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“En las montarias de la verdad, nunca puedes escalar en vano: o llegaras a un punto mas alto
hoy, o entrenards tus poderes para poder escalar més alto mafiana. ”
-Friedrich Nietzsche-
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Resumen

La enfermedad de Alzheimer es la causa principal de demencia y preocupa por su acelerado
crecimiento, proyectandose a 113 millon de afectados para el afio 2050. Este trastorno impacta
significativamente las capacidades cognitivas, afectando la vida social y laboral de los individuos.
Los tres tratamientos actuales, limitados a tres farmacos: donepezilo, galantamina y rivastigmina;
enfrentan eventos adversos y multiples administraciones diarias, desafiando la adherencia del
paciente.

Este proyecto se enfoco en desarrollar inhibidores de acetilcolinesterasa mediante un enfoque in
silico. Primero se identificaron las caracteristicas farmacoféricas de estos inhibidores para llevar a
cabo una busqueda de moléculas que cumplieran con éstas en la base de datos ZINC 12. Las
moléculas obtenidas se sometieron a un cribado virtual, donde més del 70% mostrd una energia de
afinidad inferior a la del donepezilo. Luego se evaluaron las propiedades farmacocinéticas de las
moléculas mejor puntuadas y se seleccionaron las dos mas prometedoras. A partir de estas, se
propusieron siete analogos optimizados que tuvieran mayor afinidad por el receptor con
caracteristicas toxicoldgicas y farmacocinéticas favorables.

Palabras clave: Enfermedad de Alzheimer, acetilcolinesterasa, docking molecular, cribado
virtual, farmacaforo.
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Abstract

Alzheimer’s disease is the principal cause of dementia rising concern due to its escalating
prevalence, with projections indicating 113 million affected individuals by 2050. This disease
affects cognitive capacities that damage the social and work life of individuals. Nowadays there
are three available pharmacological treatments (donepezil, galantamine, and rivastigmine) that
carry various adverse effects and multiple doses a day which represent a challenge to the adherence
to this treatment.

The aim of this project is to develop acetylcholinesterase inhibitors from a in silico approach. First,
the characteristics of the pharmacophore were identified to then perform a research of molecules
that satisfied these characteristics in the database ZINC 12. The obtained molecules were put
through a virtual screening in which more than 70% showed a smaller affinity energy than
donepezil. Pharmacokinetic properties were then evaluated in the molecules with higher scores,
from which the two most promising ones were selected. From these, seven optimized analogues
were proposed so that they presented greater affinity for the receptor with favorable toxicological
and pharmacokinetic characteristics.

Keywords: Alzehimer’s disease, acetylcholinesterase, molecular docking, virtual screening,
pharmacophore.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo general

Desarrollar nuevos heterociclos inhibidores de acetilcolinesterasa con potencial actividad bioldgica
sobre el sistema nervioso central desde una metodologia de disefio racional asistido por
computador, teniendo en cuenta la determinacion de propiedades ADMET, cribado virtual y
acoplamiento molecular.

1.1.1 Objetivos especificos

e Reuvisar los antecedentes en la literatura sobre el uso de la acetilcolinesterasa como blanco
molecular en el disefio de compuestos con actividad bioldgica sobre el sistema nervioso
central.

e Establecer el estado del arte con respecto a los inhibidores de acetilcolinesterasa, su
estructura quimica y su aplicacion en el tratamiento de afecciones del sistema nervioso
central.

e Realizar estudios de acoplamiento molecular (docking) de los candidatos preseleccionados
empleando herramientas computacionales.

e Determinar propiedades ADMET vy optimizar estructuras para llevar a cabo una
preseleccién de prototipos moleculares méas promisorios y candidatos a continuar el estudio.
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2 INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden neurodegenerativo que esta caracterizado por la
presencia neuronal de placas de P-amiloide (AP) extracelulares, y ovillos neurofibrilares
intracelulares de la proteina tau. La presentacion mas frecuente de la enfermedad de Alzheimer es
el deterioro cognitivo asociado con amnesia, no obstante, también es posible, aunque menos
frecuente, que se presente sin esta (1).

La epidemiologia de la EA guarda una estrecha correlacion con la demencia, dado que la EA
constituye la principal etiologia de este trastorno cognitivo. Se espera que la prevalencia de la
demencia por cualquier causa aumente de 50 millones de personas en 2010 a 113 millones en 2050
en todo el mundo, este aumento esta estrechamente relacionado con una mayor esperanza de vida
en paises de ingresos medios-altos y altos (1). Este incremento acelerado plantea un desafio
considerable para los sistemas de salud, lo que subraya la necesidad urgente de encontrar
tratamientos mas efectivos para aliviar la carga social y mejorar la calidad de vida de los pacientes.

Hasta la fecha, las aproximaciones farmacoldgicas para el tratamiento de la EA se limitan a unos
pocos inhibidores de acetilcolinesterasa (AChEi) y un agonista del receptor NMDA. Sin embrago
el desarrollo de nuevos medicamentos ha resultado ser un reto complejo, pues los esfuerzos por
desarrollar nuevas terapias no han resultados exitosos. Un claro ejemplo es el esfuerzo por
desarrollar medicamentos anti-Ap, que en un principio parecen prometedores, sin embargo, no
demuestran ningun efecto positivo en ensayos clinicos. A pesar de que existen otros trabajos
enfocados en el desarrollo de nuevas terapias, como medicamentos dirigidos a disminuir la
acumulacion de la proteina tau, persiste la necesidad de desarrollar nuevos inhibidores de
acetilcolinesterasa que superen las limitaciones actuales en términos de seguridad y eficacia
terapéutica.

En este escenario, el presente proyecto se centra en el disefio y evaluacion in silico de nuevos
inhibidores de acetilcolinesterasa, utilizando la informacion disponible en la literatura sobre el
receptor, herramientas de cribado virtual basadas en propiedades ADMET y docking molecular.
Con el proposito de proponer leads con un buen perfil de seguridad, capaces de continuar en el
proceso de desarrollo.
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3 MARCO TEORICO

3.1 Descubrimiento de farmacos en la historia
Indagar en la historia del descubrimiento de farmacos es hacerlo en la propia historia de la

humanidad, la civilizacion, y por supuesto, la ciencia. La naturaleza curiosa, observadora y
metodica del hombre permitié en un principio encontrar en la naturaleza fuente de comida,
identificar productos venenosos y también medicinas.

Es ampliamente reconocido que las primeras civilizaciones mantenian una estrecha relacién entre
el conocimiento médico-curativo y sus costumbres religiosas, esto implicaba que no todas las
personas tenian acceso a él, y en la mayoria de las ocasiones se transmitia por tradicion oral de una
generacion a otra. Una de las escasas muestras escritas de este conocimiento son los papiros de
Ebers y de Smith, son documentos del antiguo Egipto cuya informacion se puede considerar como
la primera farmacopea de la historia (2, 3).

El desarrollo del pensamiento humano en la antigua Grecia también influyo en el concepto de la
salud y enfermedad de la época, pues creian que los medicamentos devolvian el balance de los
humores corporales que se perdia cuando se presentaba la enfermedad. Otras grandes civilizaciones
como la hindu y la china, también aportaron al crecimiento de la fitoterapia con tratados médicos
como la medicina Ayurveda, entre otras.

En los siglos siguientes la fitoterapia fue el principal camino para el tratamiento de enfermedades,
hasta principios del siglo X1X, donde la capacidad técnica-cientifica permitié extraer de las plantas
los primeros farmacos, la primera de ellas fue la morfina, extraida del opio por Serturner en 1817.
Tan importante fue el aislamiento de los principios activos de las plantas, que la incipiente industria
farmacéutica del momento se volcd en busca de nuevas moléculas, muchas de las cuales adn las
seguimos utilizando como medicamento.

A finales del siglo XX el interés por los compuestos activos de plantas decayd, pues los tediosos
métodos de extraccion y la dificultad para hallar compuestos con actividad entorpecia el proceso
de descubrimiento y desarrollo de nuevas moléculas, esto impulsé el desarrollo de métodos que
facilitaron la investigacion y el desarrollo de nuevos farmacos (2).

3.2 Disefo de farmacos asistido por computador
El proceso de investigacion y desarrollo (I&D) tradicional de nuevos farmacos, fundamenta su

enfoque en filtrar de forma iterativa en busca de moléculas activas que cumplan caracteristicas
especificas de cada fase de investigacion. Naturalmente, esta basqueda esta ligada a la seguridad y
eficacia en el paciente, por lo que el primer filtro busca encontrar moléculas activas frente a una
diana molecular; el segundo, moléculas seguras y eficaces en animales, y el tercero lo hace en
humanos. Segun estadisticas de la industria farmacéutica se pueden sintetizar y probar alrededor
de 10000 compuestos, solo 100 superan las pruebas de seguridad y eficacia, de los cuales solo 10
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llegan a ser probados en humanos, con una alta probabilidad de que ninguno llegue al mercado. Es
un proceso complicado y costoso que aproximadamente toma alrededor de 10 afios (4).

Debido a los altos costos y el tiempo de desarrollo que son necesarios en el enfoque de 1&D
tradicional, el disefio de farmacos asistido por computador (DFAC) ofrece una ruta que disminuye
el tiempo y la inversion de desarrollo, aumentando la probabilidad de éxito.

Si la comprension de una patologia es tal, que se puede entender lo que sucede a nivel molecular,
entonces es posible disefiar moléculas que interactden con una diana involucrada en el mecanismo
de la enfermedad. Es aqui donde el surgimiento de técnicas como la cristalografia de rayos X,
resonancia magneética nuclear y técnicas de purificacion de alto rendimiento abren la puerta al
DFAC, pues la informacion que proveen es capaz de dar un entendimiento sobre mecanismos
moleculares y como los ligandos ejercen su actividad en una ruta especifica (4, 5).

Segun la calidad de la informacion disponible sobre la diana, el investigador puede seleccionar
entre una u otra técnica de DFAC (Figura 1). Si se desconoce la estructura de la diana se puede
recurrir a métodos de disefio basados en ligandos; pero si se conoce la estructura se puede usar el
docking molecular, aprovechando la estructura tridimensional de la diana.

Disefio de Farmacos Asistido por

Computador (DFAC)
Disefio de Farmacos Basados Disefio de Farmacos Basados
en Estructura (DFBE) ' en el Ligando (DFBL)
Simulacion de Dinamica
i ‘ Molecular * }

Docking Molecular Docking Inverso I [ QSAR ] Similitud Quimica

Y

Screening Virtual

\J v

Basado en

Basado en Estructura Farmacoforo/Ligando

Figura 1. Disefio de farmacos asistido por computador.
Adaptado de (4).

3.3 Docking molecular

Desde la primera aproximacion al docking molecular, publicada en 1982 por Kuntz y su equipo
(6), el docking se ha convertido en el método de disefio de farmacos basados en estructura (DFBE)
méas ampliamente usado (7). El objetivo del docking es predecir el mejor complejo ligando-
receptor, generando una serie de poses del ligando dentro del sitio de unién o sitio activo del blanco
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molecular (4, 7, 8). Inicialmente el docking fue disefiado para realizarse entre una molécula
pequefia y una proteina, pero actualmente ha aumentado el interés por desarrollar paquetes de
software capaces de realizarlo entre proteina-proteina, ADN/ARN-ligando y ADN/ARN-proteina-
ligando (7). Las aplicaciones del docking molecular en la I1&D de nuevos farmacos es variada, pues
este es Util en estudios de estructura actividad, optimizacion e identificacion de leads.

El docking molecular consta principalmente de dos grandes etapas: Un algoritmo de muestreo, que
busca las orientaciones del ligando energéticamente mas favorables dentro del sitio activo y una
evaluacion de la calidad de cada pose por medio de una funcién de puntuacion (4, 7, 8).

3.3.1 Algoritmo de muestreo
Aungue pueda parecer sencillo, el muestreo no es tarea trivial debido a los numerosos grados de

libertad presentes tanto en el ligando como en la proteina. Esto, a su vez, determina las multiples
conformaciones posibles del complejo ligando-receptor, las cuales resultan ser inmensas. Por
consiguiente, la identificacion de todas ellas plantea un desafio computacional que supera la
capacidad tecnoldgica actual.
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Figura 2. Enfoque del docking rigido:

A. Proteina y ligando. B. Se afiaden puntos a la proteina y ligando que describen sus
caracteristicas quimicas. C. El algoritmo intenta emparejar donantes con aceptores y regiones
hidréfobas con porciones hidrofobas. D. El algoritmo encuentra una posible solucion. Adaptado
de (7)

Los primeros algoritmos trataban de simplificar el problema al considerar a la proteina y al ligando
como cuerpos rigidos, reduciendo asi el problema a solo seis grados de libertad. Esta aproximacion,
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conocida actualmente como docking rigido, se ha mantenido en algunos softwares famosos, tal es
el caso de DOCK (6). DOCK representa el sitio de union de la proteina y al ligando como un
conjunto de esferas de tamafio variable que busca superponer en funcion de la complementariedad
geométrica y quimica (Figura 2). Versiones mas recientes de DOCK, tienen en cuenta la
flexibilidad del ligando generando un numero de conformaciones al azar, que es multiplo de los
enlaces giratorios del ligando (4, 9).

La imposibilidad de muestrear la flexibilidad del ligando hace que el enfoque de docking rigido
tenga una efectividad limitada, ya que la conformacién 6ptima de un ligando depende de su energia
interna minima y de las interacciones que forma con el sitio de union. Esto tiene especial
importancia en el docking con fines predictivos, pues es conocido que un ligando puede tener una
conformacién diferente cuando se encuentra libre y otra cuando se encuentra unido a una proteina.

Para superar las limitaciones del docking rigido, se comenz6 a considerar la flexibilidad del ligando
mientras se limita la flexibilidad a una pequefia parte del receptor (por ejemplo, solo el sitio de
unién) o considerandolo totalmente flexible (docking flexible) (7, 9). No obstante, la consideracion
de un receptor completamente flexible conlleva un costo computacional considerable. Por lo tanto,
una aproximacién que permite un balance adecuado entre tiempo de computacion y precision es
aquella que considera solo al receptor como un cuerpo totalmente rigido (docking semiflexible)
(9). La mayoria de softwares de docking emplean el enfoque semiflexible, algunos de los mas
reconocidos son AutoDock y FlexX. Los algoritmos basados en el enfoque de semiflexibilidad se
pueden clasificar como sistematico o estocastico.

3.3.1.1 Métodos sistematicos
Estos métodos muestrean el espacio de busqueda a intervalos predefinidos, estos se clasifican en

métodos exhaustivos, de fragmentacion y conjuntos conformacionales.

Los métodos exhaustivos se rotan todos los enlaces giratorios dentro del intervalo definido, esto lo
convierte en un problema combinatorio, en consecuencia, se deben establecer restricciones o
criterios de finalizacion para evitar que ocurra una explosion combinatoria. También, es posible
restringir estos enfoques a moléculas pequefias que no demanden un alto poder de célculo. Glide
es uno de los softwares que usa un método de blsqueda exhaustiva como algoritmo de muestreo
(7, 9).

El método de fragmentacion fue propuesto en 1986 (10), cuya implementacion permite simular la
flexibilidad del ligando de forma parcial, pues se debe fragmentar el ligando, acoplar cada
fragmento como una entidad rigida en el sitio de unidn y posteriormente unir covalentemente cada
fragmento (9). Existe una variacion conocida como construccion incremental, que acopla primero
un fragmento y a partir de este se adjuntan sucesivamente los demas, generalmente el primer
fragmento se acopla buscando la mejor interaccion con el receptor, es decir, puentes de hidrogeno

(7).
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Otra forma de simular la flexibilidad del ligando, conocido con el nombre de conjuntos
conformacionales, es generando un conjunto de conformaciones previo al proceso de acoplamiento
en el sitio de unién, este proceso de acoplamiento sigue una dindmica de docking rigido, por lo que
la dificultad radica en las técnicas para generar el conjunto de conformaciones; otra limitacion es
que el conjunto de conformaciones puede no incluir la conformacion activa del ligando (7, 9).

3.3.1.2 Meétodos estocasticos
A diferencia de los métodos sistematicos, los estocasticos no siguen una secuencia de blsqueda,

en cambio muestrean el espacio conformacional con pardmetros producto del azar, y
posteriormente un parametro del algoritmo decide si acepta o rechaza la conformacion encontrada.
Esto permite que sean mucho mas veloces, pero no aseguran una busqueda completa, lo que
significa que pueden pasar por alto la conformacién real. Una forma de solucionar esta desventaja
es aumentando el nimero de iteraciones del algoritmo.

Algunos de los métodos estocasticos mas famosos son aquellos que estan basados en el algoritmo
de Monte Carlo, que afiaden un criterio de aceptacion para cada pose generada. Cada vez que se
lleva a cabo una iteracion del algoritmo, este genera al azar un cambio en los grados de libertad del
ligando y evalUa la energia de union de la pose, si esta pose tiene una energia peor a la pose con la
que compara, la pose generada se descarta, pero si es mejor se conserva hasta encontrar otra pose
con mejor energia de unién. Softwares como AutoDock y AutoDock Vina poseen este tipo de
métodos de busqueda implementados (7, 9).

Los algoritmos evolutivos se basan en la idea de la evolucién bioldgica, y toman conceptos como
gen, mutacion, cromosoma y cruce. Los grados de libertad del ligando se codifica en genes, por lo
que cada conformacion del ligando se considera un cromosoma que es puntuado, las mutaciones y
los cruces ocurren en una poblaciéon de cromosomas, por lo que aquellos con mayor puntuacion
son los que sobreviven. AutoDock también ofrece algoritmos genéticos para realizar la etapa de
muestreo (8).

3.3.2 Funcion de puntuacion
El objetivo de la funcion de puntuacion es distinguir de forma rapida entre poses adecuadas e

inapropiadas, 0 moléculas inactivas y activas (4). Estas funciones son aproximaciones matematicas
y debido a esto, se deben tener en cuenta cuatro parametros a la hora de evaluar la confiabilidad de
dicha funcion: el poder de puntuacion, se refiere a la capacidad de producir puntuaciones que se
correlacionan con los datos experimentales de afinidad; el poder de clasificacion, es la habilidad
para categorizar de manera precisa un conjunto especifico de ligandos que se unen a un receptor,
de acuerdo a sus afinidades de union, cuando se conocen las poses de union; poder de acoplamiento,
la capacidad de identificar la postura activa, cuando se han generado poses sefiuelo inactivas; poder
de deteccion, es la habilidad de detectar las moléculas activas frente a un ligando de entre una
biblioteca de moléculas aleatorias. Idealmente una funcién de puntuacion debe ser buena en todos
estos parametros, pero en la realidad las funciones de puntuacion son capaces de cumplir solo uno
dos (7).
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Las funciones de puntuacion se pueden clasificar en dos grandes grupos, las funciones de
puntuacion clasicas y las funciones de puntuacion basadas en machine learning. Dentro de las
funciones clasicas se encuentran las funciones basadas en propiedades fisicas, empiricas y basadas
en el conocimiento. Todas las funciones clasicas se basan en la premisa de que la energia libre del
complejo ligando-receptor se puede expresar como la suma de todas las contribuciones de energia
libre (7).

Las funciones de puntuacién basadas en propiedades fisicas calculan la energia de enlace sumando
los estiramientos del ligando, flexion de angulos y torsion de angulos del ligando mas las
interacciones de Van der Waals, fuerzas electrostaticas y puentes de hidrégeno. La principal
limitacion de estas funciones es la dificultad de considerar al solvente en la unién del ligando.
AutoDock es un software que usa este tipo de funcion de puntuacion (7).

Las funciones empiricas, usan un enfoque mas sencillo que las hace mas veloces. Estas consideran
los factores energéticos involucrados en la unién ligando-receptor, como los puentes de hidrégeno,
los efectos hidrofobicos, las interacciones estéricas, entre otros. Cada factor se multiplica por un
coeficiente derivado de un analisis de regresion lineal aplicado a conjuntos de entrenamiento
ligando-receptor con afinidades de union conocidas. Estas funciones son tan limitadas como lo
sean los datos de entrenamiento utilizados para generar el modelo. La funcion de puntuacion de
Glide es una funcion empirica (8).

Las funciones basadas en el conocimiento, se sustentan en la idea estadistica de que las
interacciones ligando-receptor mas frecuentes se correlacionan con las més favorables. A partir de
bases de datos de estructuras cristalinas, las frecuencias de contacto entre los pares de atomos
ligando-receptor se calculan y se convierten en componentes energéticos. Cuando se evalGa una
pose, se suman aquellas contribuciones energéticas que se presentan en el complejo ligando-
receptor (8).

3.4 Modelamiento farmacoforico
La IUPAC define a un farmacoforo como “un conjunto de caracteristicas estéricas y electronicas

gue son necesarias para garantizar las interacciones supramoleculares optimas con una estructura
objetivo bioldgica especifica y para desencadenar (o bloquear) su respuesta bioldgica” (11). En
consecuencia, un farmacéforo no se debe entender como una molécula real o un conjunto de grupos
funcionales, por el contrario, su interpretacion esta ligada a una representacion abstracta que refleja
la capacidad de interaccién de una molécula con su diana bioldgica (12, 13). En otras palabras, el
farmacdforo puede ser entendido como las caracteristicas comunes mas ampliamente compartidas
entre un conjunto de moléculas bioactivas (12).

Los farmacdéforos son formas sencillas y Gtiles que describen la ubicacion espacial y la naturaleza
de los grupos funcionales involucrados en la interaccion ligando-receptor. Por lo general dichas
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caracteristicas son representadas con un conjunto predeterminado de figuras geométricas y
vectores. Esta simplificacion de la estructura molecular tiene especial utilidad en el desarrollo de
nuevas moléculas activas y en la prediccion de su actividad (13).

3.4.1 Cribado virtual
La aplicacion més interesante de los farmacoforos es su uso para encontrar nuevas moléculas

bioactivas mediante la busqueda en grandes bases de datos (12). Son usados como filtros de
busqueda de moléculas con un conjunto de propiedades estereoelectrénicas deseadas. A pesar de
que existen métodos de busqueda bidimensional basada en subestructuras moleculares, en muchos
casos esta busqueda arroja compuestos muy similares a los de partida. Sin embargo, la basqueda
con farmaco6foros permite una diversidad quimica mayor, pues lo Unico que se desea es hacer
coincidir espacialmente las caracteristicas estereoelectronicas descritas por el farmacdéforo con las
moléculas de la base de datos (13). Lo anterior asegura que las moléculas resultantes posean las
caracteristicas del farmacoforo y en consecuencia una alta probabilidad de poseer actividad.

3.5 Enfermedad de Alzheimer
El termino demencia se utilizé por primera vez en el afio 600 d.C. por San Isidoro, obispo de

Sevilla. La palabra deriva del latin y esta conformada por el prefijo “de”, que significa perdida o
privacion; la raiz “ment”, que significa mente; y el sufijo “ia” que indica un estado. Por lo tanto, la
demencia es un estado donde hay perdida de la lucidez mental (14).

Hoy en dia, caracterizamos la demencia como una disminucion adquirida en las capacidades
cognitivas en diferentes esferas del funcionamiento mental, que es lo bastante severa como para
afectar el desempefio social y laboral. Dada la amplia definicion de demencia, no representa una
Unica patologia, sino més bien un conjunto de trastornos, siendo la EA su principal representante.
Otras enfermedades del grupo de la demencia que son frecuentes, son la enfermedad de cuerpos de
Lewy y la demencia frontotemporal (15).

La EA, nombrada asi en honor al psiquiatra Alois Alzheimer, es una enfermedad neurodegenerativa
que progresa lentamente, caracterizada por la aparicion de acumulos del AP en el espacio
extracelular (placas seniles) y fibras retorcidas de proteina tau dentro de la neurona (ovillos
neurofibrilares). Estos cambios celulares ocurren Unicamente en areas especificas del cerebro:
I6bulo temporal medial y estructuras neocorticales. El primer paciente identificado de la EA sufri6
acumulacion de placas amiloides, muerte masiva de neuronas, pérdida de memoria y cambios de
personalidad antes de morir (16).

Existen dos tipos de evidencia clara sobre el desarrollo de la EA, que ademas se relacionan con la
aparicion de los sintomas. La primera de ellas es la aparicion de lesiones positivas, que consiste en
la acumulacion de AB, proteina tau, neuritas distroficas y otras lesiones neuronales encontradas en
los cerebros de pacientes de la EA. En segundo lugar, se encuentran las lesiones negativas, que se
caracteriza por una gran atrofia cerebral, asociada a la perdida neuronal y sinaptica (16).
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3.5.1 Placas seniles
Son depositos extracelulares de AP con diferentes morfologias, incluyendo placas difusas,

compactas, centrales clasicas (17). La formacién de placas seniles se lleva a cabo por la
intervencion de las enzimas f-secretasa y y-secretasa. Estas enzimas generan fragmentos de 43 a
51 aminoacidos, a partir de la proteina precursora de amiloide transmembrana (APP), que se
transforman en las formas finales AB40 y AB42. El AP se puede agregar con otros mondmeros de
AP formando fibrillas grandes e insolubles, o incluso oligomeros solubles. La acumulacion de
placas de AP en areas como el hipocampo y la corteza cerebral desencadena respuestas en la glia
y dafios neuronales, lo que contribuye al deterioro cognitivo de la EA (16).

3.5.2 Enredos neurofibrilares
Consisten en filamentos anormales e hiperfosforilados de proteina tau, que pueden enrollarse entre

si para formar filamentos helicoidales que se acumulan en el citoplasma, axones y dendritas, lo que
provoca una pérdida de microtubulos del citoesqueleto, conduciendo a una pérdida de funcién
celular (16).

3.5.3 Perdida sinaptica
El dafio en la neocorteza y sistema limbico, conduce a la pérdida de memoria y es posible

observarlo en las primeras fases de la EA. La pérdida sinaptica se asocia a defectos en el transporte
axonal, dano mitocondrial, estrés oxidativo y la acumulacion de AP y proteina tau en sitios
sinapticos. Todos estos procesos conducen a una distrofia axonal y una pérdida de espinas
dendriticas (16), causando el aislamiento neuronal y en Gltima instancia la muerte celular.

3.5.4 Hipotesis colinérgica

Se conoce que la ACh participa en procesos fisiolégicos como la memoria, la atencién, la
informacion sensorial, el aprendizaje, entre otras. Se ha observado que en la EA se produce
degeneracion en las neuronas colinérgicas lo que provoca la disminucion en las capacidades
cognitivas y la memoria. La hipdtesis colinérgica sostiene que los signos de la EA estan vinculados
a una disminucidn de la neurotransmision colinérgica.

Esta hipdtesis se basa en el hecho de que se ha relacionado la perdida sinaptica colinérgica con la
formacion de fibrillas AB, ademés de la interaccion de estos acimulos con la acetilcolinesterasa.
Otros factores que apoyan la hipdtesis es la disminucion de receptores nicotinicos y muscarinicos
en las terminales colinérgicas presinapticas en etapas avanzadas de la enfermedad. Mientras que
otras observaciones que apoyan la hipotesis, es la de los antagonistas colinérgicos, como la
escopolamina, que inducen amnesia (16).

3.6 Acetilcolinesterasa
La acetilcolinesterasa (AChE) es una enzima colinérgica encargada de terminar la trasmision

neuronal y la sefializacion entre sinapsis para prevenir la dispersion de ACh y la activacién de
receptores cercanos. La AChE es una enzima que puede existir como monoémero, aunque a menudo
se polimeriza formando un dimero unido por un enlace disulfuro y fuerzas de Van der Waals, dos
dimeros pueden unirse para formar tetrdmeros, por su parte los tetrdmeros son capaces de unirse a
estructuras denominadas “colas” que estan compuestas por tres hebras que son quimicamente

21



D.A. Silva-Valero. 2023. Disefio basado en el receptor, cribado virtual y estudios de docking molecular de
nuevos inhibidores de acetilcolinesterasa humana con potencial aplicacion terapéutica

similares al colageno. En resumen, la AChE se puede encontrar de dos grandes formas: globular
(mondmero, dimero, tetrdmero) o asimétrica (un tetrdmero, dos tetrdmeros o tres tetrameros) (18),
como se observa en la figura 3.
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Figura 3. Formas de la acetilcolinesterasa:
La forma globular de la AChE se etiqueta con “G”, mientras que la forma asimétrica con una
“A”. Ademads, se aniade un nimero a la etiqueta que permite conocer la cantidad de monémeros
que conforman cada estructura cuaternaria, asi pues, para la forma globular tetramérica se da

la etiqueta “Gs4”, mientras que para la asimétrica con dos tetrameros se da la etiqueta “Ag”.
Tomado de (19).

La AChE cuenta con un sitio activo en forma de “garganta angosta” cuya profundidad es de
aproximadamente 20 A, en el fondo de este se encuentra el bolsillo catalitico, que a su vez esta
conformado por el subsitio estearico y el subsitio aniénico o aroméatico, como se muestra en la
figura 4. EIl subsitio estearico se encarga de la hidrolisis del éster y esta conformado por tres
aminoacidos: Ser 203, His 447 y Glu 334 (20); la reaccidn de hidrolisis se lleva a cabo gracias al
ataque del hidroxilo de la serina al carbonilo de la ACh eliminando asi la colina, la histidina permite
la transferencia de un proton entre las moléculas de oxigeno de la serina como de la ACh, mientras
que el glutamato ayuda a estabilizar a la histidina, en otras palabras la reaccion se puede ver como
un ciclo de acilacion desacilacion, donde una molécula de agua interviene para permitir la
liberacién de acido acético y una serina con poder catalitico (18).

El subsitio aniénico esta conformado por dos aminoacidos: Tyr 337 y Trp 86, su funcion es
posicionar el sustrato para la catalisis por medio de interacciones cation-z, se cree que estos dos
aminoacidos son fundamentales para la selectividad de la enzima por lo cual son de vital
importancia en el desarrollo de nuevos inhibidores (20, 21).
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Fuera del bolsillo catalitico existen otro sitio que destaca por su importancia en la funcion
enzimatica, se trata del sitio aromatico periférico (SAP), se encuentra ubicado en el borde de la
garganta y se compone por Tyr 72 y Trp 286, ambos aminoacidos de caracter aromatico juegan el
papel de dirigir hacia dentro de la garganta los sustratos. Simulaciones de dinamica molecular han
mostrado la importancia de las interacciones cation-t que forma el SAP con el sustrato para
estabilizarlo antes de entrar al fondo de la garganta (20, 21).

Figura 4. Representacion del sitio activo de la enzima AChE.
La superficie del sitio activo describe forma de garganta angosta de aproximadamente 20 A, se
observa la superficie del sitio en azul. En la parte superior de la imagen se encuentra la boca de
la garganta o la entrada al sitio activo, en la parte inferior se encuentra el subsitio estearico. En
rojo destacan los aminoacidos pertenecientes al subsitio estearico, en naranja los aminoacidos
del subsitio aniénico y en verde los aminoacidos del SAP.
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4 ESTADO DEL ARTE

4.1 Inhibidores de acetilcolinesterasa
Desde los afos 70’s se observé que la EA se caracteriza por la pérdida de neuronas colinérgicas.

De aqui nace la hipo6tesis colinérgica de la enfermedad, es un razonamiento simple: si en la EA hay
perdida de la neurotransmision colinérgica, el aumento de esta podria disminuir las manifestaciones
sintomaticas de la enfermedad.

La ACh se degrada por dos enzimas la AChE y la butirilcolinesterasa (BuChE). La BUChE es una
esterasa que se encarga de la hidrolisis de ésteres exdgenos de acido carboxilico y acido fosférico,
se encuentra principalmente en higado y pulmén, a diferencia de la AChE cuya distribucion
principal es en musculo esquelético y cerebro (22), por un tiempo se denominé a la BUChE como
“pseudocolinesterasa” por su distribucion y funcion ambigua en el organismo. BuChE tiene una
concentracion plasméatica mucho mayor que AChE, se encuentra en una gran variedad de
vertebrados y tolera muchas mas mutaciones, lo que llevo a pensar que evoluciono a partir de AChE
para trabajar como un desintoxicante general (21). Los inhibidores de acetilcolinesterasas se
clasifican en inespecificos cuando inhiben AChE, BUChE vy otras colinesterasas, y son especificos
cuando solo inhiben AChE.

En la historia solo han existido solo cuatro farmacos comercializados para el tratamiento
sintomatico de la EA, cuyo mecanismo de accion consiste en la inhibicion de AChE, estos son la
tacrina, el donepezilo, la galantamina y la rivastigmina (Figura 5).
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Figura 5. Estructura de los farmacos inhibidores de AChE usados en terapéutica.
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4.1.1 Tacrina
La tacrina se desarrollé como un antibacteriano, pero su capacidad bactericida resulto ser débil, en

cambio mostro ser un estimulante respiratorio en animales sedados con morfina. Resulto ser un
potente inhibidor de AChE con una Clso = 125 nM, es 100 veces mas afin por BUChE que por
AChE, ademas también es capaz de aumentar la concentracion de ACh en el espacio sinaptico por
inhibicién de los receptores presindpticos My, y la inhibicion de ambas isoformas de MAO. La
tacrina fue el primer inhibidor de AChE lanzado al mercado para el tratamiento de la EA, durante
los dos siguientes afios después del comienzo de la comercializacion se evaluaron los efectos
clinicos de esta en mas de 190 mil pacientes, encontrando que el desempefio cognitivo no fue
estadisticamente diferente frente al placebo. Ademas, se observé que la tacrina tenia fuertes efectos
colinérgicos secundarios, el 29% de los pacientes presentaron aumento de 3 veces el valor normal
de la alanina aminotransferasa, 28% nauseas y vomito, 14% diarrea, 9% dispepsia 0 anorexia, 7,5%
mialgias. La administracion de la tacrina era de cuatro veces al dia, lo que aumentaba los efectos
secundarios, sumado a esto esta su hepatotoxicidad que hizo que en 2013 fuera retirada del mercado
(23).

4.1.2 Donepezilo
En 1996 se aprobd el donepezilo para el tratamiento de los sintomas de la EA, es un inhibidor de

AChE altamente especifico con una Clso =5,7 nM, siendo 1250 veces mas afin por AChE que por
BuChE. El donepezilo cuenta con varias propiedades farmacolégicas entre las que destacan la
modulacion de receptores a1 adrenérgicos, mejora de la plasticidad neuronal, reduce las citoquinas
proinflamatorias y mejora del flujo sanguineo cerebral. Ademas, disminuye el nivel de proteina
precursora amiloide (APP) y la lesion excitotdxica, modula los efectos colinérgicos y el estrés
oxidativo, influye en la expresion de la isoforma AChE e interactla con la regulacion de los
receptores nicotinicos en la corteza cerebral. Cuenta con una biodisponibilidad del 100% y un pico
de concentracion sérica de entre 3 a 4 horas, es metabolizado por las CYP2D6 y CYP3A4 con una
vida media de 60 a 90 horas, lo que permite una administracion de una vez al dia. Segun estudios
clinicos dosis de 5 y 10 mg/dia son capaces de mejorar la cognicion a corto y largo plazo, los
principales efectos adversos informados son leves, de tipo colinérgico, y se observan beneficios
significativos en el tratamiento de los sintomas cognitivos en etapas leves y moderadas. Hoy en dia
se considera tratamiento de primera linea a pesar de que el aumento de dosis aumenta la frecuencia
de efectos adversos y esto hace que los pacientes abandonen el tratamiento (23).

4.1.3 Rivastigmina
En el 2000 es aprobada la rivastigmina, se trata de un inhibidor no competitivo pseudoirreversible

inespecifico con una Clso = 1030 nM. Esta disponible en capsulas y en parches transdérmicos, la
absorcion de la capsula es rapida y completa, en una hora, y el parche de entre 30 a 60min. La
concentracion maxima en sangre se alcanza en 1,5 horas para la capsula y 3 horas para el parche.
La rivastigmina tiene buena penetracion de la barrera hematoencefalica (BHE) y se metaboliza
ampliamente por hidrolisis mediada por colinesterasas, es excretada por los rifiones, el
metabolismo de esta no es mediada por el sistema CYP lo que disminuye las posibles interacciones
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farmaco-farmaco. La rivastigmina proporciona beneficios de funcion cognitiva mejorando asi la
calidad de vida en demencia leve a moderada con pocos efectos adversos (23).

4.1.4 Galantamina
También en el 2000 fue aprobada la galantamina en los Estados Unidos. Es un alcaloide inhibidor

reversible competitivo selectivo de AChE, ademés es capaz de interactuar alostéricamente con
receptores nicotinicos, potenciando la accién agonista de la ACh, promueve la supervivencia de
células neuronales precursoras y se ha observado que en ratones transgénicos atenuda la deposicion
de placas AP y la neuro inflamacién. La concentracion maxima en plasma se alcanza en una hora
con una vida media de aproximadamente 7 horas y buena penetracion de la BHE, es metabolizado
por CYP2D6. Segun estudios se ha demostrado que el tratamiento crénico reduce los sintomas
conductuales de la enfermedad y evita que un paciente tenga que ir a una residencia, sin embargo,
los efectos secundarios gastrointestinales a menudo causan la interrupcion del tratamiento (23).

4.2 Nuevos inhibidores de acetilcolinesterasa

La mayoria de los esfuerzos dirigidos a identificar nuevos inhibidores de AChE han recurrido a
técnicas de DFAC, como el cribado virtual aplicado a enormes bancos de moléculas de diferentes
origenes. Mientras que otra pequefia proporcion contintan la busqueda en plantas y organismos
acuaticos.

4.2.1 Busqueda de inhibidores de acetilcolinesterasa de origen natural

La busqueda de compuestos naturales activos ha experimentado un renacimiento en la
investigacion cientifica. No obstante, esta exploracion ha evolucionado notablemente, ya que en la
actualidad no se limita tunicamente al enfoque fitoquimico tradicional. En cambio, ha adoptado
técnicas computacionales vanguardistas que buscan identificar compuestos activos en bases de
datos moleculares de origen natural.

A pesar de esta evolucién en los métodos de busqueda, aun se siguen utilizando los métodos
fitoquimicos tradicionales, como lo demostré Nadia Gul y su equipo. Ellos lograron aislar tres
nuevos norditerpenoides (Figura 6) de la Delphinium uncinatum, una planta perenne ampliamente
distribuida en Pakistan, elucidaron las estructuras y llevaron a cabo estudios in vitro de inhibicién
de AChE. Se encontré que los nuevos norditerpenoides son inhibidores dependientes de la
concentracion e inhibidores especificos de AChE. Siendo la Uncinatina C el compuesto mas activo
con una ICsp = 94,33 + 1,5 uM en comparacion con la galantamina, cuyo ICso = 0,5 + 1,5 uM.
Finalmente se realizaron estudios de docking molecular observando una interaccion importante
con los aminoacidos Tyr 341, Glu 292, Leu 76, Trp 286, Ser y Phe 338 de la AChE (24).

26



D.A. Silva-Valero. 2023. Disefio basado en el receptor, cribado virtual y estudios de docking molecular de
nuevos inhibidores de acetilcolinesterasa humana con potencial aplicacion terapéutica

OH

OCH,

\ 16
| nOCH,

OCH,

I 5

Figura 6. Estructuras de los tres norditerpenoides aislados de Delphinium uncinatum con
actividad inhibitoria sobre AChE.
Tomado de (24).

Otros estudios han utilizado herramientas computacionales para encontrar moléculas activas en
bases de datos moleculares de origen natural, este es el caso de Gade y su equipo quienes llevaron
a cabo un estudio cuyo proposito fue la identificacion de posibles AChEi a partir de la base de
datos exhaustiva de productos naturales marinos (CMNPD) empleando enfogues computacionales.
Para este fin, se establecid un modelo de farmacdforo basado en la estructura, utilizando la
conformacién de la AChE cocristalizada con galantamina (PDB ID: 4EY®6), y se utiliz este modelo
para el analisis de la CMNPD. Las moléculas que superaron el filtro farmacdforo fueron
posteriormente sometidas a una evaluacion de similitud con el farmaco. Ademas, se realizaron
estudios de acoplamiento molecular en las moléculas seleccionadas para medir su afinidad de
union. De estas, las diez con mejores puntuaciones de acoplamiento fueron identificadas para un
analisis mas profundo. Para asegurar la seguridad de estas moléculas, se realizé un perfil de
toxicidad. De las diez moléculas evaluadas, la molécula 64 (CMNPD8714) emergié como la opcién
mas segura. Para un analisis mas detallado, se llevaron a cabo simulaciones de dindmica molecular.
En estas simulaciones, la molécula 64 (Figura 7) exhibi6 interacciones estables, incluyendo enlaces
de hidrogeno y apilamiento con Tyr 341, facilitados por puentes de agua (25).

En otro estudio realizado por Atanasova y su equipo se llevé a cabo un analisis virtual abarcando
alrededor de 150.000 compuestos naturales contenidos en la base de datos ZINC12, con el objetivo
de identificar aquellos con potencial actividad inhibitoria de la AChE. Mediante acoplamiento
molecular y un proceso de filtrado basado en propiedades ADME, se logré seleccionar un total de
32 ligandos pertenecientes a 23 grupos estructurales distintos. Para determinar la idoneidad de estos
compuestos, se recurrio a la simulacion de dinamica molecular, la cual permitié evaluar la
estabilidad de los complejos formados entre los ligandos y la AChE. Como resultado, se
identificaron 10 compuestos que demostraron la capacidad de formar complejos estables con la
AChE. Estos 10 compuestos fueron sometidos a ensayos para evaluar tanto su actividad inhibitoria
como su potencial antioxidante frente a la AChE. Entre ellos, cinco compuestos mostraron una
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inhibicion moderada de la AChE (Figura 7), mientras que tres de ellos exhibieron una marcada
actividad antioxidante (26).
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Figura 7. A: Estructura de la molécula 64 (CMNPD8714) encontrada por Gade y su equipo B:
Estructuras de las moléculas con actividad inhibitoria moderada frente a AChE, encontradas por
Atanasova y su equipo.

4.2.2 Busqueda de inhibidores de acetilcolinesterasa con herramientas DFAC

Las herramientas computacionales han demostrado ser de gran utilidad para explorar el espacio
quimico de posibles candidatos activos, evaluar sus propiedades fisicoquimicas y predecir su
afinidad e interaccion con la AChE. En este apartado, se presenta una revision de algunos de los
estudios mas recientes que han empleado métodos computacionales para disefiar y optimizar
inhibidores de AChE, destacando sus principales hallazgos.

En el estudio realizado por El Khatabi y su equipo se adopté un enfoque tridimensional de relacion
estructura-actividad cuantitativa (3D-QSAR) mediante una serie de derivados de la N-
bencilpirrolidina, con el propdsito de desarrollar inhibidores altamente activos de la AChE. Los
modelos COMFA y CoMSIA generados en este contexto fueron validados desde el punto de vista
estadistico y demostraron una solida capacidad de predecir la inhibicion de la acetilcolinesterasa.
A partir de los mapas de contorno 3D-QSAR, se obtuvo informacidn valiosa que profundiza la
comprensién de las caracteristicas estructurales esenciales para la inhibicion de la
acetilcolinesterasa. Esto, a su vez, facilita el disefio de nuevos AChEi. Como resultado de esta
metodologia, se disefiaron seis nuevos inhibidores de la acetilcolinesterasa. Entre ellos, el
compuesto Al destacé por ser el de mayor actividad prevista (Figura 8), segun los calculos
realizados. Para validar la viabilidad de los resultados, se llevaron a cabo simulaciones de docking
molecular y dinamica molecular, las cuales contribuyeron a confirmar la estabilidad de los
compuestos seleccionados y respaldar su potencial utilidad como AChEi (27).
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Targowska-Duda y su equipo realizaron un estudio en el que se empled un enfoque de analisis
virtual fundamentado en la estructura, utilizando la base de datos Enamine, con el fin de descubrir
nuevos AChEi. Para el proceso de seleccion, se aplicaron célculos basados en WaterMap, un
método fundamentado en simulacién de dinamica molecular que permite evaluar las propiedades
de solvatacion de los compuestos. Se evalud la actividad inhibidora de 29 compuestos,
cuidadosamente seleccionados, contra la AChE de anguila eléctrica, esta fue cuantificada mediante
el método de Ellman. Tres de los compuestos demostraron actividad inhibitoria, mostrando un nivel
de éxito del 10% en términos de seleccion y potencial inhibicion. Usando el compuesto més potente
como base, se llevé a cabo una busqueda basada en similitud entre enaminas, lo que condujo al
descubrimiento de 20 derivados adicionales. Finalmente, este enfoque permitié la identificacion de
cinco compuestos prometedores como inhibidores de la AChE (Figura 8). Los valores de ICso
obtenidos para estos compuestos variaron en el rango de 6,3 mM a 17,5 mM (28).

El trabajo de David y su equipo se enfocé en la basqueda de nuevos AChEi, con relevancia para el
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, empleando un enfoque combinado de deteccion virtual
y analisis in vitro. Mediante un analisis virtual exhaustivo de las bases de datos ZINC15 y MolPort,
se llevo a cabo la busqueda de analogos sintéticos tanto de la fisostigmina como del donepezilo,
que son reconocidos como potentes AChEi. Con una caracterizacion in vitro enfocada en la
concentracion inhibitoria, se evaluaron 11 compuestos en total. Entre ellos, el compuesto mas
potente (S-1 26) demostrando una concentracién inhibitoria cinco veces mayor que la de la
rivastigmina (Figura 9). En el proceso, se identificaron inhibidores con moderada actividad,
portadores de nuevas estructuras quimicas. Estos compuestos representan un punto de partida que
podria ser optimizado aun mas, con el objetivo de impulsar el desarrollo de nuevas clases de
inhibidores de la AChE con potencial terapéutico (29).
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Figura 8. A: Estructura de la molécula Al encontrada por El Khatabi y su equipo B:
Estructuras de los compuestos promisorios como AChEI, encontrados por Targowska-Duda y su
equipo.

El estudio de Khan y su equipo se apoy6 en modelos predictivos de machine learning y enfoques
in silico para la busqueda de AChEi. Los compuestos identificados a traves de este analisis
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demostraron tener potencial como AChEi, lo cual sugiere su posible aplicacion en el disefio futuro
de agentes inhibidores altamente eficaces. La estrategia adoptada implico la utilizacion de tres
métodos de aprendizaje automatico, junto con un proceso de cribado virtual. Los compuestos que
sobresalieron en esta seleccion inicial fueron sometidos a un andlisis mas riguroso mediante
simulaciones de dinamica molecular, que permitieron evaluar su interaccién con la proteina AChE
y su estabilidad en contexto molecular (Figura 9). La convergencia exitosa del aprendizaje
automatico con los métodos in silico, basados en algoritmos genéticos, introduce una estrategia
altamente promisoria para la identificacion de nuevos AChEi (30).
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Figura 9. A: Estructura de la molécula S-1 26 con mayor potencia encontrada por David y su
equipo B: Estructuras de los compuestos promisorios como AChEi, encontrados por Khan 'y su
equipo.
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5 METODOLOGIA

5.1 Software y recursos utilizados
A continuacion, se enlista el software y recursos en linea utilizados para la realizacion del presente

proyecto:

Tabla 1. Listado de software utilizado.

SOFTWARE VERSION APLICACION
UCSF Chimera (31) 116 Vlsuall_zacmn y manejo de
archivos pdb y mol2
Visualizacion, manejo y
Discovery Studio 2021 (32) 21.1.0.20298 anélisis de archivos pdb y
mol2
Open Babel (33) 231 Manej_o y conversion de
archivos moleculares
Avogadro (34) 1.2.0 Optimizacién de moléculas
Interfaz grafica de AutoDock
AutoDock Tools (35, 36) 1.5.7 4'y AutoDock Vina
AutoDock 4 (35) 4.2.6 Docking molecular
AutoDock Vina (37, 38) 1.1.2 Docking molecular
DOCK (39, 40) 6.9 Docking molecular
Cribado virtual con
Raccoon (41) 1.0f AutoDock
ZINCPharmer (42) i Modelo fa_rmacoforlco y
cribado
Flare (43-46) 7.2.0 Docking molecular
SwissADME (47) - Analisis ADME
SeeSAR (48) 13.0.4 Midas Opt'mé?a.c'on 3D-QSAR
ioisostérica
pkCSM (49) - Analisis de toxicidad
PoseView (50, 51) 112 Diagramas d;:Dmteraccmnes
ACD/ChemSketch (52) 2021.2.0 Editor molecular

Tabla 2. Listado de estructuras cristalinas utilizadas.

PDB ID NOMBRE APLICACION
7XN1 (20) Crystal structure of humap acety!chollnesterase Docking molecular
in complex with tacrine
7E3H (20) Crystal structure of hum_an acetylchpllnesterase Modelo farmacoférico
in complex with donepezil
Crystal Structure of Recombinant Human
4EY6 (53) Acetylcholinesterase in Complex with (-)- Modelo farmacoférico
galantamine
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5.2 Refinamiento de estructuras cristalinas utilizadas

Las estructuras cristalinas utilizadas en este proyecto se sometieron a un pretratamiento con el fin
de homogenizar sus estructuras previo a cualquier procedimiento o analisis subsecuente. Este
pretratamiento fue llevado a cabo con el software Chimera, e incluyo la remocién de moléculas co-
cristalizadas, como solventes y otras especies sin valor biolégico. Dado que todas las estructuras
cristalinas corresponden a homodimeros, se procedio a la exclusion de la subunidad B, de esta
manera se guardaron archivos pdb que contenian la subunidad A junto con el ligando co-
cristalizado para cada una de las estructuras cristalinas.

5.3 Extraccion de caracteristicas para el modelo farmacoforico

La estructura 7E3H fue empleada como la principal fuente de informacion para la extraccion de
caracteristicas. Para ello se llevo a cabo un procedimiento de re-docking utilizando AutoDock,
AutoDock Vina, DOCK®6 y Flare. Los resultados fueron analizados utilizando Discovery Studio,
observando las interacciones gque se conservaban. EI mismo analisis se llevé a cabo con el complejo
ligando-receptor original.

Adicionalmente, se analiz6 el complejo ligando-receptor de la estructura 4EY6 con Discovery
Studio, extrayendo las interacciones de mayor relevancia con el proposito de contribuir a la
construccion del modelo farmacoférico.

5.4 Construccion del modelo farmacofoérico y busqueda

Debido a que se extrajeron caracteristicas de dos ligandos diferentes, se tomé la decision de
superponer las estructuras cristalinas de ambos complejos, en este caso, 7E3H y 4EY6. Esto se
llevé a cabo con el fin de obtener coordenadas consistentes para la posterior construccién del
modelo farmacoférico. La herramienta “align sequences/structures” de Chimera fue empleada para
efectuar la superposicién de las estructuras, tras lo cual se eliminaron las cadenas proteicas y se
procedié a guardar cada ligando en un archivo mol2.

A continuacidn, se cargé la estructura del donepezilo, extraido de 7E3H, en ZINCPharmer. Se
seleccionaron las caracteristicas previamente identificadas durante el analisis de las interacciones.
Luego, se siguié el mismo proceso con la galantamina, obtenida de 4EY6. Con el modelo
farmacofdrico debidamente construido, se procedié a realizar la bisqueda de compuestos en la base
de datos vinculada a ZINCPharmer, es decir ZINC12. Los resultados obtenidos se descargaron en
un archivo sdf.

5.5 Cribado virtual con herramientas de docking

Los resultados de la busqueda utilizando el modelo farmacoférico en ZINCPharmer fueron
sometidos a un proceso de cribado virtual a través de herramientas de docking molecular. Para ello,
se emplearon cuatro softwares, a continuacion, se detalla el procedimiento realizado en cada uno
de ellos.
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55.1 AutoDock

Se realiz6 un primer proceso de docking en AutoDock Tools utilizando el donepezilo (DNP) como
ligando, que previamente habia sido optimizado con Avogadro. El archivo pdb del receptor
(7XN1), el cual habia sido preprocesado en Chimera, se sometid a la adicién de hidrogenos polares
y se guardd nuevamente como un archivo pdbgt. Luego, se procedio a importar el archivo del
ligando y se aplicaron las cargas Gasteiger, guardandolo como pdbqt. La configuracién del grid se
baso en las dimensiones del ligando co-cristalizado, con el objetivo de abarcar todo el sitio activo.
Los pardmetros especificos del grid se detallan en la tabla 3. Ademas, se configuro el archivo de
salida como lamarckian GA.

Con respecto al proceso de docking de las moléculas obtenidas en ZINCPharmer, se inicid la
conversion del archivo sdf en un archivo pdbgt multiligando, empleando Open Babel. Luego, se
aplicd Vina Split para la division del archivo multiligando en archivos individuales. El
procedimiento de docking iterativo para cada uno de los compuestos fue configurado con la
herramienta Raccoon. Se ajustaron las configuraciones de Raccoon para la utilizacion de mapas
precalculados, y se hizo uso del archivo de configuracion correspondiente al DNP para establecer
los parametros de cada proceso de docking.

Tabla 3. Parametros de configuracién del grid para 7XN1.

X Y Z
CENTRO 48.099 -38.322 30.508
TAMANO 52 A 40 A 48 A

5.5.2 AutoDock Vina

Los archivos pdbqt individuales, junto con los parametros del grid previamente generados para
AutoDock, se emplearon en el proceso de cribado ejecutado mediante Vina. Se implementd un
script que facilito la ejecucion iterativa del docking con todos los ligandos, empleando un archivo
de configuracion que contenia todos los parametros necesarios para la configuracion de Vina.

5.5.3 DOCK®6

Se llevo a cabo un procedimiento de redocking utilizando el ligando co-cristalizado en 7XN1, la
tacrina (THA). Tras obtener los archivos de configuracion para el docking, se procedio a
transformar el archivo sdf en un archivo mol2 multiligando a través del uso de OpenBabel.
Posteriormente, se edité el archivo dock.in para permitir el docking multiligando con los resultados
previamente obtenidos de la busqueda en ZINCPharmer.

Ademas, se cred un archivo multiligando adicional que incluia tanto al DNP como al GNT,

utilizando OpenBabel. Nuevamente, se edito el archivo dock.in para llevar a cabo el docking con
estos ligandos.
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55.4 Flare

Los ligandos se introdujeron en el software a partir del archivo sdf generado por la busqueda en
ZINCPharmer, y se incluyd el archivo multiligando que contenia tanto GNT como DNP para
DOCKS®. El grid se configuré para abarcar una distancia de 6 A con respecto al ligando co-
cristalizado, se utilizé un método de calculo normal.

5.6 Promedio de puntuacion de auto escalado
Después de completar los estudios de docking con los cuatro programas mencionados, se opto por
emplear un enfoque de consenso de puntuacion. En este caso, se aplico el método de auto escalado,
que consiste en ajustar cada puntuacion a un valor dentro del rango de 0 a 1 mediante la formula
siguiente (54):

(x = Xmin)

(Xmax = Xmin)

Xgscalada =

Donde Xescalada representa el valor de auto escalado para cada ligando, x es la puntuacién de cada
ligando, xmin corresponde al valor de puntuacion mas alto entre los ligandos evaluados, y Xmax
corresponde al valor de puntuacion mas bajo entre los ligandos probados, es decir el mejor valor
de energia de afinidad (54). Se debe tener en cuenta que Xescalada debe ser calculada para todos los
softwares utilizados. En el presente trabajo se calculd Xvina, Xpocks, Xautobock Y Xrlare para cada
uno de los ligandos.

Una vez obtenidos todos los valores de auto escalado, se realiza un promedio, obteniendo el valor
de promedio de puntuacion de auto escalado (PPAE):

XVina + XDOCK6 + XAutoDock + XFlare
4

PPAE =

5.7 Propiedades farmacocinéticas

Luego de clasificar los ligandos segin su PPAE, se seleccionaron los diez con los valores mas altos
y se procedid a realizar un andlisis de parametros fisicoquimicos que permiten predecir las
propiedades ADME. Se obtuvo el codigo SMILES de estos ligandos a partir de la pagina web de
ZINC12, y empleando SwissADME, se calcularon parametros significativos, tales como la regla
de 5 de Lipinski (55) y el diagrama del huevo hervido (56).

5.8 Optimizacion 3D-QSAR bioisostérica

Los compuestos elegidos a traves del filtrado ADME se sometieron a un proceso de optimizacion
mediante el software SeeSAR. Para cada compuesto seleccionado, se optimiz6 cada pose propuesta
por los cuatro programas de docking, con el objetivo de mejorar su afinidad con el receptor. Esto
resultd en un conjunto de compuestos optimizados que se sometieron a la evaluacién de ciertas
propiedades relacionadas con la toxicidad, al igual que se vigilaron las propiedades ADME con el
fin de que se conservaran los parametros de Lipinski y la penetracion de la barrera
hematoencefalica. Entre estas evaluaciones se estudio la capacidad de inhibir hERG y la LDso en
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ratones, utilizando modelos predictivos. Se compararon los valores obtenidos para estos parametros
con los del compuesto original y con el DNP. En caso de que los compuestos optimizados
mostraran valores mas altos en estos parametros en comparacién con el DNP o el compuesto
original, se procedio a una nueva ronda de optimizacion para disminuir estos parametros.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Modelo farmacoforico y busqueda
Previo a la construccion del modelo farmacoférico se llevd a cabo un analisis de interacciones de

la estructura 7E3H, cuyo ligando co-cristalizado es el DNP. EI DNP, como ya se menciond, tiene
una mayor afinidad por AChE, lo que lo convierte en una estructura interesante para extraer
caracteristicas que serviran para la construccién del modelo farmacoférico. En la figura 10, se
puede apreciar el diagrama de interacciones del complejo 7E3H original, en ella destacan tres
interacciones principales: apilamientos « entre la porcion indanonica y el fenilo del DNP con los
amino&cidos Trp 286 y Trp 86, respectivamente, asi como el puente de hidrogeno formado entre el
carbonilo de la indanona y el Phe 295.

AutoDock

Phegsa

AutoDock Vina Flare

Figura 10. Diagramas de interaccién 2D del re-docking del DNP.
A: ligando original co-cristalizado en 7E3H. B: Pose obtenida por Autodock. C: Pose obtenida
por DOCKG®. D: Pose obtenida por AutoDock Vina. E: Pose obtenida por Flare.

Se llevd a cabo un andlisis de las interacciones presentes en las poses generadas después de realizar
el re-docking en cada uno de los programas empleados. Se not6 que las interacciones de
apilamiento m se conservaron en todas las poses analizadas. En particular, al examinar la pose
generada por Vina, se observd que el apilamiento m fue la tnica interaccion destacada, esta se
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localiz6 entre la porcion indandnica del DNP y Trp 86. La porcion indandnica tuvo una interaccion
variada con distintos aminoacidos aromaticos, entre los que se encontraron Tyr 341, Trp 86
(subsitio anionico) y Tyr 337 (subsitio aniénico). El fenilo interactla en la mayoria de las poses
con el Trp 86, un aminoacido crucial en el posicionamiento del sustrato, lo que subraya la
relevancia de esta interaccion en la inhibicion de la AChE. En el caso de DOCKG®, esta interaccion
no se establece con Trp 86, sino que ocurre con Trp 286, otro aminoacido de gran importancia en
la selectividad de la AChE.

Por otra parte, destacaron dos porciones estructurales del DNP que participaron en la formacién de
puentes de hidrogeno. El carbonilo de la porcion indanénica mostré interacciones en dos de las
cuatro poses predichas, solo se observo la formacion de puentes de hidrogeno en AutoDock y Flare,
los aminoacidos responsables de dicha interaccion fueron Tyr 124 y Tyr 337, respectivamente.
Ademas, el metoxilo, un sustituyente presente en el anillo de indanona, también contribuyo en la
formacion de puentes de hidrogeno en AutoDock y Flare, involucrando al aminoacido Phe 295 en
ambos casos.

Glu202A

—_
Tyr337A -0

TrpB6A

Ser203A

Gly1224A

Figura 11. Diagrama de interacciones 2D de la AChE en complejo con GNT (4EY6).

El analisis de interacciones permitio identificar las porciones estructurales del DNP que
contribuyen a su afinidad por el receptor. Como se describi6 anteriormente, se observé que las
interacciones de apilamiento 7 se repiten en todas las poses generadas y en la pose original, por lo
que se consideraron los anillos aromaticos en los extremos de la molécula para ser incorporados en
el modelo farmacoforico. Ademas, el aceptor de puentes de hidrogeno en la porcion indanonica
mostrd interacciones favorables en la mayoria de las poses predichas, lo que condujo a su inclusion
en el modelo. Sin embargo, el metoxilo que sustituye al fenilo interactud solo en dos de las poses
predichas, pero no en la pose co-cristalizada, por 1o que no se considerd una caracteristica
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significativa para su inclusién en el modelo. Por Gltimo, en todas las poses se observo una amplia
region hidrofobica que conecta ambos anillos aromaticos, la cual también se considerado en la
construccion del modelo.

Ademés de las caracteristicas extraidas del DNP, se realizd un andlisis de interacciones del
complejo ligando-receptor 4EY6, cuyo ligando es la galantamina (GNT). Durante el analisis de las
interacciones del complejo, se observo la formacion de un puente de hidrogeno entre el metoxilo
que sustituye al anillo aromatico de la GNT y el aminoacido Ser 203 (Figura 11). Este aminoacido
desempefia un papel crucial en el mecanismo catalitico de la enzima, ya que es el responsable de
llevar a cabo el ataque nucleofilico al carbonilo de la ACh. Debido a la importancia de esta
interaccion, se considerd incorporar la caracteristica de aceptor de puente de hidrogeno a las
caracteristicas extraidas del DNP, para la construccion del modelo farmacoférico.

Posterior a la identificacion de las porciones estructurales que contribuirian a la construccion del
farmacdforo, se procedio a la superposicién de las estructuras 7E3H y 4EY6. Esto se llevo a cabo
para comparar minuciosamente el espacio ocupado por cada uno de los ligandos en el bolsillo de
la enzima, con el objetivo de extraer con precision la ubicacion de las caracteristicas necesarias
para la construccion del modelo farmacoférico en ZINCPharmer. En la figura 12A, se puede
apreciar la superposicion de ambos ligandos y los aminoacidos circundantes del bolsillo de la
AChE. Aunque algunos aminoacidos no aparecen perfectamente superpuestos, esto se explica por
la unién del ligando que induce el movimiento de aminoacidos cercanos (57). Estos pequefios
cambios conformacionales son insignificantes y no afectan la tarea de superponer ambas
estructuras.

Figura 12. Construccion del modelo farmacoférico.
A: Superposicion de 7TE3H y 4EY6. En verde resalta el DNP y en azul la GNT. B: Modelo

farmacoférico construido en ZINCPharmer.
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La superposicion de estructuras proporcion6 coordenadas consistentes para la construccion del
modelo farmacoforico. En la figura 12B, se puede apreciar la disposicion de cada una de las
caracteristicas extraidas. En la imagen se representa el DNP, y las esferas que se encuentran fuera
de su estructura representan las caracteristicas extraidas de la GNT. En la tabla 4, se detallan los
farmacdforos, sus coordenadas y el radio del modelo construido.

Tabla 4. Caracteristicas del modelo farmacoférico construido con ZINCPharmer.

FARMACOFORO X Y Z RADIO
Aceptor de hidrogeno -48.26 3451 -31.69 0.50
Hidrofdbico -47.18 36.34 -29.84 1.00
Aromaético -39.08 36.42 -30.08 1.10
Aromaético -50.18 38.88 -29.698 1.10
Aceptor de hidrogeno -41.65 35.55 -32.71 0.50

La bdsqueda arrojo un total de 147 compuestos, de los cuales 110 eran Unicos, y los 37 restantes
correspondian a compuestos repetidos con distintas poses. Los compuestos repetidos fueron
eliminados para reducir el tiempo de computo. Todos los compuestos cumplian con los criterios
establecidos para el modelo farmacoférico y abarcaban un rango de peso molecular entre 338 g/mol
y 721 g/mol.

6.2 Cribado virtual con herramientas de docking

El cribado virtual es una técnica utilizada en el descubrimiento de farmacos para identificar
moléculas con potencial actividad frente a un objetivo dentro de un extenso grupo de candidatos.
Se empled el cribado virtual mediante docking molecular para identificar las moléculas con mayor
probabilidad de ser activas contra la AChE. La tabla 5 presenta las energias de afinidad
proporcionadas por los cuatro programas de docking utilizados para el conjunto de moléculas
halladas en ZINC12, asi como para el DNP y la GNT. En AutoDock, Vina y Flare, el estudio de
acoplamiento puede generar diversas poses asociadas a distintas energias de afinidad; no obstante,
los resultados presentados en este trabajo consideran Unicamente la pose con la menor energia de
afinidad, como se informa en la tabla 5.

Cada molécula recibié un nimero segun su posicion en el archivo sdf, y se excluyeron aquellas
duplicadas.

Tabla 5. Energias de afinidad frente a AChE del set de moléculas encontradas mediante el modelo
farmacoforico en los cuatro softwares de docking.

NO. NOMBRE VINA DOCKG6 AUTODOCK FLARE
MOLECULA (KCAL/MOL) | (KCAL/MOL) | (KCAL/MOL) | (KCAL/MOL)
- DNP -9.5 5.1 -11.2 -11.1
- GNT -8.3 -5.8 -8.9 -10.1
1 ZINC05683355 -9.5 -12.1 -9.8 -9.8
2 ZINC09575686 -10.2 -10.7 9.1 -8.9
3 ZINC13729484 -9.9 -10.7 -9.5 -8.8
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4 ZINC13689566 -9.9 -10.3 -8.9 -8.7
5 ZINC08281891 -11.3 -12.4 -9.6 -9.4
6 ZINC15441960 -9.8 -12.0 -10.0 -11.4
7 ZINC42384658 -9.8 -12.6 -9.0 -10.2
9 ZINC47421993 -11.8 -12.5 -10.6 -10.4
10 ZINC61174126 -11.7 -13.2 -10.8 -10.0
11 ZINC16480834 -9.8 -12.3 -9.3 -11.0
12 ZINC05683351 -1.5 -12.1 -9.7 -10.6
13 ZINC01072993 -9.7 -12.4 -10.2 -10.4
14 ZINC80548316 -9.7 -8.8 -11.2 -11.6
15 ZINC02385040 -9.7 -12.6 -9.8 -11.2
16 ZINC02380087 -9.3 -12.8 -9.8 -11.3
17 ZINC42384582 -8.4 -12.8 -9.3 -10.9
19 ZINC72427832 -10.6 -9.6 -11.8 -10.0
20 ZINC91769333 -10.7 -9.3 -11.4 -11.3
21 ZINC72434303 -9.4 -6.4 -11.3 -10.5
22 ZINC72480597 -9.5 -6.2 -11.5 -10.7
23 ZINC05603530 -8.9 -12.3 -10.0 -11.5
24 ZINC13732703 -9.4 -11.2 -9.2 -9.5
25 ZINC20102151 -9.7 -10.3 -9.6 -9.8
26 ZINC12391703 -10.4 -10.8 -9.9 -9.8
27 ZINC49027705 -10.3 -12.4 -10.1 -10.5
28 ZINC01075466 -9.9 -12.1 -9.6 -10.0
29 ZINC19714648 -9.5 -4.0 -11.4 -10.3
30 ZINC40790093 -11.4 -11.6 -10.8 -9.6
31 ZINC08093814 -9.7 -9.9 -12.3 -9.7
32 ZINC08103259 -10.1 -9.6 -12.6 -10.8
33 ZINC73685951 -9.4 -11.4 -10.4 -10.3
34 ZINC04161452 -10.0 -14.7 -9.5 -9.9
36 ZINC72472058 -10.0 -11.4 -8.7 -10.5
37 ZINC40790286 -11.3 -11.5 -10.7 -9.7
38 ZINC40790479 -11.4 -10.3 -10.8 -10.6
39 ZINC40791058 -11.4 -12.3 -10.4 -10.1
40 ZINC04940096 -10.6 -13.5 -10.7 -10.4
41 ZINC73685923 -8.4 -12.0 -11.5 -11.1
42 ZINC12458335 -12.9 -11.2 -12.0 -11.5
43 ZINC72460826 -10.2 -10.7 -8.4 -10.8
45 ZINC16480830 -9.6 -12.6 -9.6 -11.5
47 ZINC04330180 -11.4 -13.9 -10.5 -11.2
48 ZINC05263990 -10.0 -14.2 -11.7 -11.1
49 ZINC05263993 -11.4 -13.3 -11.0 -10.8
50 ZINC40793744 -11.3 -12.1 -10.8 -10.3
o1 ZINC32617499 -10.2 -13.1 -11.3 -9.6
52 ZINC41352284 -11.9 -10.7 -9.5 -12.7
55 ZINC41352288 -12.1 -14.3 -9.8 -12.0
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56 ZINC40790672 -11.2 -11.8 -10.4 -10.5
57 ZINC38740516 -10.2 -1.5 -11.5 -11.8
59 ZINC04940037 -10.7 -13.5 -10.6 -11.3
60 ZINC67674468 -10.0 -12.6 -12.9 -12.1
61 ZINC09340268 -11.8 -12.4 -11.1 -10.6
62 ZINC38740440 -10.0 -5.1 -11.5 -12.2
64 ZINC22033795 -12.2 -12.7 -11.5 -10.4
66 ZINC72336985 -9.2 4.3 -11.2 -10.6
67 ZINC73685793 -10.2 -11.8 -11.2 -11.5
68 ZINC15882758 -11.3 -12.5 -12.2 -12.0
69 ZINC08601799 -9.6 -13.0 -11.6 -11.7
70 ZINC41352292 -9.9 -15.1 -10.2 -10.2
73 ZINC41352280 -9.9 -8.1 -9.8 -10.6
76 ZINC40790865 -9.2 -11.7 -11.0 -10.8
77 ZINC09305762 -11.6 -9.8 -11.3 -10.5
78 ZINC09344292 -11.5 -11.4 -11.6 -10.3
79 ZINC09422270 -11.0 -11.9 -11.1 -10.6
80 ZINC32617527 -10.3 -13.0 -10.5 -10.9
81 ZINC09336356 -10.4 -14.2 -11.2 -11.3
82 ZINC38740508 -11.6 8.4 -11.1 -12.4
84 ZINC38740666 -9.7 -1.7 -11.8 -11.9
86 ZINC73685773 -9.4 -11.8 -11.9 -11.5
87 ZINC41352296 -10.5 16.3 -8.4 -12.5
89 ZINC72472113 -12.1 - -3.5 -10.0
91 ZINC38740431 -11.1 9.9 -10.8 -12.6
95 ZINC14141806 -8.8 -6.4 -12.6 -11.9
97 ZINC64728942 -8.7 -8.5 -13.0 -11.1
98 ZINC25023764 -8.8 -7.0 -12.2 -12.0
100 ZINC32690960 -10.2 -10.3 -12.2 -12.3
101 ZINC09642798 -10.2 -14.0 -12.1 -11.2
102 ZINC15946313 -9.5 -11.8 -13.7 -10.0
105 ZINC00855476 -12.0 -12.6 -11.2 -9.9
106 ZINC32617515 -10.6 -13.4 -10.3 -12.2
108 ZINC72460880 -12.2 22.9 2.9 -9.4
110 ZINC38740661 -9.8 5.3 -11.0 -12.0
113 ZINC27373739 -10.1 -2.0 -12.7 -9.8
114 ZINC41105099 -9.2 -10.9 -11.7 -12.0
115 ZINC59461959 -11.7 -13.3 -12.0 -11.4
116 ZINC10503907 -11.3 -2.8 -12.3 -10.2
117 ZINC71785595 -9.6 13.1 -11.7 -11.7
123 ZINC03252804 -9.3 -7.9 -12.4 -12.6
124 ZINC09463257 -11.1 -1.7 -12.6 -11.2
125 ZINC09218218 -8.5 -3.3 -11.2 -10.7
126 ZINC03359996 -10 -5.4 -13.1 -11.1
128 ZINC32983719 -12.6 -12.1 -10.5 -11.1
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129 ZINC12628995 -9.1 -1.5 -13.1 -13.4
130 ZINC41352198 -10.7 -13.2 -10.9 -10.4
132 ZINC32983988 -13.1 -14.6 -9.8 -11.0
133 ZINC32983576 -13.0 -9.6 -11.2 -11.5
135 ZINC09537351 -11.1 -9.2 -11.6 -11.6
136 ZINC09816395 -11.5 -4.6 -14.0 -10.9
137 ZINC25154379 -8.5 -1.5 -11.3 -11.4
138 ZINC44928658 -12.4 -7.1 -12.7 -11.3
139 ZINC16448687 -10.6 -16.2 -11.4 -12.9
140 ZINC12569798 -9.3 -7 -13.1 -10.4
141 ZINC25159918 -8.3 -0.9 -10.4 -12.1
142 ZINC13030690 -8.5 -4.1 -10.2 -12.4
143 ZINC02973932 -9.9 -12.8 -10.3 -11.8
146 ZINC08433225 -10.1 -1.1 -11.3 -13.7
147 ZINC79228386 -10.2 - -2.4 -14.4

Los resultados obtenidos en cada software exhibieron diferencias, cada uno de ellos presento
caracteristicas Unicas en los diagramas de dispersion (Figura 13) que estan estrechamente
relacionadas con el algoritmo de busqueda implementado en cada uno de ellos.
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Figura 13. Diagramas de dispersion de la energia de afinidad de los compuestos obtenidos en
ZINC12.
A: Resultados de Vina. B: Resultados de DOCKG6. C: Resultados de AutoDock D: Resultados de

Flare
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La diferencia mas significativa se observé en DOCK®6, donde se identifican claramente dos grandes
regiones en la grafica de dispersion. La primera de ellas corresponde a todas las moléculas con una
energia de afinidad menor que la de GNT y DNP, caracterizandose por contener la mayoria de las
moléculas. La segunda zona comprende moléculas con una energia de afinidad mayor que las
moléculas de referencia DNP y GNT, y resulta llamativa debido a que incluye moléculas con
valores de energia positivos muy grandes, un fenémeno que solo ocurri6 en este software.

La molécula con la peor energia de afinidad es ZINC72460880, cuya estructura es poco flexible y
presenta grupos voluminosos con gran impedimento estérico. Muchas de las moléculas en la
segunda zona comparten caracteristicas con ZINC72460880. DOCKG6 es esencialmente un
software de docking rigido que ha implementado ciertas estrategias para conferir un grado de
flexibilidad al ligando. Esto lo hace muy sensible a moléculas voluminosas en relacion con el sitio
de unién, penalizandolas severamente, como ha sucedido con algunos candidatos en este proyecto.

Otro factor que influye en las altas energias de afinidad de este segundo grupo de moléculas es la
poca flexibilidad de las mismas. Esto limita ain mas las poses que DOCK6 puede evaluar,
resultando en energias de afinidad desfavorables. Estos razonamientos respaldan el hecho de que
no se haya obtenido resultados de energia de afinidad en el caso de ZINC79228386 y
ZINC72472113, ya que el sitio de union no es lo suficientemente grande y la molécula es
demasiado rigida y voluminosa, lo que hace imposible su acoplamiento para el software.
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Figura 14. Estructuras de las moléculas con peores resultados en DOCKG.

Por otro lado, los resultados obtenidos en Vina presentan algunas diferencias con respecto a los
obtenidos en AutoDock y Flare. Se observa cierta dispersion en los datos, y comprender las
variaciones en el funcionamiento de estos programas es crucial para entender las diferencias en los
resultados. Esta diferencia destaca la ventaja de combinar estos softwares, ya que permite
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identificar moléculas con mayor probabilidad de ser activas al considerar diferentes enfoques y
algoritmos de acoplamiento molecular.

Vina es un software de docking que destaca por su rapidez, superando a otros como AutoDock,
esta caracteristica lo hace especialmente dtil en el cribado virtual, siendo capaz de encontrar poses
cercanas a las reales. A diferencia de AutoDock, Vina no emplea algoritmos genéticos para
muestrear el espacio de bdsqueda, sino que utiliza un método metaheuristico de optimizacion
conocido como optimizador global de busqueda local (38). Esta estrategia permite hallar soluciones
de calidad sin invertir demasiado tiempo de computo. Consiste en buscar una solucién inicial que
posteriormente se mejora para encontrar una solucion local. Tras un numero definido de
iteraciones, la solucién se modifica para hacer un salto en el espacio de busqueda, explorando
nuevas regiones y aumentando asi la probabilidad de encontrar el minimo global (58). Estos saltos
en el espacio contribuyen a identificar las soluciones de menor energia y en consecuencia
identificar los posibles compuestos activos.

Ademas, los resultados de AutoDock y Flare comparten una tendencia similar, posiblemente a la
similitud de sus algoritmos de blsqueda. Ambos softwares usan algoritmos genéticos con
modificaciones basadas en métodos de optimizacion local (35, 59), estos algoritmos genéticos, son
conocidos como lamarckianos, se inspiran en el concepto tradicional de la herencia genética,
incorporando la posibilidad de trasmitir a las futuras generaciones los rasgos adquiridos durante la
vida del individuo (60). Esto implica que el fenotipo (resultado de la busqueda local) reemplaza al
genotipo (resultado inicial), esto viola la genética mendeliana observada en la naturaleza, resulta
atil para abordar problemas de optimizacion.

A pesar de las similitudes observadas entre AutoDock y Flare, existen diferencias significativas
dentro de sus resultados que pueden ser explicados desde el analisis de sus funciones de puntuacion.
AutoDock utiliza una tnica funcién de puntuacion basada en campos de fuerza semiempiricos para
clasificar las poses generadas y estimar la afinidad del ligando por el receptor. En contraste, Lead
Finder, el paquete responsable del docking en Flare, incorpora tres funciones de puntuacién. Estas
tienen como objetivo predecir con precision la energia de unidn, clasificar correctamente las poses
generadas de un ligando y diferenciar entre compuestos activos e inactivos en ejercicios de cribado
virtual. Aunque todas las funciones contienen el mismo conjunto de contribuciones de energia,
estan ponderadas con diferentes coeficientes (59).

Debido al objetivo de esta fase del proyecto, se decidié usar el valor de la funcidn de puntuacién
VSscore de Lead Finder. Dicha funcidn esta optimizada para identificar compuestos activos. Los
datos de energia reportados en la tabla 5 corresponden al valor de mejor energia calculada con
VSscore entre las poses generadas de un mismo ligando. Esta eleccion implica que, en general, los
valores de afinidad obtenidos en Flare son considerablemente menores que los de AutoDock.
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La utilizacion de cuatro programas con enfoques de busqueda y puntuacion diversos, como se ha
discutido en esta seccion, posibilita realizar un cribado robusto. Este enfoque permite descartar
aquellas moléculas que, a pesar de cumplir con el modelo farmacoférico propuesto, presentan
caracteristicas que sugieren una baja probabilidad de ser activas. Este enfoque integral contribuye
a evitar la aceptacion de falsos positivos en el proceso de seleccion de compuestos.

6.3 Consenso y analisis farmacocinético

Como se ha analizado previamente, la utilizacion de diferentes softwares de docking fortalece el
proceso de cribado, incrementando la probabilidad de identificar moléculas activas. No obstante,
la variabilidad en los programas utilizados implica que los valores absolutos de puntuacion de las
diversas funciones no sean directamente comparables entre si (54).

Las funciones de puntuacién suelen variar, y emplear estos valores sin procesar podria sesgar el
consenso, comprometiendo la solidez obtenida mediante la combinacion de los programas. El
método de consenso, conocido como promedio de puntuacion de auto escalado, garantiza que se
puedan consensuar los valores de puntuacion independientemente de sus diferencias. EI PPAE
posibilita la conversion de los valores de puntuacion a un rango entre 0 y 1. En este escenario, 0
representa afinidades bajas, mientras que 1 indica afinidades elevadas, considerando los valores
maximos y minimos de energia obtenidos en cada software (54). La tabla 6 muestra los valores
maximos y minimos de energia en cada software, los cuales se utilizaron para el calculo del PPAE.

Tabla 6. Valores de Xmax Y Xmin de energia obtenidos en cada software.

VINA DOCKG® AUTODOCK FLARE

(KCAL/MOL) | (KCAL/MOL) | (KCAL/MOL) | (KCAL/MOL)
Xmin 75 22.9 2.9 -8.7
Xmax -13.1 -12.2 -14.0 -14.4

Los resultados del método de consenso se presentan en la tabla 7, con los valores correspondientes
al DNP y la GNT resaltados en azul para facilitar la comparacion. Los resultados de PPAE oscilan
entre 0.829 y 0.240. Aunque el auto escalado busca normalizar los valores entre 0 y 1, esto solo
ocurre cuando el valor absoluto de Xmin €s menor que el valor absoluto de Xmax, una condicion que
no se satisface en DOCK6. Como se analiz6 anteriormente, DOCK6 penaliza fuertemente a las
moléculas voluminosas y poco flexibles, asignandoles valores de energia muy altos. Debido a esto,
algunos valores de escalado para DOCKG6 superan 1, beneficiando a aquellas moléculas con una
energia de afinidad baja.

Tabla 7. Resultados del método de consenso para el set de moléculas sometidas al cribado virtual

con docking.
MO LNE%U LA NOMBRE XVINA Xpocke | Xautopock | XFLARE PPAE
- DNP 0.357 0.798 0.836 0.429 0.605
- GNT 0.143 0.817 0.697 0.253 0.477
1 ZINC05683355 0.357 0.996 0.753 0.201 0.577
2 ZINC09575686 0.482 0.957 0.711 0.033 0.546
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3 ZINC13729484 | 0.429 0.957 0.733 0.024 0.536
4 ZINC13689566 | 0.429 0.947 0.699 0.000 0.519
5 ZINC08281891 | 0.679 1.004 0.742 0.128 0.638
6 ZINC15441960 | 0.411 0.993 0.766 0.478 0.662
7 ZINC42384658 | 0.411 1.011 0.702 0.259 0.596
9 ZINC47421993 | 0.768 1.010 0.801 0.300 0.720
10 ZINC61174126 | 0.750 1.028 0.811 0.227 0.704
11 ZINC16480834 | 0.411 1.003 0.719 0.404 0.634
12 ZINC05683351 | 0.000 0.998 0.744 0.329 0.518
13 ZINC01072993 | 0.393 1.004 0.774 0.297 0.617
14 ZINC80548316 | 0.393 0.904 0.833 0.507 0.659
15 ZINC02385040 | 0.393 1.011 0.749 0.438 0.648
16 ZINC02380087 | 0.321 1.016 0.750 0.453 0.635
17 ZINC42384582 | 0.161 1.018 0.721 0.385 0.571
19 ZINC72427832 | 0.554 0.925 0.867 0.214 0.640
20 ZINC91769333 | 0.571 0.919 0.848 0.461 0.700
21 ZINC72434303 | 0.339 0.836 0.840 0.311 0.582
22 ZINC72480597 | 0.357 0.829 0.854 0.346 0.597
23 ZINC05603530 | 0.250 1.002 0.763 0.500 0.629
24 ZINC13732703 | 0.339 0.972 0.716 0.145 0.543
25 ZINC20102151 | 0.393 0.947 0.741 0.186 0.567
26 ZINC12391703 | 0.518 0.961 0.756 0.189 0.606
27 ZINC49027705 | 0.500 1.005 0.769 0.314 0.647
28 ZINCO01075466 | 0.429 0.997 0.740 0.221 0.597
29 ZINC19714648 | 0.357 0.765 0.844 0.277 0.561
30 ZINC40790093 | 0.696 0.983 0.809 0.154 0.661
31 ZINC08093814 | 0.393 0.935 0.902 0.176 0.601
32 ZINC08103259 | 0.464 0.925 0.916 0.369 0.668
33 ZINC73685951 | 0.339 0.978 0.788 0.278 0.596
34 ZINC04161452 | 0.446 1.072 0.736 0.214 0.617
36 ZINC72472058 | 0.446 0.977 0.687 0.316 0.607
37 ZINC40790286 | 0.679 0.981 0.804 0.183 0.662
38 ZINC40790479 | 0.696 0.946 0.812 0.340 0.699
39 ZINC40791058 | 0.696 1.004 0.789 0.241 0.683
40 ZINC04940096 | 0.554 1.036 0.805 0.301 0.674
41 ZINC73685923 | 0.161 0.994 0.851 0.421 0.607
42 ZINC12458335 | 0.964 0.971 0.883 0.499 0.829
43 ZINC72460826 | 0.482 0.958 0.669 0.367 0.619
45 ZINC16480830 | 0.375 1.011 0.737 0.501 0.656
47 ZINC04330180 | 0.696 1.048 0.791 0.439 0.744
48 ZINC05263990 | 0.446 1.056 0.865 0.424 0.698
49 ZINC05263993 | 0.696 1.031 0.822 0.375 0.731
50 ZINC40793744 | 0.679 0.996 0.811 0.283 0.692
51 ZINC32617499 | 0.482 1.027 0.839 0.153 0.625
52 ZINC41352284 | 0.786 0.956 0.735 0.713 0.797
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55 ZINC41352288 | 0.821 1.060 0.752 0.582 0.804
56 ZINC40790672 | 0.661 0.989 0.785 0.324 0.690
57 ZINC38740516 | 0.482 0.694 0.853 0.554 0.646
59 ZINC04940037 | 0.571 1.038 0.796 0.458 0.716
60 ZINC67674468 | 0.446 1.012 0.937 0.599 0.749
61 ZINC09340268 | 0.768 1.006 0.829 0.328 0.733
62 ZINC38740440 | 0.446 0.797 0.849 0.613 0.677
64 ZINC22033795 | 0.839 1.015 0.850 0.308 0.753
66 ZINC72336985 | 0.304 0.528 0.831 0.330 0.498
67 ZINC73685793 | 0.482 0.989 0.834 0.498 0.701
68 ZINC15882758 | 0.679 1.010 0.892 0.588 0.792
69 ZINC08601799 | 0.375 1.024 0.855 0.534 0.697
70 ZINC41352292 | 0.429 1.083 0.776 0.262 0.637
73 ZINC41352280 | 0.429 0.884 0.750 0.332 0.599
76 ZINC40790865 | 0.304 0.987 0.824 0.365 0.620
77 ZINC09305762 | 0.732 0.931 0.841 0.313 0.704
78 ZINC09344292 | 0.714 0.977 0.858 0.285 0.709
79 ZINC09422270 | 0.625 0.990 0.828 0.328 0.693
80 ZINC32617527 | 0.500 1.024 0.793 0.389 0.676
81 ZINC09336356 | 0.518 1.056 0.833 0.452 0.715
82 ZINC38740508 | 0.732 0.412 0.830 0.647 0.655
84 ZINC38740666 | 0.393 0.702 0.870 0.570 0.634
86 ZINC73685773 | 0.339 0.989 0.873 0.500 0.676
87 ZINC41352296 | 0.536 0.189 0.668 0.671 0.516
89 ZINC72472113 | 0.821 - 0.376 0.230 0.476
91 ZINC38740431 | 0.643 0.371 0.811 0.690 0.629
95 ZINC14141806 | 0.232 0.835 0.915 0.563 0.636
97 ZINC64728942 | 0.214 0.896 0.940 0.429 0.620
98 ZINC25023764 | 0.232 0.852 0.892 0.579 0.639
100 ZINC32690960 | 0.482 0.947 0.892 0.638 0.740
101 ZINC09642798 | 0.482 1.050 0.885 0.450 0.717
102 ZINC15946313 | 0.357 0.987 0.980 0.234 0.640
105 ZINC00855476 | 0.804 1.013 0.836 0.219 0.718
106 ZINC32617515 | 0.554 1.035 0.783 0.614 0.746
108 ZINC72460880 | 0.839 -0.001 0.001 0.120 0.240
110 ZINC38740661 | 0.411 0.501 0.821 0.578 0.577
113 ZINC27373739 | 0.464 0.709 0.922 0.194 0.572
114 ZINC41105099 | 0.304 0.964 0.866 0.591 0.681
115 ZINC59461959 | 0.750 1.031 0.880 0.479 0.785
116 ZINC10503907 | 0.679 0.731 0.901 0.263 0.644
117 ZINC71785595 | 0.375 0.278 0.866 0.531 0.512
123 ZINC03252804 | 0.321 0.877 0.904 0.698 0.700
124 ZINC09463257 | 0.643 0.872 0.919 0.446 0.720
125 ZINC09218218 | 0.179 0.745 0.833 0.361 0.529
126 ZINC03359996 | 0.446 0.808 0.948 0.423 0.656
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128 ZINC32983719 | 0.911 0.998 0.792 0.429 0.782
129 ZINC12628995 | 0.286 0.866 0.949 0.827 0.732
130 ZINC41352198 | 0.571 1.028 0.819 0.309 0.682
132 ZINC32983988 | 1.000 1.069 0.751 0.404 0.806
133 ZINC32983576 | 0.982 0.925 0.837 0.489 0.808
135 ZINC09537351 | 0.643 0.915 0.860 0.521 0.735
136 ZINC09816395 | 0.714 0.783 0.999 0.385 0.720
137 ZINC25154379 | 0.179 0.694 0.840 0.487 0.550
138 ZINC44928658 | 0.875 0.853 0.924 0.463 0.779
139 ZINC16448687 | 0.554 1.113 0.846 0.748 0.815
140 ZINC12569798 | 0,321 0.872 0.947 0.305 0.611
141 ZINC25159918 | 0.143 0.677 0.788 0.605 0.553
142 ZINC13030690 | 0.179 0.769 0.777 0.661 0.596
143 ZINC02973932 | 0.429 1.017 0.780 0.547 0.693
146 ZINC08433225 | 0.464 0.684 0.843 0.889 0.720
147 ZINC79228386 | 0.482 - 0.311 1.000 0.598

Se elaboré un grafico de dispersion para examinar el comportamiento del conjunto de moléculas
en comparacién con las moléculas de referencia DNP y GNT (Figura 15). Como se anticipaba
segun la literatura (23), el DNP mostré un PPAE superior al de la GNT, con valores de 0.605 y
0.477, respectivamente. Esto indica que, segun los softwares utilizados, el DNP es mas afin por la
AChE, lo que concuerda con la practica. Por este motivo, el DNP se tomara como la molécula de
referencia para las fases subsiguientes de este estudio.
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Figura 15. Diagrama de dispersion del promedio de puntuacion de auto escalado para el set de
moléculas sometidas al cribado virtual.

Inicialmente, se proyecto6 que tras la etapa de cribado virtual solo unas pocas moléculas exhibirian
una afinidad superior al DNP. Sin embargo, los resultados revelaron que el 72.7% de las moléculas
superaron al DNP, con 80 de las 110 moléculas candidatas destacando después de aplicar el método
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de consenso seleccionado. Debido a la considerable cantidad de moléculas promisorias luego de
los estudios de docking, se optd por reducir la seleccidn a tan solo 10 moléculas, eligiendo aquellas
con el mayor valor de PPAE. En la tabla 7, se resaltan en color naranja las moléculas seleccionadas,
las cuales presentaron un PPAE entre 0.829 y 0.779. A pesar de esta seleccion, se sugiere no
descartar por completo las restantes 70 moléculas con resultados promisorios y se recomienda
considerar su estudio en proyectos futuros.

En el desarrollo de farmacos, es preferible que la molécula candidata sea biodisponible por via
oral, esto quiere decir que la molécula candidata va a ser absorbida a una velocidad adecuada por
el tracto gastrointestinal hacia la sangre y alcanzara concentraciones terapéuticas en el sitio de
accion. La regla de cinco de Lipinski actia como guia para predecir la probabilidad de que una
molécula sea biodisponible por via oral. Conforme a esta regla, los compuestos que tengan mas de
5 donantes de enlaces de hidrogeno, mas de 10 aceptores de enlaces de hidrogeno, un peso
molecular superior a 500 g/mol y un logP calculado (cLogP) superior a 5 0 un logP de Moriguchi
(mLogP) superior a 4,15 tiene una baja probabilidad de ser biodisponibles por via oral (55).

En este proyecto, la biodisponibilidad por via oral se convierte en un parametro crucial. Dada la
naturaleza de la enfermedad que se pretende abordar y el rango etario de la poblacion objetivo, la
capacidad de administrar el fArmaco por via oral seria una ventaja significativa en comparacion
con otras vias de administracion. La aplicacion de la regla de Lipinski se justifica al permitir la
priorizacién de compuestos que exhiban propiedades fisicoquimicas favorables para su posterior
optimizacion. Por esta razon, se optd por aplicar la regla de Lipinski a los diez candidatos
seleccionados mediante el cribado virtual. En la tabla 8 se muestran la regla de Lipinski aplicada a
los diez compuestos seleccionados por cribado virtual.

Se dio preferencia al logP de Moriguchi sobre otros métodos de célculo de logP. Esta eleccion se
basa en la amplia variedad de propuestas disponibles para calcular el logP, lo que puede generar
resultados divergentes. Por ejemplo, SwissADME ofrece el célculo del logP mediante cinco
métodos diferentes. Tomando la molécula ZINC16448687 como ejemplo, se obtienen valores de
iLogP (4.00), xLopP3 (5.96), wLogP (5.84), mLogP (2.70) y SILICOS-IT (5.38). Esta diversidad
de resultados podria llevar a la molécula a violar la regla de Lipinski en tres de los cinco métodos
de célculo. Ademas de esa variabilidad, el método de Moriguchi fue elegido por Lipinski para
implementar su regla (55), ya que es un sistema basado en reglas que siempre produce una respuesta
(61) y es Util para calcular propiedades de moléculas en una biblioteca.

Tabla 8. Parametros de la regla de Lipinski aplicados a las moléculas elegidas por cribado virtual

*
MOLECULA MLOGP* (g/llnvq\gl) #ACEPT.* | #DONOR.* | ROF*

Q/@c 3.06 379.5 4 0 0
'E":-
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'y

E E 2.84 473.5 7 0 0

ZINC59461959

HH.

Q}w% 2.25 483.5 5 3 0

HE

ZINC32983719

a

Ny .
a 1 3.63 499.5 8 0 0

ZINC44928658

*mLogP < 4.15; MW (peso molecular) < 500 g/mol; #Acept. (Numero de aceptores de puente de
hidrogeno) < 10; #Donor. (Numero de donantes de puentes de hidrogeno) < 5; ROF (Numero de
violaciones a la regla de cinco de Lipinski

El andlisis de las reglas de Lipinski, arrojo como resultado que 9 moléculas cumplian los cuatro
criterios de la regla y solo una violaba uno de los pardmetros, debido a la necesidad de que las
moléculas aqui propuestas sean biodisponibles por via oral, se decidi6 eliminar a ZINC16448687.

Otro parametro farmacocinético de importancia que debe cumplir un candidato a AChEi es su
capacidad para atravesar la BHE y llevar a cabo su accion de manera central. La BHE se puede
considerar como un escudo protector del cerebro, conformado por células estrechamente unidas
que evitan el transporte paracelular, ademas de una serie de bombas de eflujo que impiden el paso
hacia el cerebro. El principal método de transporte de moléculas hacia el cerebro es la difusion
pasiva, y esta solo ocurre si las moléculas cumplen con caracteristicas fisicoquimicas especiales.
(56).

En 2016 se publico el método del "diagrama del huevo hervido", el cual es un método facil de
calcular y estadisticamente robusto para predecir absorcidn pasiva en el tracto gastrointestinal y la
permeabilidad pasiva de la BHE. EI método se basa en calcular dos parametros, el wLogP vy el
TPSA. Luego de graficar ambas propiedades, existen zonas demarcadas en la gréfica que permiten
determinar si el compuesto tiene probabilidad de ser absorbido en el tracto gastrointestinal y/o de
atravesar la BHE (56).
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Figura 16. Diagrama del huevo hervido para las moléculas que no violaron la regla de Lipinski.
La zona amarilla representa las moléculas que permean pasivamente la BHE. La zona blanca

representa las moléculas que presentan absorcion pasiva en el tracto gastrointestinal. Los
puntos azules son aquellas que son sustrato de la glicoproteina-P y los rojos son aquellas que no
lo son.

En la figura 16 se presenta el diagrama del huevo hervido para las nueve moléculas que no violaron
la regla de Lipinski. Segin el modelo de huevo hervido, se predice que ZINC59461959 no
presentara absorcion pasiva en el tracto gastrointestinal, por lo que se descarta como candidato a
seguir en el proceso de optimizacion. De las nueve moléculas, solo a cinco se les predijo absorcion
pasiva por el tracto gastrointestinal. Se observa una similitud estructural entre ZINC32983988 y
ZINC32983576, siendo la Unica diferencia la posicién del cloro en el anillo fenilo; por esta razén,
estos dos compuestos aparecen superpuestos en la figura 16.

Se observa una similitud estructural entre ZINC32983988 y ZINC32983576, siendo la Unica
diferencia la posicion del cloro en el anillo fenilo; por esta razon, estos dos compuestos aparecen
superpuestos en la figura 16. De igual forma, ocurre con ZINC41352288 y ZINC41352284, cuya
diferencia es la posicion del metoxilo. Entre las nueve moléculas sometidas al método del huevo
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hervido, tan solo tres fueron predichas como permeadoras de la BHE. Por esta razon, se descartaron
los ocho candidatos restantes.

Como se menciond anteriormente, dos de los candidatos seleccionados por su capacidad para
permear la BHE poseen una similitud estructural, por esta razon, se decidié continuar la fase de
optimizacion solo con la molécula que tuvo mayor PPAE. Las moléculas seleccionadas para
optimizar fueron ZINC12458335 y ZINC41352288. Por facilidad, se les nombrara de ahora en
adelante como NAPH y CHRO, respectivamente.

6.4 Optimizacion bioisostérica 3D-QSAR y propiedades toxicas

La utilizacion de cuatro softwares de docking permitid obtener cuatro poses distintas para cada una
de las moléculas. Posteriormente, se emple6 cada pose para ser optimizada con SeeSAR con el
objetivo de obtener nuevos candidatos con propiedades mejoradas. EIl proceso de optimizacion se
baso en tres pilares fundamentales. En primer lugar, se buscé mejorar la afinidad de la molécula en
cada pose por el receptor, procurando, cuando fuera posible, superar o igualar la afinidad del DNP.
En segundo lugar, se verifico que se mantuviera la permeacion de la BHE. Finalmente, en tercer
lugar, se evaluaron las propiedades toxicas, procurando que fueran mejores que las de la molécula
original y, si fuera posible, mejores o al menos similares a las del DNP.

En la tabla 9 se presentan los parametros seleccionados para evaluar la toxicidad, los cuales fueron
aplicados a DNP, NAPH y CHRO. Ninguna de las moléculas demostré ser un inhibidor de hERG
I, por lo que se busca que ninguno de los andlogos generados presente esta propiedad. El LDso de
los tres compuestos es superior a las 2 mol/kg. Es importante tener en cuenta que la tabla 9 se usara
como comparador de los datos obtenidos luego de la optimizacion.

Tabla 9. Propiedades toxicas de los candidatos elegidos para optimizacion

TOXICIDAD ORAL AGUDA | INHIBIDOR

NOMBRE EN RATA - LDso (mol/kg) DE hERG |
DNP 2.753 No
NAPH 2.257 No
CHRO 3.016 No

Como se ha mencionado, la optimizacion de cada candidato se llevo a cabo por cuadruplicado,
utilizando cada una de las poses propuestas por los programas de docking. Para facilitar la
identificacién de la procedencia de cada pose, se afiadira al nombre de la molécula una o dos letras
que indiquen el programa de docking correspondiente. En especifico, se agregard "AD" para
AutoDock, "D" para DOCK®, "V" para Vina, y "F" para Flare.

6.4.1 Optimizacion de NAPH

En la figura 17 se observa el diagrama de interacciones para NAPH en cada uno de los softwares
de docking utilizados. Este analisis se empled como insumo para el proceso de optimizacion y sera
discutido en detalle en cada uno de los apartados correspondientes.
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Figura 17. Diagrama de interacciones 2D para los complejos NAPH — AChE.
A: Pose obtenida por AutoDock. B: Pose obtenida por DOCKG6. C: Pose obtenida por AutoDock
Vina. D: Pose obtenida por Flare.

6.4.1.1 AutoDock

Aprovechando la funcion HYDE de SeeSAR, se identificaron los atomos que contribuian de
manera negativa a la unién del ligando con el receptor, y se buscé modificarlos para obtener una
mejor afinidad. En la figura 18 se muestra la ruta de optimizacion que se sigui6. Se identifico, a
partir de la posicion original, que el anillo de naftaleno, ubicado hacia la boca del bolsillo catalitico,
tenia la posibilidad de formar puentes de hidrogeno con aminoacidos cercanos. Por lo cual, se
modificd uno de los anillos aromaticos por uno de pirrol (NAPH_AD1), buscando que el nitrégeno
pudiera formar dicha interaccion. Al observar que, por la geometria, no era posible formar la
interaccion y, en consecuencia, no habia mejora en la afinidad, se optd por proponer otra estructura
que tuviera un hidroxilo en la posicion 7 con respecto al carbonilo que sustituye al naftaleno.
Ademas, se afiadieron dos metilos para ocupar espacios vacios y buscar interacciones hidrofdbicas
con aminoacidos circundantes (NAPH_AD?2). Se observo una mejoria en la afinidad por lo que se
continuo a partir de esta estructura.
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Figura 18. Ruta de optimizacion para NAPH_AD.

A partir de la estructura NAPH_AD?2, se observo que la rigidificacion de la estructura con un anillo
de piperidina era méas beneficiosa si se realizaba en el nitrogeno amidico cercano al anillo de
naftaleno. Esto se debia a que permitia un mejor posicionamiento del anillo aromatico para el
apilamiento m y la formacion de puente de hidrogeno con el hidroxilo. Al realizar esto, la cadena
de seis miembros podia acomodarse de mejor forma en el fondo del bolsillo, aumentando la
interaccion hidrofdbica del metilo que sustituye al anillo de fenilo. Se realizaron cambios en el
atomo vecino al carbonilo de esta cadena y se observd que la mejor energia de afinidad resultaba
al cambiar el nitrégeno por un dtomo de carbono (NAPH_AD2.2).
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El cambio que se muestra en la serie NAPH_AD2.2.1 y NAPH_AD2.2.2 se debe a que existia la
posibilidad de formar un puente de hidrogeno afiadiendo un &tomo aceptor. Se evalud el nitrégeno
como el oxigeno, resultando ser el oxigeno mejor para esta tarea. Por ultimo, el cambio de uno de
los anillos aromaticos de seis miembros del naftaleno por uno de cinco no aromatico sustituido con
una amina responde a la necesidad de disminuir choques estéricos intramoleculares que se estaban
presentando entre este anillo y el de piperidina. Este cambio conservo la formacion de puentes de
hidrégeno con aminodacidos del SAP.

En NAPH_AD2.2.1.2.1 se le afiadi6 un cloro en el anillo de fenilo para aumentar la interaccion
hidrofdbica en el fondo del sitio activo. Este compuesto mostré una afinidad estimada en el rango
de pM a nM, permeacion de la BHE y un LDso mayor que el de NAPH y DNP. En la figura 19 se
observa el diagrama de interacciones para NAPH_AD2.2.1.2.1. En general, las interacciones se
conservaron y solo hubo pérdida de un puente de hidrogeno. Se formaron tres nuevos puentes de
hidrégeno, se ocup6 mejor el espacio disponible para formar interacciones hidrofébicas en el fondo
del sitio activo, y se potenciaron las interacciones de apilamiento & con aminoacidos del SAP..
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Figura 19. Diagrama de interacciones 2D para NAPH_AD optimizado.

6.4.1.2 DOCK6

A diferencia de AutoDock, DOCK6 ubica a NAPH de forma contraria, es decir, el anillo de
naftaleno apuntando hacia el fondo del bolsillo y el de fenilo hacia la entrada. Esta pose no ubica
la totalidad de la molécula dentro del bolsillo, dejando un espacio libre de gran tamafio en el fondo
del bolsillo y el fenilo fuera de la proteina, haciendo interacciones hidrofobicas débiles con los
aminoéacidos ubicados fuera del bolsillo. La optimizacion se abord6 desde la necesidad de que el
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anillo de fenilo se encontrara dentro del bolsillo, en la figura 20 se muestra la ruta de optimizacion
para NAPH_D que se siguio para conseguirlo.
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Figura 20. Ruta de optimizacion para NAPH_D.

En las series NAPH_D1 y NAPH_D2, se eliminaron tres carbonos para permitir que el fenilo
quedara dentro del bolsillo catalitico. Ademas, se busco aumentar la cantidad de &tomos capaces
de interactuar dentro del bolsillo catalitico con interacciones hidrofobicas, proponiendo rigidificar
la estructura formando una decahidro[2,7]naftiridina como scaffold de la molécula. Este cambio
mejoro la afinidad, y a partir de aqui se propusieron analogos. NAPH_D2.3 fue sugerido por
SeeSAR como un cambio de scaffold con mejor afinidad que las demas estructuras propuestas.

NAPH2.3.3 permiti6 observar que el cambio del carbonilo por un grupo etilo permitia una mejor
ocupacion del espacio vacio y la formacién de interacciones hidrofébicas, por lo que se mantuvo
este cambio. A partir de este, se propusieron tres analogos con un sustituyente distinto en la
posicion 4 del naftaleno para evaluar cuél de ellos ocupaba mejor este espacio vacio. Se observo
una mejor afinidad con el etoxilo en comparacion con el metoxilo, y la sustitucion con cloro resulté
en una molécula con propiedades inhibitorias sobre hERG .
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En la figura 21, se observa el diagrama de interacciones para NAPH_D2.3.3.1. La reduccion de la
cadena carbonada permitio que el fenilo se ubicara dentro del bolsillo catalitico, pero no se lograron
interacciones de apilamiento m con aminoacidos aromaticos. Por el contrario, estas interacciones
se observaron con el pirazol. Ademas, se permitio la formacion de un nuevo puente de hidrégeno
y lamejor ocupacion de espacios con interacciones hidrofébicas. NAPH2.3.3.1 mostré una afinidad
en el rango pM a nM, penetracion de la BHE, no inhibicion de hERG | y un LDso mayor al de
NAPH, aunque inferior pero cercano al de DNP.
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NAPH_D2.3.3.1
Figura 21. Diagrama de interacciones 2D para NAPH_D optimizado.

6.4.1.3 Vina

En la pose original de Vina, similar a AutoDock, el fenilo se encuentra en el fondo del bolsillo. La
cadena carbonada larga permite que el fenilo interactie con aminoacidos aromaticos ubicados en
el fondo del bolsillo. En NAPH_V1, se acort6 la cadena carbonada con el fin de explorar otras
zonas del sitio activo, fusionando el fenilo con un ciclo pentano sustituido con una metilamina.
Esto permiti6 formar puentes de hidrogeno con la amina.

Debido a la contribucion negativa de afinidad del carbonilo que une al fenilo con la piperidina, en
la serie NAPH_V1.1, NAPH_ V1.2 y NAPH_1.3 se decidio sustituirlo o eliminarlo. Result6 que la
mejor opcioén era reemplazarlo por un metilo, lo que aumento la afinidad hasta el rango de uM.
Luego, se elimind la piperidina, permitiendo la flexibilidad de la cadena carbonada y una mejor
acomodacion dentro del bolsillo, disminuyendo los choques estéricos intra e intermoleculares. La
adicion de un metilo en NAPH_V1.1.1.1 mejoro la afinidad mediante interacciones hidrofobicas.

La adicién de enlaces dobles se realizd con el objetivo de mejorar la torsion de la molécula,
logrando el estado 6ptimo y una mayor afinidad con NAPH_V1.1.1.1.3. Finalmente, la
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introduccidn de un atomo de cloro permitié mejorar la afinidad mediante la ocupacion de espacio
vacio en la entrada del bolsillo catalitico.
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Figura 22. Ruta de optimizacion para NAPH_V.
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Como se observa en la figura 23, NAPH_V1.1.1.1.3.1 present6 un puente de hidrégeno adicional
en comparacion con NAPH_V, aunque perdio las interacciones de apilamiento m en el extremo del
fenilo. A pesar de ello, exhibi6 una afinidad del orden de nM, permeacion de la BHE, no inhibicion
de hERG | y un LDso superior al de NAPH, siendo similar al del DNP sin superarlo.
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Figura 23. Diagrama de interacciones 2D para NAPH_V optimizado.

6.4.1.4 Flare
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Figura 24. Ruta de optimizacion para NAPH_F.
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De todas las poses optimizadas, NAPH_F fue la que guardé mayor similitud con la estructura de
partida. En la primera etapa de la optimizacion, se buscaron analogos con SeeSAR que mejoraran
la actividad, y el mas destacado fue agregar una amina al anillo de piperidina, mejorando la afinidad
de uM a nM (NAPH_F1). Luego, se evaluaron diversas sustituciones en los anillos aromaticos de
ambos extremos, y el que presentd la mejor afinidad fue NAPH_F1.3. A pesar de ello, también se
exploraron analogos de NAPH_F1.1.

A partir de NAPH_F1.3, se afiadi6 un metilo en posicién para con respecto a la cadena alifatica del
fenilo, obteniendo un compuesto con afinidad en el rango de pM. Sin embargo, este compuesto no
cruzo la BHE, aunque mostré un excelente valor de LDsg. Debido a los valores de wLogP, la tnica
manera de que atravesara la BHE era eliminando carbonos. Por lo tanto, se decidio suprimir el
metilo afadido y evaluar las propiedades farmacocinéticas y téxicas de NAPH_F1.3, obteniendo
un compuesto con una afinidad ligeramente menor, en el rango de pM a nM, y un LDs inferior al
de NAPH_F1.3.1, pero capaz de atravesar la BHE.

NAPH_F1.3.1

Figura 25. Diagrama de interacciones 2D para NAPH_F optimizado.

En la figura 25 se presentan las interacciones de NAPH_F1.3 con AChE. Es relevante destacar que
conserva todas las interacciones originales y afiade un nuevo puente de hidrogeno con Tyr 72. A
pesar de lo mencionado anteriormente, este analogo presenta un LDso mayor que el DNP, lo que
lo convierte en uno de los candidatos mas prometedores de la ronda de optimizacion de NAPH.

Como resumen de la optimizacion de NAPH, se presenta la tabla 10, donde se muestran las
propiedades farmacocinéticas y toxicas evaluadas para los nuevos candidatos, asi como la afinidad
calculada por SeeSAR.
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Tabla 10. Propiedades farmacocinéticas y toxicas de las moléculas resultado de la optimizacion
de NAPH.

TOXICIDAD
NOMBRE ORAL AGUDA | INHIBIDOR | AFINIDAD ESTIMADA POR HYDE
EN RATA - DE hERG |
LDso (mol/kg) pM nM UM p_—y
DNP 2.753 No
NAPH_AD 2.257 No ;
NAPH_AD 3.147 No
22121
NAPH_D 2.257 No
NAPH_D 2.651 No
2331
NAPH_V 2.257 No
NAPH_V 2.639 No
111131
NAPH_F 2.257 No
NAPH_F1.3.1 3.099 No

6.4.2 Optimizacion de CHRO
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Figura 26. Diagrama de interacciones 2D para los complejos CHRO — AChE.
A: Pose obtenida por AutoDock. B: Pose obtenida por DOCKG6. C: Pose obtenida por AutoDock
Vina. D: Pose obtenida por Flare.
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Al igual que en la optimizacion de NAPH, en la figura 26 se presentan los diagramas de

interacciones de las poses propuestas en cada uno de los softwares para CHRO con el fin de hac
una comparacion en cada apartado de las interacciones que se conservan y se pierden luego de
optimizacion.

6.4.2.1 AutoDock
Mediante las herramientas de SeeSAR, se realizd una busqueda de fragmentos que permitieran

er
la

el

reemplazo de la porcion fenilacetamida de CHRO (Figura 27). SeeSAR propuso la estructura
CHRO_AD1, que permitié un aumento de la afinidad y disminuyo los choques estéricos inter e

intramoleculares. Se elimind el cloro, se reemplazo el carbonilo por un metilo, ya que el carboni

lo

no aportaba interacciones importantes, y se sustituyé el anillo aromético de fenilo por uno de

furano.
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Figura 27. Ruta de optimizacion de para CHRO_AD.
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La sustitucion del anillo fenilo restante resulté importante para la mejora en la afinidad. EI patron
que muestra CHRO_AD1.2.3 demostro la mayor afinidad al ocupar espacios vacios e interactuar
con porciones hidrofdbicas. A pesar de esto, se tuvo que restringir la adicion de cadenas carbonadas
a lamolécula debido a la incapacidad para atravesar la BHE. Por esta razén, también se disminuy6
la cantidad de atomos polares para reducir el TPSA, por lo que el nitrégeno afiadido en
CHRO_AD1.2 tuvo que ser eliminado.

El cambio de furano a tiofeno responde a que el angulo de enlace del azufre permite que los
carbonos enlazados a él se separen ain mas, logrando aumentar la afinidad y ocupar espacios
vacios.

CHRO_AD1.2.3.1.1.1 no mostré propiedades tdxicas interesantes, ya que su LDso fue bastante
bajo en comparacion con el compuesto original y el DNP. A pesar de ello, resulté tener una afinidad
equiparable a la del DNP y no ser un inhibidor de hERG I. En el diagrama de interacciones, se
observa que no hay formacion de interacciones relevantes nuevas, e incluso se pierde el apilamiento
n del fenilo reemplazado por tiofeno. Debido a esto, se concluye que CHRO_AD1.2.3.1.1.1 no
representa una optimizacion exitosa y se prefiere CHRO por encima de este.

Trp86A

Trp286A

Tyrs41A Tyr3d1A

CHRO_AD1.2.3.1.1.1

Figura 28. Diagrama de interacciones 2D para CHRO_AD luego de la optimizacion.

6.4.2.2 DOCK6

Debido a la pose rigida que propuso DOCKS®, se busco un cambio de scaffold con el fin de darle
mayor movilidad a la molécula y mejorar las interacciones presentes. SeeSAR propuso CHRO_D1
y CHRO_D2, siendo esta ultima la que mayor flexibilidad aport6 y, en consecuencia, una mayor
afinidad. Al igual que lo ocurrido con NAPH_D, el fenilo fue ubicado fuera del bolsillo, por lo que
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se busco acortar la cadena carbonada para tratar de que este se ubicara dentro del bolsillo, por eso
se elimind el carbono enlazado al halégeno (CHRO_D2.1).
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Figura 29. Ruta de optimizacion para CHRO_D.

BHE: Si

LDsg: 2.773 mollkg
hERG: No
Afinidad: pyM

Por ultimo, se afiadié un etilo para ocupar espacios vacios, y se evalué en qué posiciéon se
comportaba mejor la amina, obteniendo CHRO D2.1.2. Esta estructura presentd penetracion a la
BHE, una afinidad menor a la del DNP, no inhibicién de hERG I y un LDso menor a CHRO, pero

superior, aunque similar al DNP.

En la figura 30 se presenta el diagrama de interacciones para CHRO_D2.1.2. En comparacion con
CHRO_D, hay pérdida de tres interacciones de apilamiento =, por lo que la actividad de la molécula
podria verse comprometida si el modelo farmacofdrico propuesto en este trabajo es correcto. Aun
asi, vale la pena observar si se pierde actividad al desaparecer las interacciones entre anillos
aromaticos. A pesar de la pérdida de estas interacciones, aparecieron tres nuevos puntos de
hidrégeno con Tyr 124, y nuevas interacciones hidrofobicas.
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Figura 30. Diagrama de interacciones 2D para CHRO_D optimizado.
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Figura 31. Ruta de optimizacién para CHRO _V.

La optimizacion de CHRO_V comenzd con el cambio del fenilo por indol. Debido a la posicion
del fenilo en el fondo del bolsillo catalitico, la adicion de un anillo heteroaromatico permitio tener

66



D.A. Silva-Valero. 2023. Disefio basado en el receptor, cribado virtual y estudios de docking molecular de
nuevos inhibidores de acetilcolinesterasa humana con potencial aplicacion terapéutica

mas interacciones de apilamiento m y la formacion de un puente de hidrogeno, aumentando la
afinidad al rango de puM (CHRO_V1). A continuacion, se hizo una apertura del anillo de oxano,
eliminando el éter. Esto permitié aumentar la flexibilidad de la molécula, mejorando la afinidad a
nM (CHRO_V1.2).

En la serie CHRO _V1.2.1 y CHRO V1.2.2, se elimind tanto el nitrégeno como el carbonilo de la
amiday se observo que la afinidad estimada disminuy6 de forma importante, lo que indicé que este
grupo funcional es importante para la actividad. Ademas, en la serie CHRO V123 y
CHRO_V1.2.4 se evalud la importancia de la sustitucién en el anillo fenilo. En CHRO_V1.2.4, se
reemplazé el metoxilo por un etilo en la posicion orto; este cambio aumento la afinidad a un rango
nM, siendo esta la mayor afinidad encontrada. Al evaluar las propiedades farmacocinéticas, se
observo que esta molécula no atraviesa la BHE, por lo que se tuvo que eliminar el etilo y sacrificar
un poco la afinidad por la capacidad de atravesar la BHE (CHRO_V1.2.3).

CHRO_V1.2.3

Figura 32. Diagrama de interacciones 2D para CHRO_V optimizado.

En la figura 32 se observa el diagrama de interacciones para CHRO_V1.2.3. Destaca que se
conservan todas las interacciones presentes en CHRO_V. Después de la optimizacion, se cred un
nuevo puente de hidrégeno con His 447 y se obtuvo un mayor contacto hidrofobico resultante de
la apertura del anillo de oxano. CHRO_V1.2.3 exhibi6 una afinidad en el rango nM y un LDsg
menor que el de CHRO, pero mayor que el de DNP. Se perfila como un candidato interesante
debido a la conservacidn de las interacciones presentes en CHRO_V.

6.4.2.4 Flare
La optimizacion de CHRO_F se llevo a cabo utilizando fragmentos que pudieran reemplazar el
anillo de fenilo ubicado en el fondo del bolsillo catalitico. SeeSAR propuso un anillo de isoxazol
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como reemplazo bioisostérico. Este cambio mejor6 la afinidad debido a que conservo las
interacciones ya presentes y, ademas, se formé un nuevo puente de hidrogeno entre el nitrégeno
del anillo heterociclico y la Tyr 133 (CHRO_F1).

=
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Y Y Oy LDso: 3.016 mol/k
P IWT ! L,,;:» hERG: No ’
. I8 Afinidad: pM > mM
CHRO_F
O PN L _CHy
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'8 AL [ T 1) LDsc: 3054 moltkg
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CHROF1.1.2 e T
Afinidad: nM Afiniciad: nM

Figura 33. Ruta de optimizacion para CHRO_F.

La eliminacion del carbonilo en CHRO_F1.1 mejor6 la afinidad por el receptor debido a que la
energia de desolvatacion calculada para este &tomo era positiva. A partir de este compuesto, se
estudio el efecto de la sustitucion de los anillos aromaticos con cadenas carbonadas. CHRO_F1.1.1
permitié observar que reemplazar el metoxilo por un etilo mejoraba un poco la afinidad por
interacciones hidrofobicas. CHRO_F1.1.3 hizo lo propio afiadiendo una cadena de propilo al anillo
aromatico del nudcleo de cromano; este cambio tuvo una mayor respuesta en la afinidad que
CHRO_F1.1.1. En CHRO_F1.1.2 se probaron ambas sustituciones, encontrando un compuesto con
mayor afinidad. Sin embargo, al evaluar las propiedades farmacocinéticas, se observo que habia
pérdida de la penetracion a la BHE. Por lo tanto, se escogi6 a CHRO_F1.1.3 como candidato
optimizado.
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Figura 34. Diagrama de interacciones 2D para CHRO_F optimizado.

Trp86A

CHRO_F1.1.3 mostrdé un LDso superior al de CHRO vy, en consecuencia, mayor que el DNP.
Ademas, demostro la capacidad de atravesar la BHE y no resultd ser un inhibidor de hERG I. En
la figura 34 se observa el diagrama de interacciones. Las interacciones de apilamiento m se
conservan, pero los puentes de hidrogeno resultaron modificados debido a la eliminacion de dos
aceptores, el carbonilo y el oxigeno del metoxilo. A pesar de la pérdida de estos dos puentes de
hidrégeno, la nueva estructura promovi6 la formacion de cuatro nuevos puentes de hidrégeno, tres
de los cuales son con atomos también presentes en CHRO_F. Ademas, se promovieron
interacciones hidrofobicas con la adicion de cadenas carbonadas.

Tabla 11. Propiedades farmacocinéticas y toxicas de las moléculas resultado de la optimizacion
de CHRO.

TOXICIDAD
ORAL AGUDA | INHIBIDOR | AFINIDAD ESTIMADA POR HYDE
NOMBRE | E\'RATA - LD | DE hERG |
(mong) pI\/I nM |..l|\/| mM
DNP 2.753 No
CHRO AD 3.016 No
CHRO_AD 2.131 No
1.2.3.1.1.1
CHRO D 3.016 No
CHRO D 2.773 No
2.1.2
CHRO V 3.016 No
CHRO V 2.764 No
1.2.3
CHRO F 3.016 No
CHRO F 3.054 No
1.1.3
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En la tabla 11 se resumen las propiedades toxicas y farmacocinéticas de las moléculas optimizadas
a partir de las poses obtenidas para CHRO. A diferencia de NAPH las moléculas obtenidas no
exhibieron un gran aumento en la afinidad en comparacién con el DNP, pero presentaron
propiedades toxicas bastante similares a este, a excepcién de CHRO_AD1.2.3.1.1.1 que tuvo un
LDsg inferior.

En resumen, la optimizacién de NAPH y CHRO dio como resultado siete moléculas que cumplen
con la penetracion de la BHE, la no inhibicion de hERG | y una LDsg en rata similar o mejor a la
del DNP. Adicionalmente a estas siete moléculas, se deben afadir las dos moléculas usadas como
molécula base para la optimizacion para sumar un total de nueve moléculas prometedoras para la
inhibicion de AChE. En la tabla 12 se muestran las estructuras de las moléculas escogidas como
inhibidores prometedores de AChE con potencial aplicacion en terapéutica.

Tabla 12. Estructuras de las moléculas propuestas como inhibidores de AChE con aplicacion en

terapéutica.
a "'J\B/N : N\D/\N/Q
| O Q\\” B
(}Vhﬂ HaC”
| CHRO_D2.1.2
CHRO

NAPH

OH O—p 0
DU oS T
L SRR DIt
NH NH r\l O/ cl
O cl = NAPH _AD2.2.1.2.1

CHRO _V1.2.3 CHR(C)H_SF]_,l,B
Q/Nx 0. _-CHs HlC\NH CH}/ | '4 O NHﬁ
v ol NAPH F1.3.1
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7 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se evaluaron las caracteristicas en la literatura de los actuales medicamentos inhibidores de la
acetilcolinesterasa para el tratamiento del Alzheimer. Se identificaron cuatro moléculas, de las
cuales actualmente solo tres son utilizadas para este fin: donepezilo, galantamina y rivastigmina.
Adicionalmente, la informacion encontrada sobre estos medicamentos en la literatura hace palpable
la necesidad de desarrollar nuevas moléculas inhibidoras de acetilcolinesterasa con propiedades
farmacocinéticas y toxicas favorables para los usuarios de estos farmacos, facilitando la posologia
y evitando efectos secundarios.

A través de herramientas computacionales se llevo a cabo el analisis y la construccion de un modelo
farmacoforico para inhibidores de acetilcolinesterasa, arrojando, al usarlo como filtro de bdsqueda
110 moléculas. Mediante los estudios de docking se evidencio que el 72.7% de las moléculas
presentaron una mejor energia de afinidad que el donepezilo.

A través de evaluaciones farmacocinéticas se eligieron dos moléculas con una alta energia de union
para ser optimizadas por medio de SeeSAR. La optimizacion posibilitd la obtencion de siete
moléculas con propiedades farmacocinéticas favorables, una afinidad elevada por el receptor y
caracteristicas toxicoldgicas ventajosas, es decir, ausencia de inhibicion de hERG | y LDsp en ratas
mayor o similar al donepezilo. Adicionalmente, la evaluacion de propiedades toxicas de NAPH y
CHRO permitieron ser postuladas como candidatos prometedores en la inhibicion de
acetilcolinesterasa.

7.1 Recomendaciones

Se recomienda que para futuros estudios se aborde el anélisis de las moléculas restantes que
mostraron una mayor afinidad que el donepezilo y que no fueron consideradas en la etapa de
optimizacion del presente proyecto. Asi mismo, se sugiere dar continuidad al estudio con la sintesis
y realizacion de pruebas biologicas de los nueve compuestos obtenidos como candidatos en el
presente trabajo.
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