

Docking Calyxamina A —Acetilcolinesterasa
Corridal, Todos los rangos

GRAFICA No.11 Corrida 9, Rango 1_1 , Calyxamina A- Acetilcolinesterasa Andlisis de las
interacciones cercanas.

YR1
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GRAFICA No.12 Corrida 3, Rango 1_1 Calyxamina A— Acetilcolinesterasa.
Acercamiento: Puede observarse que la intervecion de TRP86 es igualmente iviedente

GRAFICA No0.13 Peores Evaluaciones:

Corrida 1, Todos los Rangos, Calyxamina-Acetilcolinesterasa. Las energias de enlace obtenidas en
estas evaluaciones fueron las més altas, lo cual se interpreta como uniones ligando-enzima muy
inestable, en la gréfica siguiente puede observarse que todos los dockings quedaron en la periferia
de la enzima.
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GRAFICA No.14 Docking para Calyxamina B

General, Todas las evaluaciones

GRAFICA No.15 Segundo Sitio Activo encontrado para Calyxamina A,
el primer lugar en Ranking para este docking.
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GRAFICA No0.16 Interacciones para Calyxamina B Rango 1_1

GRAFICA No.17 Interacciones para Calyxamina B Rango 2_1
En el sitio Activo. TRP86 no aparece visible, se encuentra atras de la Calyxamina.
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GRAFICA No.18 Todas las evaluaciones, Docking 1 Acetilcolina-Acetlcolinesterasa
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GRAFICA No0.20 Acercamiento Docking 1, Rango 1_1 Acetilcolina-Acetilcolinesterasa

GRAFICA No.21 Docking 2, Actilcolina-Acetilcolinesterasa

Todas la Evaluaciones Docing 2 Acetilcolina-Acetilcolinesterasa: La mejor evaluacion de todas puede
observarse de color azul al centro de la enzima.
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GRAFICA No.22 Acercamiento Docking 2, Rango 1_1 Acetilcolina-Acetilcolinesterasa.
Puede observarse nuevamente la cercania de TRP 86

/ arcls

Disefo de Derivados

Se han obtenido los siguientes resultados para el disefio de derivados de Calyxaminas A y B. Para
tal efecto se ha tomado en cuenta también el docking de Acetilcolina, la cual tiene el mismo sitio
activo que las Calyxaminas.

De manera que para el disefio del nuevo farmaco se ha utilizado como base el grupo COOH de la
acetilcolina, y la estructura quimica principal del derivado ha sido escogida en base a Calyxaminas
como plantillas, debido a que ha sido comprobado in vitro, la que la composicién farmacoférica de
Calyxaminas es buena para enlazarse a la Acetilcolinesterasa, resultados que en esta investigacion
han sido confirmados mediante el andlisis tedrico de los docking previamente mostrados en esta
seccion.
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TABLA 20 valores y constantes farmacoféricas de la primera serie de disefios.

Derivado DONOR STERIC

(Codigo) STERIC | HYDROPHOBIC ACC,?\EI\IPI?I_OR ACCEPTOR | ELECTROSTATIC | DONOR ELECT,?:\;\OIDSTATIC CLOGP
1551 | 7.3582 3.0376 6.2096 8.0355 1.6367 2.5049 5.4544 -2.0886
16634 | 6.5582 4.1409 3.7033 4.2951 1.3064 2.119 4.8179 -0.158
19918 | 6.9237 3.4936 4.9215 6.6229 1.7118 15131 5.1864 -0.9518
20551 | 6.6983 5.2096 5.5159 7.2571 1.839 2.0229 5.0809 -0.1369
21066 | 7.3515 7.0728 5.344 6.5558 1.6423 2.6587 5.4516 -2.4119
21514 | 7.1462 5.9454 4.6648 6.2652 1.606 1.4609 5.3022 -0.9224
21612 | 6.2487 4.1084 3.9707 5.2212 1.6469 1.4614 4.7154 -0.361
22526 | 6.3111 3.4016 3.0418 4.3017 1.3064 0 4.6499 0.3439
24120 | 7.1492 3.7187 3.2465 4.5913 1.4333 0 5.2545 0.939
24149 | 6.779 3.6362 3.3991 4.3337 1.5061 1471 5.0245 -1.078
24815 | 6.4725 4.8191 4.5763 6.1593 1.8841 1.4051 49494 -0.1253
25064 | 7.4797 4.5291 5.076 6.8966 1.9732 1.4086 5.6451 0.0971
27893 | 7.6859 4.1472 5.3902 7.5214 1.4392 0.8769 5.6221 0.0231
28011 | 5.8327 4.2613 3.9553 5.4021 1.3346 1.0263 4.3349 0.732
28298 | 6.8193 2.8737 3.2839 4.4788 1.3287 0.8685 5.0017 0.4962
29752 | 6.9626 4.6668 3.8228 5.4063 1.6223 0 5.1837 0.0932
33618 | 5.8942 3.6971 3.0271 4.2809 1.2837 0 4.361 -0.1316
34160 | 6.9528 3.8589 5.2076 6.935 1.7548 1.7526 5.2201 0.2584
34410 | 7.0592 4.1954 4.7136 6.0576 1.6904 1.9676 5.27 -0.1496
34610 | 6.8159 5.5627 4.3572 6.1621 1.7132 0 5.115 -0.4795
35250 | 6.6024 4.0681 3.9796 5.4845 11771 0.8927 4.8147 -0.0992
36268 | 6.516 4.5467 4.3295 5.7416 1.666 1.5037 4.8994 -1.7475
37082 | 6.6814 5.1798 3.9581 4.3425 1.3396 2.4976 4.9107 0.4128

3810 | 6.3341 5.8267 2.3687 3.3499 1.4032 0 4.6936 0.04
38293 | 6.7784 3.7266 4.1159 5.4608 1.523 1.4249 5.0292 -0.6214
41212 | 7.3721 3.5415 4.5934 6.1921 1.5388 1.3888 5.4353 -0.0832
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42872 | 7.3126 4.6805 3.4771 4.278 1.3924 1.7145 5.355 -0.5653
45967 | 6.8041 3.674 4.3204 5.7806 1.5592 1.3995 5.0575 -0.4454
47419 | 7.0388 4.267 4.5478 6.2658 1.4636 1.0258 5.1879 0.1451
47854 | 5.9393 4.9844 5.0372 6.4872 1.5766 2.0813 4.4859 -1.102
47872 | 5.5842 4.5909 4.3399 5.6457 1.3497 1.7024 4.1729 0.048
48159 | 7.5529 4.5374 3.7261 5.2695 1.6961 0 5.6036 -1.7821
49015 | 6.6805 3.0199 3.7217 5.2632 1.7654 0 5.0429 0.1306
49138 | 6.4582 3.8407 3.3905 4.319 1.4301 1.4726 4.7853 -0.056
49149 | 6.723 4.7266 3.9258 4.3278 1.442 2.4591 4.9677 0.195
49156 | 6.8703 5.2676 4.5632 5.3403 1.7812 2.5619 5.1743 -1.2593
50919 | 6.8949 4.1961 6.4397 8.8828 1.8112 1.4202 5.201 -0.2347
51261 | 6.1921 6.2622 4.3511 6.1534 1.5982 0 4.661 -0.1268
52557 | 5.5802 4.0592 3.4768 4.9169 1.5179 0 4.2276 0.652
52760 | 8.4153 5.645 6.2732 8.4319 1.6133 1.9505 6.1653 0.1869
53256 | 8.3439 5.973 5.9865 7.4328 1.8656 2.8661 6.188 -2.7573
53671 | 6.3155 3.3629 3.4707 4.9083 1.3751 0 4.6727 0.0755
53717 | 5.6845 2.8539 3.0421 4.3022 1.345 0 4.2386 0.4548
53923 | 6.6941 3.2968 3.8453 5.4381 1.7646 0 5.0517 -0.5772
54724 | 6.7101 3.8076 3.7245 5.2672 1.5827 0 5.0018 -0.2179
54876 | 5.882 3.3582 3.3147 4.6877 1.2834 0 4.3527 0.4544
55151 | 6.8162 4.2864 4.9967 6.7744 1.7579 1.4214 5.1304 -0.0286
55218 | 8.0167 5.0315 4.1196 5.0129 1.7278 2.0992 5.9261 0.8183
55676 | 5.801 3.5163 2.1524 3.044 1.016 0 4.2259 1.769
55679 | 7.125 3.9472 3.1655 4.4767 2.3127 0 5.5436 0.925
55680 | 5.2578 2.9738 2.1524 3.044 1.012 0 3.8531 1.24
55682 | 6.6762 2.8444 2.2047 3.118 1.1708 0 4.8638 0.799
55685 | 5.2578 2.9738 2.1524 3.044 1.012 0 3.8531 1.24
55686 | 6.7043 3.3853 2.2147 3.132 1.0533 0 4.8562 1.0282
55693 | 5.4043 3.3174 2.1524 3.044 1.0448 0 3.9617 1.285
55694 | 6.8483 4.4648 2.1524 3.044 1.0265 0 4.9501 2.697
6751 | 7.4198 3.6834 5.4192 6.7852 1.5384 2.5196 5.4675 -3.8127
7052 | 7.371 3.6364 3.4422 4.4459 1.5487 1.4019 5.4373 -0.1781
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Segunda Serie de Derivados
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TABLA 21 Valores y constantes farmacoforicas de la segunda serie de disefios.

Punteos (Scores) Fisicoquimicos

Molécula Punteo Total Crash Polar Punteo D P::;‘:o Punteo G Punteo Quimico Punteo C 2:2;:‘7
18978.pdb 5.6767 -0.5653 1.0317 -158.17 | -12.971 -169.2 -21.9284 1 1
5082.pdb 5.3996 -2.0628 1.1555 -146.25 | -66.109 -209.01 -26.5611 3 3
12857.pdb 5.2719 -1.1394 3.1547 -151.95 | -106.61 -140.99 -27.9321 2 2
Donepezilo 4.8097 -3.722 1.197 -164.79 | -109.89 -265.22 -45.1705 4
6392.pdb 4.7162 -0.4712 1.1558 -159.71 | -31.554 -165.05 -23.51 1 1
8095.pdb 4.667 -0.7485 1.3869 -151.57 | -41.158 -158.53 -23.2558 1 1
18866.pdb 4.5443 -1.9186 1.6515 -166.78 | -18.676 -178.63 -24.4218 1 1
6549.pdb 4.2023 -1.5697 1.0651 -147.1 | -22.589 -177.8 -22.3417 1 1
15477.pdb 3.8476 -0.9784 1.1586 -126.23 -41.18 -136.59 -14.9106 1 1
7191.pdb 3.8133 -1.8005 0.994 -139.23 | -52.835 -187.71 -25.0983 1 1
CALYX.mol2 3.437 -0.2735 1.9889 -491.78 -37.25 -110.38 -28.2603 1 1
12947.pdb 3.238 -1.2052 1.194 -157.35 | -8.6066 -156.2 -21.4591 1 1
4179.pdb 2.8927 -0.4919 1.0548 -116.59 2.0068 -93.716 -12.6184 1 1
ACE_ACHE 2.6538 -0.2814 1.1357 -1074.4 | -38.154 -95.901 -14.703 2 2

TABLA 22 Propiedades Farmacofoéricas
. CLOGP CMR
Especie CLOGP ERROR CMR ERROR
ACE_ACHE -7.099 30 2.651 0
CALYX -3.249 59 4.2466 0
12857 -0.3364 0 5.5031 0
12947 2.052 0 5.2167 0
15477 0.965 0 4.5721 0
18866 1.561 0 5.9199 0
18978 1.922 0 5.2167 0
4179 0.35 0 2.6801 0
5082 2.98 0 6.1443 0
6392 1.8588 0 6.023 0
6549 2.451 0 5.6805 0
7191 2.98 0 6.1443 0
8095 1.4608 0 5.9017 0

CMR Columna de Refractividad Molar
CMR Error: Medida de dificultad encontrada al calcular MR para esta molécula.
CLOGP: Coeficiente del Logaritmo de Particién
CLOGP ERROR: Medida de la dificultad encontrada al calcular CLOGP.
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TABLA 23 Propiedades Farmacoforicas Segunda Serie de Derivados:

Continuacion

COMSIA

Especie COMSIA COMSIA COMSIA COMSIA | COMSIA COMSAIIQI;TERIC DONOR
STERIC | ELECTROSTATIC | HYDROPHOBIC | DONOR | ACCEPTOR ELECTROSTATIC AND

ACCEPTOR

ACE_ACHE | 4.1093 37.746 1.2825 0 3.4012 37.8577 2.405
CALYX 5.5469 33.8638 5.8642 2.3242 3.3827 34.0902 3.3351
12857 7.7452 11.7863 3.2098 1.6081 7.0531 12.9965 5.2402
12947 7.4764 11.854 6.2792 0 2.6694 12.9794 1.8875
15477 7.821 11.6506 4.0591 0 4.3413 12.8966 3.0697
18866 7.6021 11.8807 5.4432 1.1574 5.0014 13.0402 3.7211
18978 7.6066 11.8624 5.9734 0 2.6694 13.0249 1.8875
4179 4.7805 11.8698 3.5312 0 3.4012 12.3417 2.405
5082 8.5647 11.8319 6.9042 0 2.6694 13.2917 1.8875
6392 7.6148 11.7711 6.4563 0 2.98 12.9442 2.1071
6549 8.0175 11.8372 6.5334 0 2.6694 13.1248 1.8875
7191 8.4855 11.8349 6.9308 0 3.4012 13.269 2.405
8095 6.4192 11.755 6.9603 0 3.975 12.6009 2.8107

TABLA 24 Tabla de Propiedades Fisicoquimicas, Segunda Serie de Derivados.

Continuacion

. , Peso
Especie | TOTAL_DIPOLE | Energia Molar
ACE_ACHE 15058.8 616.7528 | 130.08
CALYX 20141.3 2361.4127 | 175.14
12857 5000.05 127.1687 | 233.2
12947 4998.1 118.2679 | 187.21
15477 4997.93 132.5547 | 195.19
18866 4997.16 113.6486 | 229.21
18978 4998.18 121.8871 | 187.21
4179 4998.06 107.1408 | 109.1
5082 4998.16 128.2695 | 215.27
6392 4998.66 109.2833 | 219.28
6549 4998.21 129.6086 | 201.24
7191 4998.21 132.9112 | 215.27
8095 4998.97 106.7695 | 223.29
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TABLA 25 Tabla de Comparacion de Propiedades Farmacoforicas

Potencial Estérico: En esta grafica se observa el mapa topolégico de
interacciones farmacoforicas positivas y negativas para el potencial estérico de
los cuatro mejores disefios encontrados en base a las Calyxaminas. En esquema
de bolas y barras color naranja se observa el sitio activo de la Acetilcolinesterasa;
En esquema de bolas y barras coloreado segun el tipo de &tomo se encuentra la
molécula disefiada (Candidato). Los mapas farmacoféricos de interacciones
estéricas positivas se observan de color verde, las interacciones estéricas no
favorables se observan de color amarillo. Debajo de cada grafica al lado izquierdo
y resaltado en negrilla se encuentra el cédigo numeérico asignado al compuesto; al
lado derecho y sin resaltar se encuentra el punteo asignado al campo
farmacoférico para ese compuesto.

12857 (77452 [ 7101 [ 8.4855
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TABLA 26 Potencial Electrostético:

En esta grafica se observa el mapa topologico de interacciones farmacoforicas
positivas y negativas para el potencial electrostatico de los cuatro mejores
disefios encontrados en base a las Calyxaminas. En esquema de bolas y barras
color naranja se observa el sitio activo de la Acetilcolinesterasa; En esquema de
bolas y barras coloreado segun el tipo de a&tomo se encuentra la molécula
disefiada (Candidato). Los mapas farmacofdricos de interacciones electrostaticas
positivas se observan de color azul, las interacciones electrostéaticas no favorables
se observan de color rojo. Debajo de cada gréfica al lado izquierdo y resaltado en
negrilla se encuentra el cédigo numérico asignado al compuesto; al lado derecho
y sin resaltar se encuentra el punteo asignado al campo farmacoférico para ese
compuesto.
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TABLA 27 Potencial Hidrofébico

En esta grafica se observa el mapa topologico de interacciones farmacoféricas
positivas y negativas para el potencial hidrofébico de los cuatro mejores disefios
encontrados en base a las Calyxaminas. En esquema de bolas y barras color
naranja se observan los aminoécidos hidrofobos en el sitio activo de la
Acetilcolinesterasa; En esquema de bolas y barras de color azul se observan los
aminoacidos hidréfilos en el sitio activo de la Acetilcolinesterasa; En esquema de
bolas y barras coloreadas segun el tipo de atomo se encuentra la molécula
disefiada (Candidato). Los mapas farmacoforicos de interacciones electrostaticas
positivas se observan de color azul, las interacciones electrostaticas no favorables
se observan de color rojo. Debajo de cada gréfica al lado izquierdo y resaltado en
negrilla se encuentra el cédigo numérico asignado al compuesto; al lado derecho y
sin resaltar se encuentra el punteo asignado al campo farmacoférico para ese
compuesto

58



TABLA 28 Donador

En esta grafica se observa el mapa topoldgico de interacciones farmacoféricas
positivas y negativas para el potencial donador de los cuatro mejores disefios
encontrados en base a las Calyxaminas. En esquema de bolas y barras color
naranja se observan los aminoécidos hidrofobos en el sitio activo de la
Acetilcolinesterasa; En esquema de bolas y barras de color azul se observan los
aminoacidos hidréfilos en el sitio activo de la Acetilcolinesterasa; En esquema de
bolas y barras coloreadas segun el tipo de atomo se encuentra la molécula
disefiada (Candidato). Los mapas farmacoféricos de interacciones donadoras de
protones positivas se observan de color azul, las interacciones donadoras de
protones no favorables se observan de color rojo. Debajo de cada grafica al lado
izquierdo y resaltado en negrilla se encuentra el codigo numérico asignado al
compuesto; al lado derecho y sin resaltar se encuentra el punteo asignado al
campo farmacofdrico para ese compuesto. (Obsérvese que 3 de 4 compuestos no
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TABLA 29 Aceptor

En esta grafica se observa el mapa topologico de interacciones farmacoforicas
positivas y negativas para el potencial Aceptor de protones de los cuatro mejores
disefios encontrados en base a las Calyxaminas. En esquema de bolas y barras
color naranja se observan los aminoacidos hidréfobos en el sitio activo de la
Acetilcolinesterasa; En esquema de bolas y barras de color azul se observan los
aminoacidos hidréfilos en el sitio activo de la Acetilcolinesterasa; En esquema de
bolas y barras coloreadas segun el tipo de atomo se encuentra la molécula
disefiada (Candidato). Los mapas farmacoféricos de interacciones aceptoras de
protones positivas se observan de color verde, las interacciones aceptoras de
protones no favorables se observan de color naranja. Debajo de cada grafica al
lado izquierdo y resaltado en negrilla se encuentra el codigo numérico asignado al
compuesto; al lado izquierdo vy sin resaltar se encuentra el punteo asignado al
campo farmacofdrico para ese compuesto. (Obsérvese que 3 de 4 compuestos no
poseen atomos donadores de protones)
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TABLA 30 Evaluacion del Candidato Final Seleccionado

Molecula No. 5082

Rango 11

Energia de Enlace -4.62
Constante de Inhibicion Kl 407.97uM
Energia Intermolecular -6.71
Energia Interna -0.07
Energia Torcional 2.09
Enegria Extendidad e No enlace -0.07
Media de la Raiz Cuadrada (RMS) 0.0
RMS de Referencia 17.95
Eficiencia de Ligando -0.29

TABLA 31 Tabla de Comparaciones entre 5082 y las moléculas de referencia

Corrida No. A Unica | B Unica | Acetilcolina 5082

Rango 11 21 11 11

Energia de Enlace -7.59 -6.41 -3.47 -4.62
Constante de Inhibicion Kl 2.74uM | 20.14uM 2.84mM | 407.97uM
Energia Intermolecular -7.89 -7.3 -4.67 -6.71
Energia Interna -0.12 -0.15 0.32 -0.07
Energia Torcional 0.3 0.89 1.19 2.09
Enegria Extendidad e No enlace : -0.12 -0.15 -0.32 -0.07
Media de la Raiz Cuadrada (RMS) 0 0 0 0.0
RMS de Referencia 206.6 | 123.51 123.22 17.95
Eficiencia de Ligando -0.54 -0.46 -0.35 -0.29

61




GRAFICA No.23 Sitios activos para 5082 en Acetilcolinesterasa,

Todas las interacciones, frontal. Se pueden observar todas las interacciones
representadas cada una como una esfera de color verde, la acetilcolinesterasa
esta representada en esquema de lineas de color blanco.

GRAFICA No.24 Sitios activos para 5082 en Acetilcolinesterasa

Todas las interacciones, parte trasera. Se pueden observar todas las interacciones
representadas cada una como una esfera de color verde, la acetilcolinesterasa
esta representada en esquema de lineas de color blanco.

62



GRAFICA No.25 Sitio Activo principal 5082 en Acetilcolinesterasa

Todas las interacciones. 5082 se encuentra representada como una molécula en
esquema de lineas de color azul, la acetilcolinesterasa esta representada en
esquema de lineas de color blanco. Este docking ha sido realizado con Autodock
4.01.

GRAFICA No0.26 Sitio Activo principal 5082 en Acetilcolinesterasa

Interacciones cercanas. Se pueden observar todas las interacciones de
aminoacidos cercanas enzima-5082, la acetilcolinesterasa esta representada en
esquema de lineas de color blanco. Este docking ha sido realizado con Autodock
4.01.
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

La enzima acetilcolinesterasa electa después de realizar el analisis comparativo
secuencial y tridimensional entre especies, fue la enzima 3LII.pdb desarrollada por
el grupo de investigacion H. Dvir, T. Rosenberry, M. Harel, I. Silman, J. Sussman
la cual ha sido publicada en 2010 por la revista Chemico-Biological Interactions
(187: 10-22). Dicha enzima es una acetilcolinesterasa humana recombinante que
obtuvo un 86.4 % de identidad en comparacion global total respecto a la enzima
canonica, el porcentaje mas alto encontrado entre todas las enzimas comparadas
entre todas las especies.

Otras especies fueron evaluadas, entre ellas: Torpedo califérnica, Muss musculus,
Drosofilia melanogaster. Siendo de alta importancia hacer notar que la segunda
especie encontrada con mayor semejanza en su acetilcolinesterasa a la
acetilcolinesterasa humana fue Muss musculus con un 77.52 % de igualdad segun
la enzima 2WU3 publicada por Hornberg, A., Artursson, E., et. Al. En 2009 por
la revista Chemico-Biological Interactions de la editorial Elservier.

La secuenciacion candnica final fue obtenida de Uniprot, base de datos
internacional que est4d asociada al proyecto de genoma humano y cuyas
secuencias han sido obtenidas por andlisis proteico.

Estos hallazgos muestran la posibilidad de poder realizar estudios toxicoldgicos en
ratén, dada su alta identidad en la enzima Acetilcolinesterasa y dada la facilidades
gue presenta relativamente trabajar con esta especie.

Modelado Molecular de Calyxaminas Ay B

Para poder realizar el docking en busca del sitio activo de Calyxaminas en la
acetilcolinesterasa fue necesario crear un archivo virtual de las Calyxaminas Ay B
y hacer un modelado molecular de estas en orden de obtener un modelo virtual
exacto con que trabajar para poder reducir el % de error tedrico, con este objetivo,
se utilizd el programa Gamess de Firefly, en su version Linux, el cual rindio
coordenadas cartesianas para los &tomos de Calyxaminas A y B con 10 decimales
de exactitud utilizando el método STO-G3
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Diferencias Farmacoféricas entre Calyxaminas Ay B

En un contexto farmacoférico, las Calyxaminas son Moléculas pequefas (<50
atomos), las propiedades farmacoféricas principales de ambas Calyxaminas son

casi idénticas, debido a que los grupos funcionales son los mismos.
] 8]

| CHg CH;
o
HyC /QCH3 HaC /QCHS
HsC M CHg HiC M CH;
H H
Calyxamina A Calyxamina B

La diferencia entre estos isomeros es la posicion de su doble enlace. Debido a que
este doble enlace se encuentra en posicién conjugada para la Calyxamina A, esto
hace una diferencia de acidez para los hidrogenos alfa del grupo carbonilo,
mientras que en la Calyxamina B, su importancia Unicamente estriba en la
modificacion de la acidez de uno de los hidrogenos alfa presentes en el anillo
piperidinico. Estos hidrégenos no han sido relevantes durante la toma de
decisiones al disefiar nuevos farmacos a partir de ambas Calyxaminas, debido a
gue se ha encontrado que el grupo farmacoférico de mayor interés es el acido
carboxilico de Calyxaminas, el cual guarda una amplia similitud al grupo éster
presente en la acetilcolina. Pero en lo que respecta al uso de Calyxaminas como
plantilla de disefio, se ha encontrado que Calyxaminas crean poderosos puentes
de hidrogeno a través del grupo amino del anillo piperidinico y del grupo acido
carboxilico que estas poseen, sin hacer mayor observacion en los hidrégenos alfa
antes mencionados.

Por estos motivos se ha tomado como una igualdad la Calyxamina A respecto a la
B, puesto que se considera que no importa a partir de cual isdmero se parta para
el disefio de sus derivados, los resultados seran para ambos casos el mismo.

TABLA 32: Andlisis de Propiedades Farmacoforicas de Calyxaminas:
Relaciones de Hidrégenos Dadores y Aceptores.

. Relacién
Sustancia | Donador | Aceptor Donador/Aceptor
Acetilcolina 0 0.1629 0.1152
Ca'yXA""m'”a 0.0931 | 0.167 0.1504
Ca'yxgm'”a 0.0842 | 0.1918 0.1597
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En la Calyxamina B se puede observar una pequefia variacion en la potencialidad
del Hidrégenos Donadores, debido a que la posicion del doble enlace hace menos
acido el hidrégeno alfa de esta Calyxamina, a su vez esto provoca un leve
incremento en la capacidad aceptora de protones, sin embargo es necesario tomar
en cuenta que estas constantes son calculadas en base a la densidad electronica
presente en la molécula, por ello el campo electronico en relacion al potencial total
puede medirse como una constante.

TABLA 33: Analisis de Propiedades Farmacoféricas de Calyxaminas:
Otras constantes Farmacoféricas

) . . Potencial
Sustancia Clogp Esterico Electrostatico
Acetilcolina -7.099 0.2009 1.8971
Ca'yXAam'”a -0.141 0.4481 0.0475
Ca'yXBam'”a -0.441 0.4405 0.085

En esta tabla puede compararse mas facilmente la potencialidad de particion en
octanol/agua medida como ClogP tedrico para las tres moléculas béasicas, segun
este programa, La Calyxamina B sera mas hidréfoba que la Calyxamina A pero no
por mucho, estos puntos decimales de diferencia (0.3 aproximadamente), no son
significativos.

Tomando las otras constantes, en el potencial, estérico se puede observar
facilimente que ambas moléculas poseen una volumetria muy semejante, el
potencial electrostatico parece ser la mayor relevancia encontrada, esto se debe a
la capacidad de conjugacién que existe en los dobles enlaces presentes en la
Calyxamina A mientras que en la Calyxamina B no se encuentra tal posibilidad.
Esta potencialidad en la distribucion de cargas explica tal diferencia.

Constantes Fisicoquimicas Obtenidas para Calyxamina A
(Gamess/Windows)

E H G Cv CP S
KCAL/MOL KCAL/MOL KCAL/MOL CAL/MOL-K CAL/MOL-K CAL/MOL-K
ELEC. 0 0 0 0 0 0
TRANS. 0.889 1.481 -10.964 2.981 4.968 41.741
ROT. 0.889 0.889 -8.609 2.981 2.981 31.855
VIB. 222.611 222.611 210.189 46.298 46.298 41.665
TOTAL 224.389 224.981 190.616 52.26 54.247 115.26
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Constantes Fisicoquimicas Obtenidas para Calyxamina B
(Gamess/Windows)

E H G Cv CP S

KCAL/MOL KCAL/MOL KCAL/MOL CAL/MOL-K CAL/MOL-K  CAL/MOL-K
ELEC. 0 0 0 0 0 0
TRANS. 0.889 1.481 -10.964 2.981 4.968 41.741
ROT. 0.889 0.889 -8.66 2.981 2.981 32.027
VIB. 221.625 221.625 209.354 44.963 44.963 41.156
TOTAL 223.402 223.995 189.73 50.925 52.912 114.924

La entalpia normal de formacién de enlace para ambas Calyxaminas debe ser
virtualmente la misma desde que la Unica diferencia se encuentra en un enlace
carbono - carbono en posicion alfa para la Calyxamina A.

La energia libre de Gibbs para ambos célculos también se puede considerar
idéntica (189.73 vs. 190.16) al igual que los valores de capacidades calorificas y
de entropia, por lo que se puede sugerir que termodinamicamente ambas
moléculas son equivalentes, y que la conjugacion del doble enlace con el enlace
carboxilico en Calyxamina A, no ha afectado estos pardmetros, de lo cual se
puede deducir que el potencial quimico de ambas especies es virtualmente el
mismo, y la energia interna de ambas especies sera equivalente.

De cualquier manera se ha obtenido el modelado molecular de ambas
Calyxaminas esperando encontrar diferencias en las energias internas pequenas,
asi como en las propiedades farmacoféricas y fisicoquimicas de ambas.

Andlisis de Propiedades Bioquimicas de Acetilcolinesterasa

Se han analizado las propiedades bioquimicas esenciales de la Acetilcolinesterasa
utiizando mapas graficos virtuales computacionales para describir
topologicamente dichas propiedades. Las Propiedades analizadas fueron:
e Potencial Lipofilico
Potencial Electrofilico
Cargas de Poisson-Boltzman
Densidad de Protones Aceptores
Densidad de Protones Dadores
Densidad Total de Protones Dadores y Aceptores
Curvatura Local
Profundidad de Cavidades
Puentes de Hidrogeno.
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El analisis de estas propiedades revelo que el sitio activo para la Acetilcolina en la
Acetilcolinesterasa esta bien definido mediante una cavidad que esta orientada
electrofilicamente. Y dicho sitio activo posee caracteristicas bioquimicas Unicas
gue catalizan la hidrdlisis de la acetilcolina.

Las gréaficas, como se demostrara a continuacion, muestran que el sitio activo de
la Acetilcolina es reconocido por un potencial electrofilico bien definido, no existe
un solo sitio activo, pero si existe un sitio activo que parece ser principal, puesto
gue se puede observar que los potenciales bioquimicos se concentran en esta
region, sin embargo, en la periferia de la Acetilcolina existen otras regiones que
también tienen un alto potencial catalitico, pero no poseen un gradiente de
atraccion bioquimica tan fuerte como el sitio activo principal.

Para soportar esta conclusion, la primera grafica en analizar fue la grafica de
potencial Lipofilico:

Potencial Lipofilico

Esta muestra una dispersion de los sitios mas lipéfilos (cafés) y los mas hidrofobos
(azules), este es uno de los factores mas atrayentes para el ligando, en este caso,
la acetilcolina, que se vera atraida por su capacidad de hidrolizarse hacia los sitios
mas hidrofilos.

Al explorar la superficie de la Acetilcolinesterasa se encontré0 que a pesar de que
existen varios puntos dispersos tanto hidrofilos como hidrofobos, existe una region
que estd un poco mas marcada, coincidentemente esta region posee una
topografia mas accidentada con forma de garganta
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Dicha forma se puede observar mejor en el siguiente esquema en blanco y negro
de las superficies de la Acetilcolinesterasa:

GRAFICA No.27 Esquema de la Acetilcolinesterasa.

Puede observarse dentro del circulo rojo el rea del sitio activo principal.

Estas entradas a potenciales sitios activos también son visibles a través de un
analisis de cavidades, en donde los colores azules representan las regiones mas
externas y los colores amarillos y rojos las regiones mas profundas en la enzima.
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En estas graficas se pueden ver ambas cavidades principales, la primera (lado
izquierdo) refleja el mismo esquema estudiado en la figura en blanco y negro. En
la segunda imagen (lado derecho) se observa la segunda cavidad mas importante,
esta segunda cavidad es la misma que se ve en la figura del lado izquierdo pero
en el area superior de la enzima, apuntando ortogonalmente sobre el eje Y,
mientras que el sitio activo principal esta apuntando hacia el eje Z en direccion del
espectador.

El mapa topolégico de la Acetilcolinesterasa también ha sido descrito mediante el
calculo de su Curvatura Local. La curvatura Local de una superficie es descrita
mediante la matriz Hessiana tomando en cuenta la curvatura candnica que es
dada por dos eigen valores de la matriz, esto resulta en dos tipos de curvas,
concavas y convexas, al graficar esta superficie, se ha coloreado de color azul las
regiones convexas para semejarlas a lagos, de color café las regiones concavas
para semejarlas a colinas y de esta forma hacer facil la interpretacion de la
superficie.
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Andlisis de la curvatura local de la Acetilcolinesterasa.

De tal manera puede observarse que la superficie de la Acetilcolinesterasa es
sumamente accidentada. En este caso en particular el analisis de la curvatura
local no aporta mayores beneficios debido a que el sitio activo principal de la
acetilcolina se encuentra dentro de la misma.

Las imagenes de la topologia del potencial eléctrico y cargas de Poisson-Boltzman
fundamentan mejor esta idea.

Potencial Electrofilico Cargas de Poisson-Boltzman,

Como puede observarse, las areas mas electronegativas segun el potencial
electrofilico, se encuentra formando una abertura, la cual puede facilitar la
orientacion del grupo éster presente en la acetilcolina para ser absorbido por la
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acetilcolinesterasa. En el mapa topoldgico de las cargas de Poisson Boltzman se
puede observar que la acetilcolina encontrard una region puntual al final de esta
garganta que es el sitio activo donde ocurre la hidrélisis. El resto de la
acetilcolinesterasa esta cubierto por una dispersioén de cargas muy diferente poco
ordenada.

Acetilcolinesterasa vista desde el frente. Acetilcolinesterasa vista desde atras
2 '

La regién que se ha denominado el frente incluye un area electro negativa que
realmente orienta hacia el sitio activo principal. Mientras que la region posterior
posee también una nueva area que orienta hacia otro potencial sitio activo.

Estas graficas se complementan con los hallazgos encontrados durante el docking
realizado con Calyxaminas y con Acetilcolina en la Acetilcolinesterasa, ambos
docking dieron como resultado, el mismo sitio activo principal tanto para la
Calyxamina, como para la Acetilcolina.

Sitios de Reaccidn encontrados por Sitios de Reaccion encontrados por
Docking entre Calyxaminas y Docking entre Acetilcolina 'y
Acetilcolinesterasa Acetilcolinesterasa

Como puede observarse en las graficas, en el caso de los sitios de reaccion
encontrados por docking en el caso de Calyxaminas, no se encuentran en la
periferia sino en el centro de la enzima, los sitios encontrados, son coincidentes
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con los mapas topoldgicos de cargas potenciales de Poisson y Boltzman y con las
de potencial electrofilico y lipofilico.

Para el caso de los sitios de reaccion encontrados para la acetilcolina en la
acetilcolinesterasa, pueden observarse varios sitios distribuidos alrededor de toda
la enzima, sin embargo, los sitios principales que son aquellos con la mayor
liberacion de energia de enlace, son exactamente los mismos sitios que en el caso
de Calyxamina, y obviamente estos a su vez, son los mismos que los encontrados
en el analisis bioquimico previamente descrito.

Las densidades de hidrégeno dador y aceptor para la Acetilcolinesterasa han
resultado dispersas a través de toda la proteina con un rango de accion muy
pequeiio en toda su periferia, teniendo un promedio de 0.03 en la constante de
densidad de hidrogenos dadores/aceptores, lo cual es un potencial muy bajo, por
lo cual se puede concluir que estos dos factores, dadores de hidrogeno, aceptores
de hidrégeno y su relacién, no es un indice determinante en este caso, no parece
evidente en el sitio activo
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0.15

0.14
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Densidad total de aceptores y dadores de hidrégeno.

El andlisis topologico de puentes de hidrogeno no ha revelado areas de potencial
interés puesto que los potenciales aceptores y donadores de puentes de
hidrégeno estan dispersos tal y como se puede observar en la respectiva grafica.
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Sin embargo es posible observar una mayor cantidad de donadores de protones
(color azul) que de aceptores, por lo cual se puede inferir que esta enzima tendra
preferencia por sustancias aceptoras de protones o atractoras de estos, como en
el caso de la acetilcolina y la Calyxamina.

Determinacion del Sitio Activo a través de Docking

Para el analisis enzima ligando, se necesité desarrollar una serie de grids para
analizar por completo la enzima acetilcolinesterasa.

En la primera serie de docking se estudié el sitio de reaccion tedrico para la
Calyxamina en la Acetilcolinesterasa. El resultado fueron al menos tres sitios
activos importantes pero de estos solamente uno es el principal, esto se determiné
en base al numero de docking exitosos sobre una base de 100 docking resultantes
de cada corrida, realizando 10 corridas exhaustivas, cada una con una tasa de
mas de 2.7 millones de evaluaciones. De tal manera se llego a la conclusion que
de los 100 mejores docking enzima ligando para cada corrida, en 10 corridas,
habian 3 lugares puntuales en la enzima acetilcolinesterasa, que eran predilectos
no solo por el nimero de veces que la en ligando se enlazaba a esta posicién,
sino también por la gran estabilidad que representaba esta unién en términos de
energia libre de enlace y en términos de energia interna del conférmero. Otros
varios parametros fueron evaluados conjuntamente, los cuales se pueden apreciar
en las tablas de los docking:
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Docking Calyxamina A** Dirigido Ciego
Energia de enlace -7.59 -4.71
Constante de inhibicion Kl 2.74 uM 350.07uM

Energia intermolecular -7.89 -5.31
Energia Interna -0.12 -0.39
Energia Torsional 0.3 0.6
Energia Extendida de no enlace -0.12 -0.39
Grupo de Raiz cuadrada media 0.0 0
Ref. Raiz cuadrada media 206.6 15.85
Eficiencia de ligando -0.54 -0.34

**Todas las energias estan expresadas en esta tabla en unidades de Kcal/mol

En esta tabla se puede apreciar dos evaluaciones de Calyxamina A realizadas
sobre la acetilcolinesterasa, un docking Ciego, y un Docking Dirigido. En el
docking ciego, se disefio una malla virtual para cubrir la totalidad de la enzima
para evaluar millones de docking contra esta malla, el proceso es muy inexacto,
pero da una idea general de donde se encuentran los potenciales sitios activos, de
hecho, el sitio activo principal que también fue ubicado en el docking ciego, resulto
en este docking en la posiciéon No.13 de 100 con una energia de enlace enzima
ligando de -4.71Kcal/mol.

En el docking dirigido se realiza la malla virtual inicamente en el sitio de la enzima
que se esta interesado en evaluar, con el objeto de obtener mediciones muy
exactas, y también de obtener las conformaciones mas estables en las que el
ligando encaja en la misma enzima. Como puede observarse, los resultados
variaron considerablemente en cuanto a la magnitud de los valores de energia.

Los docking dirigidos se realizaron a toda la enzima para el sustrato Calyxamina
A, de manera que la Acetilcolinesterasa fue dividida en 10 fragmentos iguales para
obtener un andlisis ultra fino de cada Armstrong de la superficie de la
Acetilcolinesterasa al ser evaluada con todas las conformaciones posibles del
ligando. Por lo cual, el estudio tedrico se considera concluyente en un contexto
l6gicamente tedrico, en el sentido de que los sitios activos encontrados para la
Calyxamina A en la Acetilcolinesterasa, son segun este modelo matematico, los
mas probables.

Posteriormente se siguié un procedimiento similar para evaluar la Calyxamina B,
donde es posible observar que los resultados obtenidos para esta Calyxamina son
semejantes a su isémero A.

A su vez, el mismo procedimiento fue ejecutado para evaluar la Acetilcolina, el
cual es el sustrato natural para la Acetilcolinesterasa.
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Teniendo los resultados de los docking para Calyxaminas A, B y Acetilcolina, fue
posible comparar los sitios de reaccion de los tres sustratos y de la misma manera
comparar las energias de enlace e internas para determinar las conformaciones
mas importantes de enlace. Este analisis se detalla a continuacion.

TABLA 34: Comparacion de los valores obtenidos en el docking para Calyxamina

B con otros valores de Calyxamina A y de la Acetilcolina.

Docking -Tipo Calyxamina | Calyxamina | Calyxamina | Calyxamina | Acetilcolina
(Ciego/Dirigido) B Dirigido | B Dirigido | A Dirigido A Ciego - Dirigido
Rango 11 21 11 91 11
Energia de Enlace -6.43 -6.41 -7.59 -4.71 -3.47
onstante de Inhibicion 19.4uM | 20.14uM 2.74|  350.07uM 2.84mM
Energia Intermolecular -7.32 -7.3 -7.89 -5.31 -4.67
Energia Interna -0.11 -0.15 -0.12 -0.39 0.32
Energia Torcional 0.89 0.89 0.3 0.6 1.19
Energia Extendida de 0.11 0.15 . -0.12 10.39 0.32
No enlace

Media de la Raiz

Cuadrada (RMS) 0 0 0 0 0
RMS de Referencia 117.43 123.51 206.6 15.85 123.22
Eficiencia de Ligando -0.46 -0.46 -0.54 -0.34 -0.35

En la TABLA anterior pueden observarse los valores comparados de los
resultados obtenidos para el docking de Calyxamina B contra la
Acetilcolinesterasa, de manera que en la primera columna de datos llamada
Calyxamina B Dirigido se tienen los valores de primer rango seleccionados por el
programa Autodock ver 4.01 como los mejores evaluados por el programa, lo
interesante es que en este caso tales valores de rango 1_1 encajan pero no en el
sitio activo principal sino en otro de los sitios activos secundarios cuya grafica se
detalla a continuacién
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GRAFICA No0.28 Analisis Docking Calyxamina B:
Segundo sitio de reaccion en la Acetilcolinesterasa

e



GRAFICA No0.29 Analisis Docking Calyxamina B: Primer sitio de reaccion en la
Acetilcolinesterasa
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En las gréficas de Analisis Docking Calyxamina B, pueden observarse en la
esquina superior izquierda el analisis de profundidades en un esquema general,
en la esquina superior derecha puede observarse la posicion del ligando resecto a
la enzima, el ligando se encuentra representado por su volumetria y la enzima por
esquemas de lineas. En la grafica del medio izquierda pueden observarse una
aproximacion de la enzima neutralizada con Calyxmina B, en el medio e izquierda
se puede observar el analisis detallado de las interacciones cercanas enzima —
ligando, y en la parte inferior se puede observar en esquema de analisis de
cavidades, un acercamiento del sito activo descrito.

Para la Gréafica Analisis Docking Calyxamina B: Segundo sitio de reaccion en la
Acetilcolinesterasa, ese segundo sitio activo ha resultado ser el mas favorable
energeticamente, segun la energia de enlace enzima ligando calculada por
Autodock, sin embargo, al observar estos valores de la tabla, y comparar entre la
mejor posicion de este docking y la segunda mejor posicion evaluada, puede
observarse que son practicamente iguales

. . : L Calyxamina B Calyxamina B
Docking -Tipo (Ciego/Dirigido) [);irigido [);irigido

Rango 11 21

Energia de Enlace -6.43 -6.41
Constante de Inhibicion Kl 19.4uM 20.14uM
Energia Intermolecular -7.32 -7.3
Energia Interna -0.11 -0.15
Energia Torcional 0.89 0.89
Enegria Extendida de No enlace -0.11 -0.15
Media de la Raiz Cuadrada (RMS) 0 0
RMS de Referencia 117.43 123.51
Eficiencia de Ligando -0.46 -0.46

De hecho, el programa Autodock posee un porcentaje de error de +/- 2.000
Kcal/mol, por lo que, en cuanto a la energia de enlace se puede decir que en
ambos casos es la misma, de hecho el resto de valores son practicamente iguales.
Por lo que se puede concluir que ambos sitios activos son equivalentes para la
Calyxamina B, lo cual no sucede par la Calyxamina A, para la cual, los mejores
valores obtenidos son un poco mas favorables.
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Docking -Tipo (Ciego/Dirigido) C:'g;(r?g?éga C?Al\yéie;rglona
Rango 11 91
Energia de Enlace -7.59 -4.71
Constante de Inhibicion Kl 2.74 350.07uM
Energia Intermolecular -7.89 -5.31
Energia Interna -0.12 -0.39
Energia Torcional 0.3 0.6
Enegria Extendida de No enlace : -0.12 -0.39
Media de la Raiz Cuadrada
(RMS) 0 0
RMS de Referencia 206.6 15.85
Eficiencia de Ligando -0.54 -0.34

De tal forma, al comparar ambas Calyxaminas con el valor de energia de enlace
alcanzado por la Acetilcolina se puede observar que tanto Calyxamina A como B
poseen mejores valores de energia enzima — ligando que la Acetilcolina, lo cual
implica una unién bastante mas irreversible que la de la acetilcolina, y por ende
una obstruccion permanente de la enzima, lo cual es un efecto indeseable en el
farmaco. Ya que otros farmacos, como el Donepezilo, se conocen bien por sus
efectos secundarios producto de tales uniones irreversibles, de manera que el
valor de energia de enlace buscado para el nuevo farmaco debera ser uno con
valores promedio mas cercanos a la Acetilcolina que a las Calyxaminas.

Por otra parte la anterior evaluacion realizada sobre la propiedades farmacoféricas
de las Calyxaminas dejan en duda que estas tras una administracion al paciente
lleguen a efectuar realmente su objetivo, debido a la potencial capacidad de
hidrolizarse en la sangre que estas poseen, por lo cual, se sabe con estos valores
y con estos analisis que los derivados 6ptimos de Calyxaminas seran aquellos que
posean una capacidad de hidrdlisis menor, y por tanto mas apolares y ademas
que sean de menor afinidad en su unién con la enzima que las Calyxaminas.
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Andlisis general de las posiciones de enlace encontradas por Autodock para
Calyxaminas y para Acetilcolina en la Acetilcolinesterasa:

Existe una relacion entre las posiciones evaluadas para las tres enzimas, se
muestra a continuacion una grafica que contiene la generalidad de todas las
evaluaciones hechas para estas tres moléculas.

Calyxamina A Calyxamina B

Acetilcolina

A simple vista, existe una mayor similitud entre las posiciones encontradas para la
Calyxamina B y para la Acetilcolina, pero en realidad las posiciones encontradas
en Calyxamina A también son muy semejantes, la aparente dispersion que se
presenta en la grafica es solamente un recuento de muchas malas evaluaciones
gue no aparecen en las otras dos gréficas, esto se puede demostrar facilmente al
evaluar las energias de enlace de cada docking en la Calyxamina A. En resumen,
los puntos de enlace entre Calyxaminas, Acetilcolina y Acetilcolinesterasa son los
mismos. Estos se complementan con las graficas ya estudiadas de los mapas
topoldgicos bioquimicos de la Acetilcolinesterasa.
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Potencial Eléctrico Cargas de Poisson Boltzman |

Ji

Calyxamina B

De manera global puede observarse que el analisis de cavidades muestra
aquellas regiones mas profundas en la enzima, la cual posee en esas mismas
regiones, un potencial eléctrico que es mas atractivo para el grupo quimico R-
COOR, las caracteristicas comunes entre Calyxaminas y Acetilcolina son pocas,
basicamente todas posen este grupo R-COOR y un grupo amino, que en el caso
de las Calyxaminas se encuentra en un anillo no aromatico, en el caso de la
acetilcolina es un grupo alquilo. Para Calyxaminas el hecho de potenciar la fuerza
de la ionizacion de del grupo COO a traveés de un enlace conjugado hace a la
Calyxamina A tan solo un poco mas favorable en su union a la Acetilcolinesterasa
gue la Calyxamina B, y ambas Calyxaminas lo son a su vez practicamente el doble
de afines que la Acetilcolina a la Acetilcolinesterasa, por lo que indudablemente la
ionizacion del grupo COOR en su forma COOH es mas atractiva para las regiones
altamente cargadas como lo muestran las graficas de potencial eléctrico y de
cargas de Poisson-Boltzman. De manera que, los compuestos derivados de
Calyxaminas es deseable que contengan estas caracteristicas.
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Disefio De Derivados

Andlisis Quimico - Bioguimico De La Interaccion Acetilcolina -
Acetilcolinesterasa Docking 1 Rango 1_1:

La acetilcolina, en la interaccién con el sitio activo de la misma en la
acetilcolinesterasa se identifica con los aminoacidos PHE297, SER203, SER438,

TYR337, PHE338.

Docking 1, Rango 1_1

La forma quimica de interaccion es la siguiente:

La Acetilcolina que se compone basicamente de un grupo trimetilamino y un grupo
éster, se ubica de forma que el grupo amino interacciona con el grupo OH de
SER203

De igual forma, la HIS447 hace una aproximacion a través de sus hidrogenos
piridinicos formando una atraccién muy fuerte hacia el mismo grupo amino de la
Acetilcolina.

La SER438 también sugiere acercar su grupo OH hacia la misma cola amino de la
Acetilcolina.

Por otra parte, el grupo éster tiene mas interaccion con el anillo aromético de la
Fenilalanina que es apolar. Sin embargo el grupo OH de la TYR337 se acerca
hacia el carbono carboxilo C=0 de la Acetilcolina, al provocar esta interaccion, el
mismo anillo aromatico de la TYR337 entra a interactuar con el anillo aromatico de
la PHE338 creando una estabilizacion por fuerzas de Van der Waals entre anillos
aromaticos.
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Andlisis Bioquimico de la interaccion Acetilcolina-Acetilcolinesterasa,
Docking2, Rango 1_1

A continuaciéon se describird la quimica de interaccion obtenida para el segundo
docking de Acetilcolina realizado sobre Acetilcolinesterasa, en el cual se
encontraron algunas diferencias respecto al primer docking. Dichas diferencias
ayudan a arrojar luz sobre el método real de interaccion entre la Acetilcolina y la
Acetilcolinesterasa.

Docking 2, Rango 1_1

A su vez cada una de las interacciones que evalla el programa Autodock siempre
podra ser diferente de la otra, debido a que este aleatoriamente hace uniones en
diferentes conformaciones de Calyxamina y en diferentes angulos sobre el mismo
punto, y va seleccionando aquel que tenga la mejor energia de enlace como
prioritario, por lo cual es logico que existan diferencias entre docking de la misma
sustancia y el mismo ligando.
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GRAFICA No0.30 Comparacion entre las interacciones encontradas en ambos
docking de Acetilcolina-Acetilcolinesterasa

%

Docking 1, Rango 1 1 Docking 2, Rango 1 1

Como puede observarse en la gréfica, el sitio de accion es virtualmente el mismo,
encontrandose algunos aminoacidos comunes, los cuales se pueden tomar como
importantes. Como la PHE338 y la TYR337. En este docking 2 también aparece
en posicion cercana el TRP286. Un sistema muy semejante es el encontrado en el
caso de la interaccion con Calyxaminas

En el docking 2 se puede ver una clara predisposicion a la hidrélisis que ha de
sufrir la acetilcolina, mientras que la fenilalanina ubica en una mejor conformacion
a la acetilcolina mediante la atraccion de puentes de hidrogeno, puede observarse
como grupos OH de al menos 3 Tirosinas se acercan para estabilizar al grupo
amino que se encuentra en la cola. No cabe duda que estas tirosinas cumplen
parte de la funcion dadora de protones para llevar a cabo la hidrdlisis, el nuevo
grupo OH seré& incorporado en el grupo acetato como producto de la hidrolisis,
mientras que la colina conservara el oxigeno original proveniente de la acetilcolina.

Interaccion Calyxamina A- Acetilcolinesterasa

La Calyxamina posee un grupo amino en anillo que interacciona directamente con
TRP86, este triptéfano interacciona lateralmente con su anillo pirrol para acercar
su grupo amino al de la Calyxamina, a su vez una HIS447 se acerca mucho a la
Calyxamina pues sus grupos COOH y NH2 interaccionan también con esta
terminacion amino de la Calyxamina
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Otro grupo de aminoacidos interaccionan entre ellos mismos acomodados
aparentemente por causa de la interaccion entre la HIS447 y la Calyxamina, ellos
son la GLU202 y la SER203 que acomodan estéricamente a HIS 447 provocando
una mayor estabilidad en todo el sistema.

La GLY151 tiene también una interaccion cercana al grupo COOH de la
Calyxamina. Esta g acerca su grupo carboxilo al carbono C=0 de la Calyxamina,
es necesario recordar que la GLY posee ambos hidrégenos semi-polarizados.

Para el oxigeno del grupo C=0 DE Calyxamina, su interaccion mas directa se
presenta con PHE338 la cual ubica su anillo aromatico directamente sobre el
oxigeno sugiriendo una interaccién dipolo - dipolo magnético.

Los grupos NH2 de PHE338 y TYR124 ambos se acercan también atraidos por
causa del grupo C=0 de Calyxamina.
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Interaccion Calyxamina B -Acetilcolinesterasa

Las interacciones en la Calyxamina B estan dadas principalmente por una serie
de Fenilalaninas (295, 297, 338), cuyos anillos se acercan al anillo alifatico de la
Calyxamina, el triptéfano 236 cumple una funcion importante al estabilizar la
posicion de la Calyxamina mediante fuerzas de Van Der Waals, y la TYR231 y la
TYR124, cumplen una funcién dadora de protones sobre el grupo RCOOR,
probablemente para su hidrélisis. Otros grupos funcionales como la VAL 294 y la
SER 293 se consideran que no poseen una interaccion relevante debido a que se
encuentran a mayor distancia. Puede observarse que en el caso de la PHE 338
esta esta entrando en contacto muy cercano con su grupo amino COOR el cual se
acerca al hidrogeno del grupo amino de la Calyxamina, esta interaccion es
importante debido al potencial puente de hidrogeno que estan formando.

Lo més relevante de este conjunto es la similitud en papeles que cumplen los
grupos TRP, PHE, y TYR en semejante a lo actuado para con la acetilcolina.

Puede observarse que la diferencia entre los grupos amino de la acetilcolina y de
Calyxamina es que en la primera se trata de un N tetra-sustituido y en el caso de
la Calyxamina el grupo N se encuentra envuelto en un sistema alifatico, ambos
impedidos estéricamente pero hay una mayor distancia en el impedimento estérico
gue ejerce el anillo en la Calyxamina, que el impedimento estérico que ejercen los
tres grupos metilo en la acetilcolina. Ademas el grupo N de la Calyxamina posee
aun un hidrogeno muy polar que podra dirigir en una direccion su interaccion
i6nica hacia otro grupo de la enzima.
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Puntos de afinidad Calyxamina - Acetilcolinesterasa

Partiendo del anillo piridinico por la esquina del grupo amino hacia TRP86, hacia
los lados de los grupo metilo la Calyxamina se puede hacer mas afin o menos afin
con los grupos HIS 447 y GLU202 a la derecha e izquierda respectivamente.

Del lado del grupo C=0 de Calyxamina, esta puede crecer hacia los aminoacidos
TYR124 o PHE338.

Las AFINIDADES MAS EVIDENTES son NH de Calyxamina a NH de TRP86 y
c=0O de Calyxamina a OH de TYR124. Es necesario hacer notar que la
Calyxamina de por si ya duplica la afinidad de la Acetilcolina a la ACHE (7.5 vs 3.5
Kcal/mol) por lo que el derivado de Calyxamina debe ser un poco menos afin que
la Calyxamina para que no produzca una adhesion irreversible a la enzima, el cual
es el efecto que crean los pesticidas.

Por lo anterior el primer grupo a cambiar puede ser el anillo pirrol de Calyxamina.
Pues es claro que en el caso de la Acetilcolinesterasa, esta enzima esta disefiada
para hidrolizar grupos funcionales ROOR.

Andlisis general de las estructuras obtenidas:

GRAFICA No0.31 Factores estructurales comunes.

En la grafica anterior pueden observarse los factores estructurales comunes entre
las moléculas de derivados obtenidas a partir de la acetilcolina y de las
Calyxaminas. EIl factor comun en todas estas es la secuencia estructural CH2-
COOCH2-R, donde R se convierte en cualquier grupo funcional o cualquier
secuencia estructural que es evaluada posteriormente en sus constantes
farmacoféricas y fisicoquimicas.
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La longitud de la estructura se encuentra en funcion de los factores restrictivos
estéricos, por lo que, en este caso, se ha escogido uno de los aminoacidos mas
lejanos con el propdsito de hacer acrecer la estructura a lo largo de la cavidad del
sitio activo, para de esta forma obtener mejores variables farmacoforicas entre las
cuales escoger alguna combinacion estructural que llene los requisitos necesarios
como un buen candidato.

GRAFICA No0.32 Analizando el disefio de moléculas en base a grupos
farmacofdricos.

Se encontré que debido a que el sitio activo se encuentra rodeado de una gran
cantidad de grupos donadores de protones como fenilalaninas, los mejores
compuestos que se adaptaban a esta caracteristica de la enzima eran aquellos
que portaban en su interior hetero-atomos electronegativos que buscaran formar
puentes de hidrogeno, es por esto que la mayoria de estructuras obtenidas, sobre
todo en la primera secuencia de derivados, contiene una disefio N-P-N-P; donde N
son grupos de carga o neutra o enlace covalente, mientras que P son grupos de
mayor capacidad polar, como oxigeno, nitrdgeno.

Cada grupo polar que se agrega en el disefio de una molécula hace variar de
forma importante la regla de Lipinsky, ya que modifica la cantidad de hidrégenos
dadores y aceptores. Ademas se modifica considerablemente el CLogP
haciéndolo méas hidréfila la molécula. Es deseable que CLogP se encuentre
cercano a +5.000 segun la regla de Lipinsky, para garantizar que la molécula no
sea hidrolizada en su trayecto a través del sistema sanguineo antes de llegar al
sitio de interés farmacofarico.

De esta forma se encontraron problemas para desarrollar un modelo que poseyera
suficientes grupos polares para tener una adecuada energia de enlace al sitio
activo, pero al mismo tiempo poseer un CLogP lo suficientemente hidréfobo para
gue la molécula no sea metabolizada rapidamente sin tener efecto.
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GRAFICA No0.33 Disefio fino de derivados.

En esta grafica pueden observarse dos moléculas diferentes que se encuentran
entre la serie de primeros 58 derivados obtenidos. Ambas moléculas estan
perfectamente alineadas y en la imagen se puede observar que para este caso la
Unica regidon que se hace variar es la region final donde una de ellas termina con
un anillo 1,3-dioxolano, mientras que la otra molécula termina en un anillo tipo
pirrolizina.

Para completar el disefio se ha tenido en cuenta el ambiente inmediato del sitio
activo principal, ya que se ha encontrado que existe un factor comun entre todos
los sitios de reaccion en la acetilcolinesterasa. Como se observa en el analisis de
compuestos seleccionados, los ligandos reevaluados fueron exitosos para
enlazarse en los otros sitios activos.

GRAFICA No0.34 Sitio activo de Acetilcolinesterasa utilizado para crear un proto-
modelo y disefiar en funcion de este los derivados y los docking.
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Analisis de los Valores de Punteos

Molécula Punteo Crash Polar Punteo | Punteo | Punteo Pu,ntgo Punteo Punteo

Total D PMF G Quimico C Global
18978.pdb 5.6767 -0.5653 | 1.0317 | -158.17 | -12.971 -169.2 -21.9284 1 1
5082.pdb 5.3996 -2.0628 | 1.1555 | -146.25 | -66.109 | -209.01 -26.5611 3 3
12857.pdb 5.2719 -1.1394 | 3.1547 | -151.95 | -106.61 | -140.99 -27.9321 2 2
Donepezilo 4.8097 -3.722 1.197 -164.79 -109.89 -265.22 -45.1705 4 4
6392.pdb 4.7162 -0.4712 | 1.1558 | -159.71 -31.554 -165.05 -23.51 1 1
8095.pdb 4.667 -0.7485 | 1.3869 | -151.57 -41.158 -158.53 -23.2558 1 1
18866.pdb 4.5443 -1.9186 | 1.6515 | -166.78 -18.676 -178.63 -24.4218 1 1
6549.pdb 4.2023 -1.5697 | 1.0651 | -147.1 -22.589 -177.8 -22.3417 1 1
15477.pdb 3.8476 -0.9784 | 1.1586 | -126.23 -41.18 -136.59 -14.9106 1 1
7191.pdb 3.8133 -1.8005 0.994 -139.23 -52.835 -187.71 -25.0983 1 1
CALYX.mol2 3.437 -0.2735 | 1.9889 | -491.78 -37.25 -110.38 -28.2603 1 1
12947.pdb 3.238 -1.2052 | 1.194 | -157.35 | -8.6066 -156.2 -21.4591 1 1
4179.pdb 2.8927 -0.4919 | 1.0548 | -116.59 | 2.0068 | -93.716 -12.6184 1 1
ACE_ACHE.mol2 2.6538 -0.2814 | 1.1357 | -1074.4 | -38.154 | -95.901 -14.703 2 2

Para tabla anterior para las columnas: Punteo Total, Crash y Polar, puede
interpretarse como, a mas alto valor, mejor candidato puede considerase dentro
de esta serie de docking. Esta serie de docking tomd en consideracién tanto los
valores de mejor enlace como de otra serie de factores.

Para las columnas Punteo D, Punteo PMF, Punteo G, Punteo Quimico, Punteo C,
Punteo Global, a mayor nimero negativo, mejor evaluacion y la Columna C es un
Consenso que en su mayoria de veces es el mismo que el Punteo Global.

La tabla de punteos de evaluacion muestra como, segun el total de las
evaluaciones, y que seran descritas individualmente a continuacion, el mejor
compuesto encontrado es 18978, muy cercano a 5082, en 4to lugar se puede
observar el Donepezilo, que ha sido puesto en esta tabla como valor de referencia
para el lector.

Estos valores de punteo han sido dados por el programa computacional de
docking, y representan Unicamente las evaluaciones quimicas y fisicas pertinentes
a estos docking, es necesario contraponer los valores de esta tabla con los valores
obtenidos por el método QSAR para la misma serie de compuestos, con el
objetivo de elucidar segun los parametros incluidos en la regla de Lipinsky, como
CLogP, Hidrofobicidad, Dadores y donadores de Hidrégenos, y obtener en
consenso entre las series e datos farmacofdricas, las fisicas y las quimicas un
compuesto ideal.
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Es necesario observar que, la columna de consenso y la columna de Punteo
global evalitan mejor a Donepezilo ya 5082 quienes han acumulado mas puntos
en el conteo global, pero esto no significa que cuantitativamente sean los mejores
compuestos. Es por esto la columna de Punteo Total y la de Punteo Global
difieren en el candidato Lider. Es decir, La columna de Punteo Global otorga un
punto +1 a cada compuesto que ha sido sobresaliente en uno de los 4 pardmetros,
tal es el caso de Donepezilo que ha sido sobresaliente en los 4. Pero la columna
de Punteo Total, guarda una relacion mas exacta en la suma de propiedades de
los pardmetros. Ninguna de las dos columnas puede ser determinante por si sola,
es necesario contemplar los parametros menores para entender la sumatoria y
hacer una seleccion apropiada.

De manera que se puede observar que los 3 mejores compuestos segun los
parametros fisico quimicos encontrados son: 18978, 5082 y 12857. A continuacion
se describen los demas parametros evaluados para obtener estas conclusiones.

Crash (o Valor de choque), este valor indica que tanto esta mal posicionado el
ligando dentro del sitio activo, si el espacio del sitio activo se ve violado por el
volumen estérico del ligando, el programa penalizara restando puntos a esta
puntuacién pudiendo marcarse con valores negativos aquellos ligandos que se
encuentran traslapados en su espacio estérico al sitio activo.

De esta forma por ejemplo, es posible observar que 18978 posee un valor de
traslape de -0.5653, el cual es mejor que el obtenido para el Donepezilo, el cual
posee un valor de -3.722. Dentro de esta serie de compuestos muy pocos
obtuvieron una mejor evaluacién, como es el caso de 4179, pero este compuesto
posee una estructura quimica demasiado simple para ser tomado en cuenta.

Polar: Es una medicion basada en la contribucion que hacen en la interaccion los
hidrogenos que no forman puentes de hidrogeno. Puede observarse que 18978
posee un valor un poco bajo, al contrario de la Calyxamina. En la Calyxamina se
puede observar facilmente que posee varios hidrogenos que no siendo polares o
formadores de puentes de hidrégeno, pueden tener una contribucion, ya que se
encuentran como vecinos de grupos fuertemente atractores, como el N o el grupo
C=0.

12857 posee la mejor evaluacion polar de todas las moléculas de esta serie, sin
duda por su gran cantidad de grupos atractores. 5082 tiene un valor que puede
considerarse promedio.

Punteo D: Este punteo, que esta relacionado a la Constante dieléctrica de la
relacion enzima-ligando, deja ver que hay para todos los compuestos de la lista
una muy baja permeabilidad eléctrica, como referencia se encuentra la
Acetilcolina, el cual es el compuesto que hidroliza especificamente esta enzima y
la acetilcolina posee una D de -1074.4, la mas baja reportada en la lista, y por una
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relacion de 7 veces mas baja que todos los demas compuestos. De entre los
cuales, nuevamente 18978 posee uno de los mas bajos valores con -158.17 y
5082 y 12857 poseen valores bastante cercanos a este.

Punteo PMF: Esta es una constante de evaluacion de la energia libre de
Helmholtz de las interacciones enzima ligando. La importancia de este parametro
es que contiene implicita una relacion entre entropia, entalpia y efectos de
solvatacion.

Puede observarse que las mejores interacciones enzima — ligando entre éstos
parametros fisicoquimicos la obtuvo el compuesto 5082, en la columna de
consenso, la evaluacion PMF ha hecho una diferencia importante al elucidar que
este componente posee mejores variables fisicoquimicas en su relacion enzima-
ligando, y ha sido determinante, Unicamente el Donepezilo le ha superado.

Punteo G: Es una relacion de la energia aportada por los puentes de hidrégeno,
la energia de enlace enzima-ligando y la energia interna de los ligandos. Por lo
gue este pardmetro es sumamente importante para determinar si sera favorable la
union del candidato electo a la enzima.

De esta cuenta Donepezilo y 5082 son las moléculas que liberan mayor cantidad
de energia, seguidos de 18958. Siendo por tanto mas favorable energéticamente
la unién de 5082 entre las moléculas disefiadas en esta serie.

Punteo Quimico: Para los intereses de esta investigacion es necesario
comprender que este punteo toma en cuenta la eficiencia del contacto Lipofilico
del ligando, la entropia rotacional, un termino de intercepcion y ademas evalla si
en caso Sse encontraran presentes metales, interacciones metal ligando,
adicionalmente toma en cuenta las interacciones de puentes de hidrogeno.

5082 y 12857 son las moléculas con mejores interacciones de potencial quimico,
siendo ampliamente superadas por el Donepezilo en una relacion de 2:1. De estas
5082 ha sido el mejor derivado, sin embargo las Calyxaminas poseen la mejor
evaluacién de interaccion quimica. En esta tabla.
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GRAFICA No.35 Mejores Moléculas disefiadas segun el analisis Fisico —
Quimico.

Analisis General

Después de observar minuciosamente los valores aportados por la tabal de
valores de comparacion entre constantes fisicoquimicas para los compuestos de la
segunda generacion de derivados obtenidos a partir de Calyxaminas y
Acetilcolina, se puede observar que los compuestos mas destacados son 18978,
5082 y 12857, en donde se ha tomado como valor de referencia el Donepezilo y la
Calyxamina A, siendo el Donepezilo el cuarto lugar en mejor evaluacion en cuanto
a sus constantes polares y de traslape y el primer lugar en cuando a sus
constantes de evaluacion fisicoquimica. La Calyxamina a su vez ha sido el 10
lugar en sus constantes de traslape y de polaridad, mientras que en la evaluacion
de constantes fisicoquimicas no ha obtenido méritos.

Analizando los mejores compuestos encontrados, 18978 es el mas sobresaliente
en su evaluacion de impedimento estérico y polar, como puede observarse en la
gréfica, los anillos aromaticos de 18978 se encajan muy bien en la cavidad del
sitio activo, a la vez que los atomos de oxigeno de los sus grupos carbonilo forman
puentes de hidrégeno, lo cual le ayuda importantemente a su estabilidad.

5082 presenta mayor impedimento estérico, por esto su valor constante Crash, es
mayor, obsérvese sin embargo que la relacion entre 18978 y 5082 es de isomeria,
y la Unica diferencia entre ambos es la posicién del sustituyente CH3 en cadena
alifatica, por lo cual es facil descartar los valores Crash obtenidos para 5082, ya
que puede interpretarse como una mala conformacién en Docking, o bien, no la
mejor. Es necesario recordar que durante la elaboracion de un docking pueden
tomarse diferentes grados de libertad de rotacién de enlace para el ligando y para
la enzima, el poder de computo es determinante para asignar estos grados de
libertad. En esta investigacion se han trabajado con enlaces de ligando y enzima
en posiciones fijas para la serie de docking de la segunda generacion de
derivados obtenidas.

Sin embargo es posible tener una idea de relacion estérica existente entre estos
dos compuestos y la enzima. 12857 es una molécula diferente que guarda mas
relacion estructural a las Calyxaminas y cuyo valor Crash ha sido -1.1394.
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Por lo que después de considerar estos factores, es posible decir que en cuanto a
constantes de inhibiciobn y polaridad, 12857 posee mejores caracteristicas,
tomando en consideracion su constante polar 3.1547.

Acerca de los valores quimicos y fisicos de estas moléculas, la energia de enlace
G que es uno de los valores méas importantes, favorece a 5082, seguido de
12857, en la evaluacion lipofilica y puentes de hidrégeno 12857 es tan solo un
tanto mejor que 5082 (Obsérvese que con estos valores es posible descartar el
valor 18978), las energias libres de Helmholtz muestran una clara diferencia entre
12857 y el resto de moléculas, siendo la siguiente mejor evaluada 5082, y las
constantes dieléctricas de las tres moléculas han resultado muy semejantes.

Las energias libres de enlace, evaluadas en G, hacen una leve diferencia por lo
cual se cataloga a 5082 como la mejor molécula candidato de este grupo, teniendo
un valor, en su calidad quimica y fisica 12857, no asi 18978, la cual se puede
descartar segun esta evaluacion.

Por lo que es necesario contraponer estos resultados con los resultados de las
evaluaciones de las propiedades farmacoféricas para esta serie de moléculas.

Andlisis de Propiedades Farmacoforicas

Propiedades Farmacoforicas

. CLOGP CMR

Especie CLOGP ERROR CMR ERROR
ACE ACHE | -7.099 30 2.651 0
CALYX -3.249 59 4.2466 0
12857 -0.3364 0 5.5031 0
12947 2.052 0 5.2167 0
15477 0.965 0 45721 0
18866 1.561 0 5.9199 0
18978 1.922 0 5.2167 0
4179 0.35 0 2.6801 0
5082 2.98 0 6.1443 0
6392 1.8588 0 6.023 0
6549 2.451 0 5.6805 0
7191 2.98 0 6.1443 0
8095 1.4608 0 5.9017 0

CMR Columna de Refractividad Molar

CMR Error: Medida de dificultad encontrada al calcular MR para esta molécula.
CLOGP: Coeficiente del Logaritmo de Particion

CLOGP ERROR: Medida de la dificultad encontrada al calcular CLOGP.
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Probablemente una de las constantes mas determinantes para el disefio de
farmacos es CPLOGP debido a que da una idea muy firme sobre la probabilidad
del farmaco de ser hidrolizado — metabolizado en el organismo. Con esto en
cuenta, y siguiendo la regla de Lipinsky, la cual establece que un CPLOGP ideal
se encuentra cerca el valor +5.00 en virtud de que tal valor indica que el
compuesto es suficientemente lipofilico para que pueda alcanzar el sitio activo de
interés después de haber sido absorbido por el sistema digestivo.

Puede observarse en la tabla de valores para la segunda serie de compuestos
gue la mayoria de estos posee bajos CPLOGP, unos pocos alcanzan un valor
mayor de 2.000 entre ellos 5082, 7191 y 6549, de los cuales los primeros 2 son
muy cercanos a 3.000. Puede observarse también que otras moléculas que fueron
bien ponderadas en sus factores fisico-quimicos, en esta evaluacion no han sido
suficientemente exitosas, como 18978 con un CPLOGP de 1.922 y 12857 con un
CPLOG de -0.3364. El caso particular de 12857 ilustra cdmo, una molécula que
posee suficientes grupos polares, heteroatomos en si, como N y O, se convierte
en poco apta para ser tomada en cuenta como un candidato farmacofdrico, y esto
se debe precisamente al hecho de que, los mismos grupos N y O que le ayudan a
mejorar la energia de enlace enzima — ligando a través de enlaces mas polares,
tienen por consecuencia que esta misma polaridad la convierte la mayoria de
veces, en una molécula mas susceptible de ser hidrolizada, por ende modifica
drasticamente su valor de particién en Octanol/Agua (CLOGP), y se hace evidente
el delicado equilibrio que existe en la relacion estructural y actividad biolégica, que
se expresa por una relacion QSAR-ADME que debe comprenderse para obtener
un disefio éptimo de un candidato lider.

De esta manera, puede descartarse la molécula 12857 derivada de Calyxaminas,
mientras que la molécula 18978 parece tener dudosas propiedades fisicoquimicas
y dudosas propiedades farmacoforicas; 5082 hasta el momento es una de las
moléculas mejor ponderadas en todos los aspectos, mientras que otras como
7191 parecen poseer buenas caracteristicas farmacoforicas pero pobres
caracteristicas fisico-quimicas.
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CoMSIA

Especie | COMSIA CoMSIA CoMSIA CoMSIA CoMSIA ca VSR | DONADOR
STERICO | ELECTROSTATICO | HIDROPHOBICO | DONADOR | ACCEPTOR | o ESTERICOY Y

ACEPTOR
ACE_ACHE | 4.1093 37.746 1.2825 0 3.4012 37.8577 2.405
CALYX 5.5469 33.8638 5.8642 2.3242 3.3827 34.0902 3.3351
12857 7.7452 11.7863 3.2098 1.6081 7.0531 12.9965 5.2402
12947 7.4764 11.854 6.2792 0 2.6694 12.9794 1.8875
15477 7.821 11.6506 4.0591 0 43413 12.8966 3.0697
18866 7.6021 11.8807 5.4432 1.1574 5.0014 13.0402 3.7211
18978 7.6066 11.8624 5.9734 0 2.6694 13.0249 1.8875
4179 4.7805 11.8698 3.5312 0 3.4012 12.3417 2.405
5082 8.5647 11.8319 6.9042 0 2.6694 13.2917 1.8875
6392 7.6148 11.7711 6.4563 0 2.98 12.9442 2.1071
6549 8.0175 11.8372 6.5334 0 2.6694 13.1248 1.8875
7101 8.4855 11.8349 6.9308 0 3.4012 13.269 2.405
8095 6.4192 11.755 6.9603 0 3.975 12.6009 2.8107

Los valores CoMSIA establecen una constante comparativa entre el resto de los
miembros evaluados segun sea la caracteristica que se esta trabajando, de esta
manera los nimeros mas altos implican una potencia mas fuerte que los niameros
mas bajos para todas las columnas CoMSIA.

Cada una de estas columnas representa un analisis QSAR en funcion de las
propiedades Topoldgicas del compuesto, por lo que cada uno de estos puede ser
analizado individualmente segun su propio mapa topolégico de cada caracteristica
farmacoférica evaluada.

De esta manera, la columna estérica muestra a 5082 con un potencial hidrofébico
de 6.9042, al desplegar el campo QSAR para este compuesto es posible obtener
detalles de lo que el indice significa, en una forma grafica.
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GRAFICA No0.36 Potencial hidrofébico

Potencial hidrofobico calculado mediante QSAR para 5082. 5082 se muestra en
interaccion con una parte del sitio activo de la Acetilcolinesterasa, la cual esta
representada en un campo verde y azul, mientras que el campo de 5082 es de
color blanco y naranja. Las interacciones naranja son interacciones negativas,
mientras que los campos de color blanco son interacciones positivas.

GRAFICA No0.37 CoMSIA estérico de 4179:
El color amarillo significa interacciones NO favorables, las verde significan,
interacciones favorables.
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Potencial Estérico

12857 (77452 (7191 18.4855

El analisis topoldgico sobre estos cuatro compuestos muestra mucha semejanza
en el nivel de impedimento estérico que sufren los cuatros compuestos, esto es
principalmente producto de que este sitio activo se encuentra ubicado en el interior
de la enzima dentro de un canal estrecho, sin embargo, las mejores moléculas
evaluadas aqui han sido 5082 y 7191, ambas tienen una estructura muy
semejante basada en un anillo y una cadena alifatica larga, la cual permite una
gran flexibilidad conformacional para acomodar ala ligando.
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En esta grafica se puede observar con mejor detalle las interacciones estéricas
cercanas para el compuesto 5082,

Potencial Electrostatico

| 11.8349




En la gréfica anterior se presenta una comparacion en el andlisis grafico y de
valores del potencial electrostatico. Para los 4 mejores compuestos encontrados,
el potencial electrostatico es muy cercano. Este potencial se debe principalmente
al poder i6nico del grupo éster que estd presente en todos los compuestos. Es
posible observar que para 18978 y para 12857 el potencial cambia, debido la
interaccion ionica que encuentran sus miembros. El valor de interaccion positiva
mayor, esta reflejado por el mayor campo electrostatico positivo (azul) encontrado,
menos el total de campo electrostatico desfavorable (rojo). Por este motivo,
aunque el compuesto 12857 tiene mayor potencial electrostatico total su valor es
menor que el de 18978.

GRAFICA No0.38 Interacciones en electrostéaticas de 5082:

En esta gréfica pueden observarse las interacciones electrostaticas
representadas para la acetilcolinesterasa en un campo de Van der Waals ploteado
en toda su superficie. La escala del nivel electrostatico se aprecia en el lado
izquierdo de la grafica. Para la molécula 5082 es posible observar el campo
electrostatico de color azul.

El campo electrostatico de 5082 aqui mostrado es positivo, este se encuentra
principalmente formado por el grupo éster, el cual es el grupo base con el cual
trabaja la acetilcolinesterasa.
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Potencial Hidrofébico

12857 3.2098

El potencial hidrofobico es notablemente mejor para los compuestos 5082 y 7191
dado que el anillo triptéfano posee mejores interacciones de van der Waals
mientras que el grupo acetilo encuentra interacciones mas hidréfobas en el sitio
activo, esto es mas dificil en el caso de compuestos como 12857 debido a su
relativamente alta composicion en grupos polares, que le hacen dificil encajar
entre los grupos hidréfobos de la enzima. Sin embargo pueden observarse
claramente en esta grafica como 12857 posee buenas interacciones en su grupo
amino que esta incrustado dentro de un anillo pirrol.
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Donador

[1.6081

De los cuatro compuestos evaluados, Unicamente 12857 posee un hidrégeno
donador, que pertenece a la amina central del compuesto. Las interacciones que
posee son negativas, como lo muestra el campo magnético de color rojo. En
general, el valor potencial positivo de estas interacciones es muy bajo de cualquier
forma.
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Aceptor

muy Los cuatros compuestos poseen interacciones aceptoras de hidrégeno
principalmente por causa del grupo éster que tienen los 4 en comun, las
diferencias entre 5082, 18978 y 7191 radican béasicamente en los efectos
inductivos de la cadena carbonada de la molécula, es por esto que 7191 por tener
el grupo metilo en posicion beta es mas influyente y levemente mejora sus
interacciones aceptoras, mientras que 5082 posee el grupo en posicion gama, por
lo que su efecto electrénico inductivo serd menor, y es exactamente el mismo caso
del compuesto 18978.

12857 por otra parte posee varios heterodtomos que lo hacen mucho mas
electronegativo en general y por tanto es notablemente un mejor aceptor de
protones.

En conclusion el compuesto 5082, presenta las mejores caracteristicas
farmacoféricas generales, y ademas posee una de las mejores evaluaciones de
CLOGP encontradas. Ademas es destacable que en el compuesto 7191
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Comprobacion de Resultados
Docking de 5082

La molécula 5082 ha sido seleccionada como el mejor candidato de todos los
generados y evaluados en esta investigacion. Esta seleccion se ha basado en
todos los parametros previamente discutidos. Aungue todos son importantes,
probablemente los dos pardmetros que dan una idea mas inmediata de la calidad
del candidato escogido son CLOGP y la energia libre de enlace enzima ligando.
Donde se puede observar que 5082 posee caracteristicas intermedias entre las
Calyxaminas Ay B y la Acetilcolinesterasa.

De esta manera, el docking realizado con el programa Autodock 4.01 muestra, en
su grafica que los sitios activos de 5082 en la Acetilcolinesterasa no estan
dispersos, sino bien localizados. Estos focos de reactividad 5082-enzima estan
directamente relacionados con los sitios de enlace encontrados para la acetilcolina
y para la acetilcolinesterasa.

En la gréafica anterior, puede apreciarse tres puntos principales, de los cuales uno
es de mayor tamafio. EI de mayor tamario indica el mejor sitio activo de 5082 en la
acetilcolina, y es este sitio en base al cual fue disefiado precisamente 5082.

La cara opuesta de la enzima también presenta otras varias interacciones que

marcan otros sitios de reaccion para 5082, estos otros sitios también estan
relacionados con otros sitios encontrados para la acetilcolina.
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Tabla grafica de comparaciones entre los sitios activos para las moléculas activas

en Acetilcolinesterasa.

Acetilcolina

Calyxamina B
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Calyxamina A 5082

El andlisis de interacciones cercanas muestra que en efecto los grupos R
aminoacidicos cercanos a 5082 en el sitio activo principal son basicamente los
mismos que los encontrados para las otros compuestos, Calyxaminas y
Acetilcolina. De manera que es posible concluir que en cuanto a 5082 se refiere,
esta molécula desarrolla una actividad bioquimica Optima en su interaccion
acetilcolina-ligando

Puede verse en la grafica anterior, como el triptéfano encuentra interacciones de
van der Waals cercanas, mientras que grupos polares como el oxigeno presente
en la tirosina, y grupos fenilalanina hacen interacciones de puentes de hidrogeno
muy importantes para la correcta estabilidad de 5082 en el sitio activo
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Esto se confirma facilmente con la tabla de datos comparada para los valores de

Calyxaminas, Acetilcolina y 5082

Corrida No. A Unica | B Unica | Acetilcolina 5082
Rango 11 21 11 11
Energia de Enlace -7.59 -6.41 -3.47 -4.62
Constante de Inhibicion Kl 2.74uM | 20.14uM 2.84mM 407.97uM
Energia Intermolecular -7.89 -7.3 -4.67 -6.71
Energia Interna -0.12 -0.15 0.32 -0.07
Energia Torcional 0.3 0.89 1.19 2.09
Enegria Extendida de No 012 015 .0.32 .0.07
enlace
Media de la Raiz Cuadrada
(RMS) 0 0 0 0.0
RMS de Referencia 206.6 | 123.51 123.22 17.95
Eficiencia de Ligando -0.54 -0.46 -0.35 -0.29

En donde en la energia de enlace se puede observar directamente que el valor
esta en -1.000 Kcal/mol mejor ponderado que la Acetilcolina, lo cual presupone
que durante la competencia de actividad sustrato-enzima-compuesto, la enzima
seleccionara a 5082 con n poco mas de preferencia sobre la Acetilcolina en orden
de ganar mas estabilidad de enlace, sin embargo, al comparar 5082 con la
diferencia energética liberada por las Calyxaminas A y B que casi duplican el valor
de la Acetilcolina, se observa que en efecto la Calyxamina seria mucho mas afin
gue 5082 y que Acetilcolina a la Acetilcolinesterasa, de manera que, el hecho de
gue 5082 mantenga esta diferencia energética es favorable si se desea establecer
una relacion reversible enzima-ligando como lo hace la acetilcolina al ser
degradada por esta enzima, asegurando también que por la mejor afinidad de
5082 su unién se mantendra favorecida pero no sera permanente, encontrando de
esta manera un mejor equilibrio para 5082 entre la Calyxamina y la Acetilcolina,
por lo cual, la energia de enlace enzima ligando obtenida para el compuesto 5082
se puede considerar como 6ptima.

La constante de inhibicion, la cual esta relacionada al grado de impedimento
estérico que realiza el ligando en la enzima, hace ver que la union de 5082 en este
sitio activo efectivamente crea un notable obstaculo en la enzima, esto es 6ptimo
si se espera que 5082 haga mas lento el trabajo de la acetilcolina.

Por ultimo, otro parametro que vale la pena discutir es la eficiencia de ligando, la

cual estd en promedio bien ponderada al igual que los otros sustratos que se
pueden observar en esta lista.
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9. CONCLUSIONES

9.1 Se determinaron las caracteristicas bioquimicas de la Acetilcolinesterasa
en funcion de sus propiedades tedricas:
- Densidad de hidrogenos dadores.
- Densidad de hidrogenos aceptores.
- Relacion de la densidad entre hidrogenos dadores y aceptores.
- Potencial Lipofilico.
- Andlisis de la profundidad de cavidades y
- Potenciales electroquimicos basados en cargas de Gasteiger y
las relaciones de Poisson-Boltzman.

9.2 En base a estas propiedades determinadas fue posible encontrar una
serie de sitios activos presentes en la acetilcolinesterasa, cuya funcion es
hidrolizar la acetilcolinesterasa y los cuales estan de acuerdo con lo previamente
reportado experimental y tedrico en la literatura.

Los sitios activos presentes en la Acetilcolinesterasa para la Calyxamina A, para la
Calyxamina B y para la Acetilcolina, son virtualmente los mismos, existen
pequeiias diferencias entre los aminoacidos que poseen preferencia en la
interaccion entre las tres moléculas, pero basicamente se puede decir que estos
aminoacidos generalmente son

- Fenilalanina

- Triptofano

- Tirosina

Para el caso particular de la Acetilcolina, es posible proponer que una arginina
realiza el trabajo de ubicar en una correcta conformacion al sustrato, debido a que
durante los docking, se encontré la formacién de dos importantes puentes de
hidrogeno acetilcolina-enzima que eran coincidentes con una conformacion optima
que permite el acercamiento de varios grupos tirosina para promover
potencialmente la hidrélisis de la acetilcolina.

Existe un sitio activo principal en la acetilcolinesterasa, determinado por el
hallazgo recurrente de muy bajas energias de enlace liberadas para la interaccion
de todas las moléculas afines de sustrato-Acetilcolinesterasa que fueron
evaluadas en esta investigacion. Dicho sitio activo se ubica esencialmente
alrededor de la TYR337, con importantes interacciones aportadas por PHE298 y
PHE337. Existe aun un segundo sitio activo y un tercero muy importantes, pero el
principal se caracterizO por encontrar siempre las energias de enlace mas
destacadas para todos los docking realizados. Dicho sitio activo se encuentra en el
la parte central interna de la Acetilcolinesterasa y las moléculas acceden a él a
través de un canal que posee importantes atracciones electrostaticas que guian a
los compuestos a través del conducto. Los otros sitos activos son caracteristicos
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también por sus importantes interacciones electrostaticas, y su forma es mas
semejante a una ostra que se encuentra abierta.

9.3 Se han obtenido varios derivados que mejoraron la energia de enlace
desplegada por las Calyxaminas Ay B vy la Acetilcolina, dentro de ellos se puede
mencionar como los mas importantes disefiados, en base a los buenas
puntuaciones relativas a las constantes farmacoforicas estudiadas para cada uno:
7191, 5082, 18978 y 12857, de los cuales los primeros dos son isomeros, y 18978
guarda una estructura quimica muy cercana a estos dos. 12857 es diferente ya
que posee un anillo piridinico semejante al de Calyxaminas y su estructura
guimica es mas compleja, sin embargo, las propiedades farmacoforicas de este,
aunque fueron muy destacables, no superaron a los otros 3.

Se ha seleccionado a 5082 (3-metil-5-fenilpentilacetato) como el mejor candidato
lider encontrado en esta serie de compuestos disefiada, basandose en la
excelente calidad de sus propiedades farmacoféricas encontradas, dentro de ellas.

0]
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- Es mas afin a la Acetilcolinesterasa que la Acetilcolirﬁé, pero menos que las
Calyxaminas.

- Su CLogP es 2.98, siendo el CLogP ideal cercano a 5.00 se considera el
valor obtenido como bueno.

- Aunque su evaluacion fisicoquimica total es la 2da mejor en la lista, un
analisis detallado revela que en realidad este es el mejor compuesto.

- Posee excelente calidades hidréfobas.

- Su andlisis de hidrogenos dadores y aceptores lo ubica en 1.98 siendo uno
de los mejores compuestos obtenidos.

Po lo anterior se puede concluir que el compuesto 5082 cumple con la regla de
Lipinsky.

Se considera que quimicamente el compuesto 5082 posee una estructura quimica
facil de sintetizar ya que Unicamente esta constituido por un anillo aromético y una
cadena alifatica que termina en grupo éster. Ademas es posible decir que su
sintesis puede partir de compuestos econémicos y faciles de encontrar.

9.4 Se ha corroborado la eficiencia del enlace 5082-Acetilcolinesterasa
mediante la realizacién de un Docking, el cual ha demostrado que la afinidad de
este compuesto es superior a la de la Acetilcolina y menor que la de las
Calyxaminas.

La energia de enlace teorica de 5082-Acetilcolinesterasa es de -4.62 kcal/mol.
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10. RECOMENDACIONES

Es posible desarrollar mejoras sobre el compuesto seleccionado como derivado
Optimo en esta investigacion, dichas mejoras se recomiendan que sean de la
siguiente forma:

- Incrementar el peso molecular del compuesto.

- Incrementar la lipofilia del derivado.

- Incrementar paralelamente las caracteristicas donadoras y aceptoras.

Sin embargo, vale la pena hacer pruebas in vitro de 3-metil-5-fenilpentilacetato, en
virtud de que esta molécula se puede conseguir en el mercado a un costo
relativamente aceptable, o bien su sintesis es conocida y puede desarrollarse de
forma econdémica.

Dichas pruebas preclinicas, se recomienda que estén orientadas en funcion de:
Obtener estructuras cristalograficas del enlace de 5082-Acetilcolinesterasa por
medio de difraccién de rayos X para corroborar los datos tedricos aqui obtenidos.

Se recomienda comenzar simultdneamente el disefio de pruebas preclinicas para
estimar la toxicidad del compuesto y la actividad biologica real del mismo.
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12. ANEXOS

Para todas las evaluaciones evaluadas en las tablas de propiedades
farmacofdricas, se adjunta informacion para comprender la lectura de los valores.
Esta informacion es proporcionada por los desarrolladores del programa de
modelaje Molecular SYBYL de la compafiia Tripos.

Valores de las Funciones de Punteos

Los valores indican la afinidad de enlace al ligando como constantes de —log K.

Valores de Funciones Objetivo

Las Funciones Objetivo tienen una puntuacion maxima de 10.0. Cualquier
desviacion en cualquiera de los descriptores de funciones de punteo medida de
los valores derivados del resto del grupo de compuestos es substraidos del valor
maximo. Asi, el punteo resultante simplemente describe la caracteristica de los
ligados para la evaluacion ideal del grupo de compuestos. Aunque el autor postula
gue una puntuacion alta puede indicar un mejor compuesto, uno no puede derivar
ninguna medida directa del enlace de estos numeros.

Valores de Punteo Negativo

Los valores negativos de las puntuaciones obtenidas, se debe a que el programa
implementa una funcién de penalizacion por la distancia con el objeto de generar
compuestos que llenen el sitio activo. Esto evita que ligandos que apenas llenan
el sitio activo sean tomados en cuenta. Por lo que los ligandos deben llenar
oOptimamente un 66% de la distancia entre el enlace que se estad modificando y el
objetivo.

Compuestos con valores negativos se consideran pseudo hits. El programa no
descarta estos pseudo hits debido a que ellos proveen importantes datos acerca
de la complementariedad estérica y electrostatica. El programa usa esta
informacion para determinar heuristicamente (empiricamente) cuales grupos
quimicos a utilizar en la generacion siguiente.

Resultado de las Tablas de Evaluaciones Surflex Dock

La hoja de célculos mostrada posee la siguiente informacion

Punteo Total= La evaluacién total de Surflex Dock expresada como —logKd. La
evaluacion total incluye un valor de choque (Crash score).
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The columns contain the following information:

Valor de Choque = EIl grado de penetracion inapropiada por el ligando en la
proteina y de interpenetracién (auto choque) entre atomos ligandos que son
separados por enlaces rotables. Los valores de choque cercanos a 0 son
favorables. NUmeros negativos indican penetracion. Mientras mas pequefio sea el
valor de choque, mejor docking es desplegado como falso positivo. De cualquier
forma, esto puede descartar positivos verdaderos que encajan muy unidos en la
cavidad.

Polar = contribucion de el enlace de interacciones de hidrégenos no polares al
valor total. El valor total polar puede ser Gtil para excluir del docking resultados que
no hacen puentes de hidrégeno.

Punteo G: Esta funcion esta elaborada en base al trabajo del grupo de Willet (G.
Jones, P. Willett, R. Glen, A.R. Leach and R. Taylor, J. Mol. Biol., 1997, 267, 727)
y se basa en las energias de los puentes de hidrégeno, la energia del complejo
ligando-enzima y la energia interna del ligando utilizando la ecuacion

A B
Ecomplejo = z Z T‘_S _ﬁ

ligando enzima J) t
En donde 7;; es la distancia interatomica.

Ay B son obtenidas del campo de los parametros de fuerza calculado por Tripos
para cada tipo de atomo.

Todos los términos son limitados a [-0.5, 0.5] para prevenir &tomos en proximidad
cercana y sobrevalorar su calculo. Esto es menos drastico que el potencial comdn
entre 6-12 y favorece los contactos cercanos entre los restos hidrofobicos.

En otras palabras esta constante mide que tan bien esta encajado el ligando en el
sitio activo usando como referencia la distancia internuclear ligando-enzima.

Punteo D: Esta funcion de evaluacion esta basada en el trabajo de Kuntz y sus
colaboradores (I. D. Kuntz, J. M. Blaney, S. J. Oatley, R. Langridge, and T. E.
Ferrin, J. Mol. Biol., 1982,161, 269), y toma en cuenta solamente la carga y las
interacciones de van der Waals entre la proteina y el ligando.

A B qi9;
Dpunceo = ). ). <E_T_6+332'0Wij

ligando enzima ij )

115



Donde g; is la carga del atomo.
D es la constante dieléctrica.

Ay B son obtenidas de los parametros de campo de fuerza de Tripos para cada
tipo de atomo.

Las cargas son computadas por el método de Gasteiger Marili

Los términos de van der Waals es ignorado por causa de hidrogenos que enlazan
hidrogenos.

Todos los términos son limitados a [-0.5, 0.5] para prevenir atomos en la
proximidad de una sobrevaloracion de los calculos.

Punteo C: Consenso del punteo computado por el Docking y sus funciones de
evaluacion adicionales.

Punteo PMF

Esta funcidon de evaluacién esta basada en el trabajo de Muegge y Martin ([2] I.
Muegge and Y. C. Martin, J. Med. Chem., 1999, 42,791) , quienes han analizado
un gran set de complejos elaborados de Protein Data Bank y desarrollan un grupo
de energias libres de interaccibn de Helmholtz para pares atémicos proteina-
ligando (Potencial de Fuerza Media del inglés Potential of Mean Force PMF).

La ecuacion en la que se basa es la siguiente:

Ecomplejo = Z Z Aijrij

ligando enzima

Donde A;;r;;jes la contribucion de un par de atomos tipo iy j a la distancia ;.

Estas contribuciones fueron obtenidas de las funciones tabuladas PMF, y e
implicitamente tratan los varios efectos de entalpia, entropia y solvatacion.

Punteo Quimico: Esta funcion de evaluacion esta basada en el trabajo de
Eldridge, Murray, Auton, Polini y Mee (M. D. Eldridge, C. W. Murray, T. R. Auton,
G. V. Paolini, and R. P. Mee, J. Comp.-Aided Molec. Des., 1997, 11, 425-445) Este
incluye términos para el puente de hidrégeno, interacciones metal-ligando,
contacto Lipofilico y entropia rotacional, en conjunto con un término de intercepto.

Punteo Globlal C: Es el punteo consenso a través del set de datos completo
(Solamente calcula para evaluaciones multi Mol2)
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Los valores de las propiedades fisicoquimicas para cada atomo estan basados
sobre las siguientes fuentes:

Steric CoMSIA field: Est4 basado en las tablas de valores de Van der Waals
pertenecientes al programa y no pueden ser modificadas.

Electrostatic COMSIA fields: Utiliza las cargas calculadas para la molécula. Estos
valores son acezados a la vez que el campo es computado y asi puede ser
modificado por recalculo o directamente editando la carga.

Hydrogen bond donor and acceptor fields:

Para crear los campos aceptores y donadores, COMSIA crea primero atomos
pivote en sitios donadores y aceptores,. Cada uno de estos puntos es usado tanto
por el campo donador como por el aceptor. Cualquier sito puntual donador o
aceptor a 1.8 Armstrong de un atomo real en la molécula es ignorado en el campo
de calculo.

El campo aceptor contiene informacion acerca de donde los grupos donadores de
puentes de hidrégeno deben estar en el receptor.

El campo donador describe donde el grupo aceptor de puentes de hidrégeno debe
estar localizado en el receptor.
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