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1. INTRODUCCION

La quimica medicinal es por naturaleza una rama altamente interdisciplinaria y de vital im-
portancia para la industria farmacéutica. Una definicién dada por la IUPAC es la siguiente: ”La
quimica medicinal concierne el descubrimiento, el desarrollo, la identificacién y la interpretacién
del modo de acciéon de compuestos biolégicamente activos a un nivel molecular. Se hace énfasis
en los farmacos, sin embargo, los intereses no se detienen ahi y aplican a compuestos bioactivos
en general.”

El interés central en la quimica medicinal es el descubrimiento de farmacos y la resolu-
cién de problemas al disefiar nuevas moléculas para optimizar sus propiedades bioldgicas, para
ello, es necesario involucrar conocimientos sobre sintesis organica, bioquimica, farmacologia, in-
munologfa, biologia molecular, bioinformatica, espectroscopia, andlisis estadistico y simulacién
computacional.

Un aspecto importante de la quimica medicinal es participar en el entendimiento de las
enfermedades para colaborar en la produccién de entidades quimicas con propédsitos medicinales
y asi contribuir a una vida mas sana.

El desarrollo de farmacos es un procedimiento amplio y costoso, asi que, para agilizar este
proceso se involucran técnicas de simulacién computacional, lo cual se ha vuelto una parte
imprescindible, ya que permite identificar y optimizar compuestos como posibles candidatos a
farmacos antes de ser sintetizados.

Asi pues, mediante el enfoque de la quimica computacional, en el presente trabajo se busca
colaborar en la resoluciéon de un problema global, econémico y de salud como es la infestacién
por garrapatas en el ganado.

La necesidad de nuevos compuestos para controlar esta plaga se precisa debido a dos razones:
utilizar productos con baja toxicidad tanto en humanos como animales y hacer frente a la
resistencia que presentan las garrapatas a los productos convencionales.



2. ANTECEDENTES

2.1 Garrapatas

Las garrapatas (Irodoidea) son artrépodos acarinos que se distinguen por ser ectopardsitos
hematdéfagos. Se clasifican en 3 tipos de familias de acuerdo con su morfologia: Izodidae (garra-
patas duras) Argasidae (garrapatas blandas) y Nuttalliellidae (especie tinica: N. namaqua).’

Estos organismos son pardsitos de un gran nimero de reptiles, aves y mamiferos tanto silves-
tres como domésticos. En cuanto a mamiferos, parasitan principalmente al ganado bovino pero
también se pueden encontrar en caballos, mulas, ovejas, cabras, venados, cerdos, liebres, perros e
incluso existen hallazgos de casos con humanos como hospederos. La infestacion por garrapatas
es considerado un problema de importancia global debido a que este parésito es gran reservorio
de agentes patogenos. Se considera el segundo grupo de vectores de enfermedades que afectan a
humanos, después del mosquito, y el mas importante vector de enfermedades que afectan a los
animales salvajes y domésticos. 23

Una vez que se adhieren al hospedero, a través de su mordida y distintos fluidos, son capaces
de transmitir microorganismos como protozoarios: (Babesia spp y Theileria spp), bacterias:
(Rickettsia spp, Ehrlichia spp y Anaplasma spp) virus: (Nairovirus, Flavivirus y Asfavirus) y
nematodos: (Acanthocheilonema).

Las pérdidas en produccion se deben a efectos directos e indirectos de estos pardsitos sobre
el ganado: mordeduras en la piel, pérdida considerable de sangre, anemia, disminucién de peso,
disminucion de la produccion lactea en vacas lecheras, bajas en la fertilidad, ademas, las enfer-
medades que transmiten dificultan la comercializacién e importacién de razas para incrementar
la calidad genética en areas infestadas.?

Debido a su gran capacidad de adaptacién, las garrapatas se han propagado a diversos
hébitats terrestres. Pueden encontrarse desde el nivel del mar hasta los 2600 metros sobre el nivel
del mar y con fluctuaciones de lluvia de 400 a 2800 mm anuales.* Dentro del género Rhipicephalus
de garrapatas duras, se clasifican 5 especies de las cuales Rhipicephalus (Boophilus) microplus
es la especie més relevante para la ganaderia bovina.'

Rhipicephalus microplus (Figura 1) es una plaga endémica de las regiones tropicales y sub-
tropicales del mundo. Se extiende en gran parte de Asia, noroeste de Australia, sureste de Africa
y en América: México y varios paises de Centroamérica, Sudamérica y el Caribe.®
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Fig. 1: Vista dorsal de R. microplus. A: Hembra B: Macho (Tomado de Faccioli®)

En México, se han registrado 82 especies de garrapata, equivalente a un 11.3 % de la diversi-
dad mundial, siendo R. microplus la de mayor importancia por su gran impacto negativo tanto
econémico como sanitario.% La pérdida econémica total estimada, relacionada con la infestacion

de R. microplus en la ganaderia mexicana, alcanza aproximadamente los 574 millones de ddlares
(USD) al afio.”

La garrapata R. microplus, en México (Figura 2), presenta un &rea de distribucién de
1,292,407.02 Km?, abarcando zonas tropicales templadas y aridas que cubren 65.96 % del te-
rritorio mexicano.?

F
.. e ——— o ME A
¥ DESARROLLO RURAL AGROALIMENTARIA

CAMPANA NACIONAL PARA EL CONTROL DE LA
GARRAPATA Boophilus spp.

Estatus zoosanitario
[ Libre
[ Erradicacion
[ control
I control'

Fig. 2: Situacién de control en la Repiblica Mexicana
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Ciclo biologico

A pesar de que R. microplus es capaz de vivir en diferentes huéspedes, casi exclusivamente
se encuentra en el ganado. El ciclo bioldgico de la garrapata (Figura 3) puede dividirse en dos
fases generales: cuando se encuentra en el huésped (fase parasitaria) y cuando se encuentra a la
intemperie (fase libre).®

La fase libre comienza con el desprendimiento natural de la garrapata hembra fecundada
para buscar un lugar, con condiciones favorables de humedad y temperatura, donde realizar
la puesta de huevos. En esta fase se pueden identificar varias etapas: ovoposicién, incubacion,
eclosion y busqueda de un nuevo huésped.

’ LAR\M\/“/@
NINFA ::DUL@

. ‘ i §§ ‘ i Fase parasitaria

5 dias 8 dias
21 dias
LARVA
[nrdeshrﬂe] o v - les -— - -
Fase de vida libre

‘?“ i —
‘% qus FlEGIEFA PSR ST

Fig. 3: Esquema del ciclo bioldgico de la garrapata

Los huevos de garrapata, protegidos del sol, con una temperatura mayor de 15 °C y humedad
alrededor del 95 % llegan a eclosionar de 14 hasta 100 dias después de ser depositados. Una vez
que nacen las larvas trepan en la vegetacion y se mantienen latentes hasta encontrar un huésped,
la supervivencia de las larvas varia de 20 a 240 dias dependiendo de las condiciones climaticas.

La fase parasitaria comienza una vez que el artrépodo se adhiere al hospedero, a partir de
este punto se alimenta a expensas de éste y pasa por tres etapas de desarrollo: larva, ninfa y
adulto, cada una dura 7 dias aproximadamente. Para la garrapata ésta fase es independiente a
las inclemencias del clima.

La fase libre llega a durar 300 dias mientras que la fase parasitaria, relativamente mas corta,
dura entre 18 y 22 dias. Sin embargo, dadas las condiciones, el promedio de duracién de un ciclo
completo de la garrapata es de 50 a 70 dias.
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2.2 Métodos de control

El problema de las garrapatas es una amenaza econdmica muy importante para la gana-
deria mexicana. En la actualidad existen varias metodologias utilizadas para el control de los
ectoparasitos. 6

Control quimico Uso de extractos de plantas con efecto ixodicida y uso de compuestos
organicos sintéticos para romper el ciclo de vida de las garrapatas.

Control no quimico Seleccién de ganado resistente a garrapatas, introduccién de depre-
dadores naturales como algunos tipos de pajaros y hormigas, rotacién y quema de praderas, uso
de agentes bioldgicos que afecten los estadios de vida libre de las garrapatas, modificacién en el
tipo de vegetacién afectando la evolucién de huevos y larvas y aplicacién de vacunas.

Control integrado Consiste en la combinacion de al menos dos métodos que sean com-
patibles para evitar la formacién de individuos resistentes, mantener niveles bajos de plaga y
procurar un adecuado nivel de produccién del ganado.

En México, la principal estrategia para el control de R. microplus en el ganado es el empleo
de agentes ixodicidas o bien, ectoparasiticidas.® La mayorfa de los ectoparasiticidas (Tabla 1)
actian como neurotoxinas en las sinapsis del sistema nervioso central, los axones o las uniones
neuromusculares de las garrapatas, lo que conduce a una paralisis espastica o flicida.”
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Tabla 1: Ectoparasiticidas con actividad neurotéxica

Tipo de compuesto ‘ Mecanismo de accién ‘ Ejemplos
Inhibicién en la conductancia de
Oreanoclorados canales de sodio. DDT, Dieldrina,
& Inhibicién de receptores GABA Toxafeno, Lindano
(4cido aminobutirico)
Diazinon, Malation
fosforad ibi 3 ines 5as e e
Organofosforados Inhibidores de Colinesterasas Chlorpirifos, Citioato
Carbaryl
Carbamatos Inhibidores de Colinesterasas Bendiocab
Propoxur
Formamidinas ‘ Antagonista de octopamina ‘ Amitraz
o Inhibicién de receptores GABA . .
Fenilpirazoles (. . . Fipronil
(4cido -aminobutirico)
Inhibicién de receptores GABA Avermectina
Lactonas macrociclicas™ (4cido -aminobutirico) y Moxidectina
receptores glutamato. Doramectina
Cipermetrina
Piretroides y Piretrinas Bloqueo de canales de sodio Deltametrina
Fenvalerato
Nitroguanidinas ‘ Inhibidor de receptores nicotinicos ‘ Imidacloprid

El constante uso de estos quimicos ha dado como resultado el desarrollo de poblaciones
resistentes. La resistencia a los acaricidas convencionales se ha identificado como el problema,
més comun al que se ve enfrentado la ganaderfa mexicana.”

Otro tipo de ectoparasiticidas, son los reguladores del crecimiento de insectos (IGR), (Tabla
2), los cuales interfieren principalmente en el desarrollo embrionario, larvario y ninfal, alterando
la metamorfosis y la reproduccion de los artrépodos. Como resultado, los IGR no suelen ma-
tar directamente a las plagas objetivo y, por lo tanto, requieren més tiempo para reducir las
poblaciones de ectoparasitos que los insecticidas convencionales. El hecho de que actien sobre
fenéomenos especificos de insectos proporciona a los IGR un alto grado de selectividad entre
insectos y vertebrados. 1011

Tabla 2: Compuestos reguladores del crecimiento en insectos

‘ Reguladores ‘ Efecto en parasitos Ejemplos
Andlogos de hormonas iuveniles Prevenir la metamorfosis de la Metopreno, Fenoxycarb,
& J larva. Acelerar el proceso de muda Piriproxifen, Tebufenocida
Inhibir el desarrollo del

Benzofenilureas: Diflubenzuron,

Inhibi S sintesis iti squeleto. T ir 1 . .
nhibidores de sintesis de quitina exoesqueleto. Inducir la Tyiflumuron, Buprofezina

produccién de huevos estériles

Derivados de triazina: Ciromazina
Derivados de pirimidina:
Diciclanil

Alterar la deposicién de quitina.

Inhibidores de quitina .
Prevenir la muda de larvas
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Prado Ochoa y colaboradores de la FES - Cuautitldn,'? han reportado el desarrollo de
nuevos compuestos garrapaticidas del grupo de los carbamatos. Dos compuestos con cédigo de
identificacion LQM 919 y LQM 996, presentados en la figura 4, sobresalen por su elevada eficacia
99.97 % y 98.30 % respectivamente; sobre una cepa de R. microplus triple resistente a compuestos
organofosforados, piretroides y amidinas.

H H
N. O N__ O~
o X
Br © Cl ©

(a) 4-bromofenil carbamato de etilo (b) 4-clorofenil carbamato de etilo
LQM 919 LQM 996

Fig. 4: Compuestos de la serie LQM 900

Contrario al efecto neurotéxico conocido de los carbamatos sobre la garrapata, se ha de-
mostrado que la actividad ixodicida de estos nuevos compuestos no se limita a la inhibicién de
colinesterasas. Ensayos enzimaticos indican que los compuestos LQM 919 y 996 tienen una baja
afinidad por la enzima acetilcolinesterasa, al reducir su actividad en poco menos de un 40 %,
comparado con el carbamato comercial Propoxur el cual inhibe la actividad enzimatica hasta
en un 99 %.13

La eficacia de estos compuestos se debe al conjunto de parametros biolégicos que se ven
afectados negativamente en la garrapata que son: reduccion de hembras repletas por dano al
sistema reproductor, disminucién en oviposicion y baja eclosién, que resulta en un minimo
nimero de larvas disponibles para la siguiente generacién.!* Esto abre la posibilidad de estudiar
nuevos mecanismos de acciéon de los carbamatos, asi también, proporciona informacién para
llevar a cabo el diseno de nuevos compuestos con actividad sobre las enzimas colinesterasas.
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2.3 Acetilcolinesterasa

La familia de enzimas conocidas como colinesterasas pueden definirse como un grupo de
esterasas capaces de hidrolizar ésteres de colina, tales como la Acetilcolina (Figura 5). La ace-
tilcolinesterasa (AChE) es de las principales enzima que ejercen su accién en el sistema nervioso
central (SNC). Principalmente se encuentra en las uniones neuromusculares y en las sinapsis

colinérgicas del cerebro donde termina el efecto del neurotransmisor Acetilcolina por su rapida
hidrélisis en acetato y colina.'®

AChE + H,0 0 |

. ..
Ao == A

0] HO

Acetilcolina Acetato Colina

Fig. 5: Ecuacién general para la hidrolisis enzimatica de ACh por AChE

En los artropodos se encuentra principalmente en la region denominada neurépilo localizada
en el ganglio supraesofigico o cerebro artrépodo. La principal funcién del cerebro artrépodo es
asimilar informacién sensorial, procesarla y seleccionar un comportamiento adecuado. Este se
encuentra dorsalmente en la cabeza y consta de tres pares de ganglios: el protocerebrum (que
inerva estructuras que controlan la visién); deutocerebrum (que inerva estructuras encargadas de

la quimiosensacién y la sensacién tactil); y el tritocerebrum (que integra informacién sensorial
del protocerebrum y el deutocerebrum).

Todos los ganglios constan de tres partes representados en la figura 6: Tractos o fibras
nerviosas que conectan cada ganglio con su vecino. Fibras comisurales que consisten en un haz
de axones que conectan bilateralmente los ganglios de un lado a otro. Neurdpilo: Es la regién
central donde ocurre la sinapsis neuronal. 617

Transversal
Frontal
-

Fig. 6: Vista transversal y frontal del cerebro artrépodo

El incremento de estructuras tridimensionales resueltas cristalograficamente a ayudado a
describir con precision las caracteristicas estructurales generales de enzimas asi como de sus
sitios activos en complejos con sustratos e inhibidores.
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Actualmente existen 223 archivos de estructuras referentes a acetilcolinesterasa en la base
de datos PDB (Protein Data Bank), predominando los organismos de raya eléctrica, ratén y
humano: Tetronarce californica 44.8 %, Mus musculus 37.1 % y Homo sapiens 9.1 % respectiva-
mente. 18

Con la resolucién de la primera estructura tridimensional de la enzima AChE de Tetronarce
californica en 1991' se demostré que pertenece al grupo de enzimas a/f3 hidrolasas. Entre
los miembros de esta familia de enzimas se conserva una plataforma de hoja plegada-8 de 8
hebras y 6 hélices-a unidos a través de giros variables (loops) que cargan con la maquinaria
catalitica (Figura 7). El plegamiento de esta proteina localiza al sitio catalitico en el fondo de
una hendidura estrecha de aproximadamente 20 A a lo largo de la enzima.2%-2!

Sorpresivamente la AChE realiza una catélisis muy eficiente, tal que las reacciones con sus-
tratos e inhibidores dependen fundamentalmente de procesos de difusién a pesar de que el sitio
catalitico de AChE se encuentre enterrado en el fondo de la hendidura.

7,8

o34

Fig. 7: Esquema de la estructura secundaria conservada en colinesterasas

La triada catalitica de estas enzimas es variable, la méds comun es la respectiva a serina
hidrolasa, conformada por los aminoacidos Acido Glutéamico, Histidina y Serina, residuos dcido-
bésico-nucledfilo respectivamente, estos residuos estan alineados de tal manera que intercambian
electrones y el residuo serina se vuelve reactivo. Por estudios de mutagénesis dirigida se ha
determinado que la AChE pertenece a este tipo de enzimas con triada Ser - Glu - His. ?2
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El proceso catalitico del sustrato ACh (Figura 8) involucra la acilacién y desacilacién del
residuo Ser del centro activo de la enzima por hidrélisis del enlace éster. El mecanismo de
hidrélisis del sustrato natural, ocurre en tres etapas. 23

1. Interaccién inicial del sitio activo de la proteina con el grupo éster del ligando y formacién
del complejo activado.

2. Hidrolisis del enlace éster con formacion de un enlace covalente entre el sustrato y el
oxigeno serinico de la enzima.

3. Restitucién de la actividad enzimatica en la que participan moléculas de agua en el entorno
del hidroxilo serinico.

@I = (] I
HY. . ¢
tHK;{B 0
OR
2
ROH
& ) 3
gimey 0 G 1
gIJ N — o H.u,:,N " 0>
HO 2 ,
\v-“H,o\,_,,-)f,o
CH;COOH R=CH3;CH;N+(CH3)3

2
e g_

HN_ N o

g H

Fig. 8: Mecanismo de reaccién para la hidrélisis de grupos ester

La hendidura del sitio activo de AChE involucra un gran nimero de residuos, estudios
cinéticos indican que se divide en 2 principales regiones representadas en la figura 9: el sitio
de acilacién catalitica (CAS) que contiene la triada catalitica y un sitio periférico formado por
residuos en su mayorfa aromaticos (PAS).24 En la tabla 3 se listan los residuos que conforman
la cavidad del sitio de AChE para dos organismos T. californica y R. microplus.

El sitio catalitico (CAS) a su vez tiene dos subdivisiones que interactian en el proceso
catalitico de ACh un bolsillo acilo y un agujero oxianiénico.

El bolsillo acilo esta formado de residuos arométicos cuyas interacciones con el sustrato dan
lugar al complejo activado. En la adicién de Serina al carbonilo del grupo acetilo se reduce el
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doble enlace y se forma un oxianién el cual se estabiliza por interaccion con amidas de la cadena
principal de los residuos que conforman el agujero oxianiénico.?’

El sitio periférico suele también dividirse entre los residuos expuestos en la entrada de la
cavidad y los que estdn al fondo, estos ultimos se clasifican como el sitio aniénico o de unién a
amonio cuaternario ya que aqui se efectia el reconocimiento de AChE con inhibidores reversibles,
ademds de que algunos residuos interaccionan directamente con el grupo amonio de ACh.26

Ser124 Asn85

Fig. 9: Esquema de aminodcidos que constituyen la hendidura, valores de residuos correspondientes al
organismo T. californica

Tabla 3: Aminoéacidos involucrados en el sitio activo

’ Sitio de interaccién ‘ T. californica ‘ R.microplus
. . Ser 200 Ser 256
T“ada(f:;ah“ca Glu 327 Glu 381
His 440 His 494
. . Trp 233 Trp 289
BOISEIZ$CIIO Phe 288 Val 341
Phe 290 Phe 343
Gly 176
Agujero oxianiénico Ala 257
CAS Gly 175
Gly 174
Trp 84 Trp 137
Tyr 130 Tyr 187
Unién amonio cuaternario Glu 199 Glu 255
PAS Phe 330 Trp 384
Phe 331 Phe 385
Tyr 442 Glu 496
Tyr 70 Val 123
Asp 72 Asp 125
Periférico Tyr 121 Tyr 178
PAS Glu 278 Glu 334
Trp 279 Thr 335
Tyr 334 Tyr 388
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Inhibidores de Acetilcolinesterasa

Existe una gran variedad de compuestos, con actividad farmacolégica, que su mecanismo
de accién radica en la inhibicion enzimatica de AChE. Estos realizan una inactivacién de la
enzima disminuyendo su capacidad catalitica lo que causa el incremento de la concentracién del
neurotransmisor ACh. De acuerdo al modo de inactivacién (Tabla 4), estos compuestos pueden
dividirse en dos principales grupos: reversibles e irreversibles.

Los inhibidores reversibles de AChE se caracterizan por formar interacciones no enlazantes
o de larga distancia en el sitio aniénico periférico y en su mayoria son utilizados en aplicaciones
terapéuticas. Por el contrario, los inhibidores irreversibles son asociados a efectos toxicos y son
aquellos que forman enlaces covalentes estables con el aminoacido serina de la regién catalitica
en el sitio activo.?”

Tabla 4: Compuestos utilizados como inhibidores de AChE y su aplicacién en diferentes enfermedades

Modo de inhibicién Tipo de compuesto Aplicacién

Metopreno, Fenoxycarb, Piriproxifen, Prevenir la metamorfosis de la larva,

| | | |
‘ Irreversible ‘ Tebufenocida ‘ acelerar el proceso de muda ‘
‘ ‘ Alcaloides ‘ Alzheimer ‘
‘ Reversibles ‘ Derivados de Piperidina ‘ Alzheimer, Autismo ‘
‘ ‘ Derivados de Piridina ‘ Alzheimer ‘
Insecticidas, Herbicidas, Miastemia
Pseudoreversibles Carbamatos grave, Demencia (Cuerpos de Lewy),

Alzheimer, Parkinson
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2.4 Carbamatos

Los carbamatos son compuestos organicos derivados del dcido carbamico NHyCOOH. La
estructura general de los carbamatos se muestra en la figura 10

X
R4 )’I\ Rs
\N x/

R2
Fig. 10: Estructura general de carbamatos

Donde la X puede ser Oxigeno (carbamato) o Azufre (tiocarbamato), Ry y Rs suelen ser
sustituyentes orgdnicos, alquilo o hidrégeno, comunmente R3 es algin sustituyente orgénico.

Los carbamatos han sido utilizados como drogas terapéuticas en la medicina humana, como
pesticidas para el control de hierbas, bacterias y en la medicina veterinaria como parasiticidas. 2"

Los carbamatos, al igual que los compuestos organofosforados, son capaces de unirse co-
valentemente al aminodcido Serina del sitio catalitico de AChE por medio de la reaccién de
carbamilacién o fosforilacion respectivamente.

Sin embargo, el complejo Enzima-Inhibidor que se forma, mediante la reaccién de carbamila-
cién tiene baja estabilidad lo cual resulta en una hidrélisis espontanea del residuo Ser. Mientras
que la alta estabilidad del complejo AChE-Organofosfato resulta en una unién irreversible.?”
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2.5 Diseno de farmacos asistido por computadora (DiFAC)

Durante muchos afios el descubrimiento de farmacos fue un proceso de “ensayo y error”
en donde la eficacia de ciertos compuestos era probada meramente en ensayos biolégicos, lo
cual limitaba la diversidad de estructuras quimicas a explorar. Esto se vio beneficiado con el
desarrollo e implementacion de la quimica computacional en este proceso.

El diseno de farmacos es un proceso iterativo que involucra multiples métodos y técnicas con
la finalidad de relacionar la estructura molecular de un compuesto con su actividad bioldgica.
El ideal del desarrollo de moléculas activas es encontrar nuevas maneras de regular la funcién
de ciertos receptores bioldgicos, asi como una inhibicién total en organismos patégenos.?®

Los enfoques implementados en el desarrollo de farmacos se dividen en tres grandes ramas
bien puntualizadas por las frases acufiadas del latin: in vivo, in vitro e in silico.?”

Los estudios in vivo se realizan dentro de un organismo y a menudo se realiza andlisis partien-
do de una observacién de efectos finales en el sujeto de estudio. En este tipo de estrategia se suele
determinar la biodisponibilidad o toxicidad de algiun farmaco, asi también las propiedades de
absorcidn, distribucién, metabolismo y excreciéon (ADME). De igual manera la farmacodindmica
y la farmacocinética son ampliamente estudiadas.

En cuando a los estudios denominados in wvitro, la experimentacién se realiza como ensayo
clinico fuera del los organismos de

Los métodos in silico involucrados en el DiFAC abarcan el andlisis estructural de ligandos
y receptores para predecir la naturaleza y magnitud de su interaccién. Los métodos modernos
para el DiFAC caen en dos grandes categorias: los métodos basados en la estructura del ligando
y los basados en la estructura del receptor.

En el DiFAC, uno de los enfoques para determinar la relacién estructura-actividad de farma-
cos se basa en el conocimiento preciso de la estructura tridimensional del blanco bioldgico,
designado como receptor, asi también de las estructuras de farmacos. Lo ideal para la determi-
nacién estructural es mediante técnicas como: cristalografia de rayos X, microscopia electrénica
0 resonancia magnética nuclear.

2.6 Quimica computacional

A finales de los afnos setenta aparecio la quimica computacional como nueva disciplina, impul-
sada por las principales companias farmacéuticas del mundo interesadas en la quimica medicinal
para el disefio de moléculas.3°

Con los avances tecnoldgicos en computo, dispositivos méas rapido y méas baratos; asi como
en el desarrollo de modelos y métodos numéricos mas eficientes para describir sistemas quimicos,
la quimica computacional se ha vuelto una herramienta complementaria casi imprescindible a
las técnicas experimentales tradicionales. 3"

Quimica computacional se utiliza para describir aquellas técnicas computacionales que son
utilizadas para comprender la estructura y las propiedades de moléculas y materiales. Involucra
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el uso de algoritmos matematicos, estadistica, creacién de modelos, simulacién computacional y
manejo de largas bases de datos.

2.7 Mecanica Molecular

En el estudio de sistemas quimicos el éxito recae en la calidad del modelo utilizado, desde
un enfoque computacional es necesario un modelo matematico eficaz para calcular la energia del
sistema como funcién de su estructura.

La quimica cudntica es apropiada para estudiar sistemas quimicos con limitaciones en ta-
maifio de aproximadamente 100 4tomos o menos. Por otra parte, estudios de interés bioquimico
en donde se involucran macromoléculas que contienen 1000 - 5000 atomos, mas modelado del
ambiente fisiolégico no pueden ser abordados con la quimica cuantica por el gran tiempo de
calculo necesario, principalmente por las limitaciones de procesamiento computacional.

La mecanica molecular utiliza modelos en los cuales los atomos son las particulas méas pe-
quenas del sistema en lugar de considerar electrones y nucleos como lo hace la quimica cuantica.
Esto permite realizar el cdlculo de energia de sistemas bioquimicos y su ambiente con el uso de
modelos matematicos y su apropiada optimizacién de parametros para lograr la exactitud quimi-
ca deseada.3! El uso de funciones empiricas para calcular la energfa de sistemas bioquimicos logra
cumplir con las demandas requeridas. Las ecuaciones matematicas reproducen las interacciones
fisicas y electrostaticas que dictan la estructura y propiedades de las moléculas. En la figura 11
se muestra la representacion grafica de las relaciones entre atomos que se consideran: distancia
de enlace ”b”, angulos de enlace ”0”, angulos diedros ”x” e interacciones a larga distancia entre
dos pares de atomos "1y;”.

Fig. 11: Representacién gréafica de la funcién potencial

Las funciones potencial son las ecuaciones que permiten calcular la energia potencial ”U” de
un sistema quimico como funcién de su estructura tridimensional "R”. La energia total puede
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separarse en los términos intramoleculares e intermoleculares. Ug totai = UR intra + UR inter

Las funciones matematicas para definir las interacciones intramoleculares involucran tres
términos correspondientes a las variaciones de enlace, 4ngulos de tres enlaces y angulos diedros.

URintra = Z Ky(b—bo)? + Z Ko(0 — 60)* + Z K\ [1+ cos(nx — o)]

enlace angulo diedro

Donde: los terminos ”b”, 70” y ”x” se obtienen de la estructura tridimensional del sistema, las
constantes Ky, KoyK, representan las constantes de fuerza asociadas, las cuales se determinan
experimentalmente o con el empleo de calculos mas precisos de quimica cuantica. Los parametros
de by, 700" y " xo” corresponden a los valores de equilibrio en Angstroms para cada uno de
los términos.

En cuanto a las funciones potencial para reproducir las interacciones a larga distancia, se
involucran dos términos correspondientes a las interacciones de tipo van der Waals y de tipo
electrostético.

_ Runingijro _ Lminijra] | 64
URinter = i | ()T = (= )T A
pares de atomos v %) D745

2.8 Modelado por homologia

Actualmente, existe una gran brecha entre el niimero de reportes para la secuenciacién de
proteinas que el nimero de resultados para la resolucién de estructuras tridimensionales. Esta
diferencia se debe a la dificultad que conllevan las técnicas experimentales para la determinacién
estructural de compuestos en comparacién con las técnicas de secuenciacién.

Ante este escenario la prediccion estructural de proteinas se ha vuelto un campo activo de
investigacién. Una de la técnicas para modelado por homologia3? se efectiia considerando las
siguientes premisas:

= La estructura tridimensional de una proteina estd unicamente determinada por su sen-
cuencia de aminoacidos. En teoria, conociendo la secuencia es posible obtener la estructura
respectiva.

= Secuencias parecidas adoptaran plegamientos similares. Las proteinas que estén relaciona-
das evolutivamente presentaran residuos conservados entre ellas, con lo cudl la topologia
de sus sitios también se conserva.

Asi pues, un modelo de homologia se crea a partir de una estructura tridimensional bien
conocida y de una similaridad aceptada.

La metodologia general para el modelado por homologia es:

1. Reconocimiento de proteina plantilla y alineamiento inicial

Se determina la familia a la cual pertenece la proteina problema (homdlogos). Ante bases
de datos de estructuras resueltas se determina la similitud lineal. Un equilibrio entre varios
parametros garantiza que ciertas proteinas adoptardan la misma estructura.
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. Correccion de alineamiento

Identificada una o mas posibles plantillas se realiza un segundo alineamiento teniendo en
consideracion las regiones conservadas (estructuras secundarias) y las regiones variables
(loops). Para determinar la plantilla definitiva se calcula el porcentaje de similaridad pro-
teica. La cual se define como el nimero de aminoacidos conservados por longitud de la
secuencia.

. Generacién de cadena principal (backbone)
. Modelado de lazos proteicos (loops)

. Modelado de la cadena lateral

Los pasos 3, 4, y 5 se tratan de la creacién iterativa de coordenadas atémicas para la
secuencia modelo y su correspondiente refinamiento.

Varias consideraciones se llevan a cabo:

= En la generacion de la cadena principal se conservan los dngulos diedros para cada
residuo.

= Los ”loops” se crean de copias conocidas ya reportadas. O es posible modelarse de
acuerdo a funciones de energia, donde la prediccién de su conformacion se basa en
célculos ab initio.

= En los residuos conservados las coordenadas atémicas de la cadena lateral se copian
de la plantilla.

. Optimizacion del modelo

La precision de un modelo dependera de la conformacién ideal de los residuos y la energia
respecto a su plegamiento. Para ello se buscan las parametrizaciones que definan correc-
tamente el sistema.

. Validacién del modelo

Una manera de validar un modelo de homologia es evaluar los impedimentos conforma-
cionales debidos a rotaciones de enlaces y a la diferencia global de coordenadas atémicas
respecto a la proteina plantilla. Esto se realiza por medio de el grafico Ramachandran
calculo de RMSD respectivamente.



3. HIPOTESIS

Si experimentalmente se conoce que diferentes compuestos derivados del acido carbamico
poseen la capacidad de reducir la actividad de la enzima Acetilcolinesterasa es posible mediante
técnicas computacionales estudiar la informacién estructural de ambas partes en un complejo
enzima-inhibidor para identificar las interacciones necesarias que explique la capacidad inhibi-
toria de los ligandos.



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Evaluar por medio de técnicas de simulacién computacional la afinidad de los compuestos
propoxur, LQM 919 y LQM 996 con actividad conocida in vitro e in vivo, por la enzima acetilco-
linesterasa (AChE) de Rhipicephalus microplus para proponer una nueva familia de compuestos
con actividad ixodicida favorable.

4.2 Objetivos Particulares

= Recopilar y analizar informacién existente en bases de datos sobre la enzima acetilcolines-
terasa: secuencias de aminodacidos, estructuras tridimensionales y posibles sitios receptores,
para generar un modelo de interaccién enzima-ligando.

= Elaborar y validar modelos de la estructura terciaria del blanco biolégico AChE corres-
pondiente a R. microplus, mediante el modelado comparativo (homologia), para estudiar
sus propiedades quimicas en relacion a su estructura tridimensional.

= Generar sistemas enzima-ligando empleando como receptor el modelo producido de AChE
y como ligandos los compuestos: acetilcolina (ACh), propoxur, LQM 919 y LQM 996,
utilizando técnicas de acoplamiento molecular (Docking); para estudiar la afinidad de
cada uno en relacién a su estructura

= Desarrollar un protocolo de acoplamiento molecular efectivo que correlacione la actividad
bioldgica experimental con la afinidad tedrica de los ligandos por la enzima AChE de R.
microplus y emplearlo para predecir la afinidad de una nueva serie de moléculas del tipo
carbamato.

= Estudiar el comportamiento dindmico de complejos tridimensionales enzima-ligando gene-
rados, bajo simulaciones dependientes del tiempo utilizando la mecanica molecular para
determinar los aminoacidos de importancia en la estabilidad de los complejos.



5. METODOLOGIA

5.1 Preparacion de estructuras

Para generar modelos tridimensionales de AChE, primero se seleccioné la secuencia de
aminodacidos representativa del organismo R. microplus entre los registros existentes en la base
de datos UniProt.??

Utilizando esta cadena de aminoécidos como punto de busqueda se realizé un alineamiento de
secuencias empleando la herramienta Blastp del National Center for Biotechnology Information
(NCBI)3* para identificar posibles proteinas plantillas a utilizar, de acuerdo a la identidad
proteica con la secuencia problema.

Posteriormente con el software computacional MOE 2018.01 se llevaron a cabo los célculos
para generar los modelos tridimensionales a partir del alineamiento y de las coordenadas atomicas
de la plantilla. Se realizaron optimizaciones estructurales para cada modelo generado.

La mejor estructura se seleccioné de acuerdo a pardmetros de validacién estructural. Los
métodos empleados fueron el grafico de Ramachandran y el calculo de desviacion media cuadrati-
ca (RMSD) de las coordenadas atémicas.

El grafico de Ramachandran permitié reconocer la calidad estructural de los modelos re-
ferente a las combinaciones de los dngulos rotables ¢ (phi) y % (psi) de los aminodcidos que
constituyen la proteina.

RMSD =

Desviacién de la raiz cuadrada media (RMSD) donde N es la cantidad total de dtomos y J; es
la distancia entre dtomos usualmente expresada en Angstrom (A).

El valor de RMSD indica la divergencia global de coordenadas atémicas, resultante de una
superposiciéon estructural del modelo y la proteina plantilla, un menor valor significa que el
plegamiento de la estructura se conserva mejor entre el modelo y la plantilla.

Las moléculas listadas en la tabla 5 se modelaron con la paqueteria computacional MOE
2018.01. Se realizé una optimizacion estructural mediante una bisqueda conformacional utili-
zando un método de bajos modos vibracionales ” LowModeMD?”. Para la validacién del mismo
se compararon datos experimentales de difraccién de rayos X con las estructuras generadas de



5. Metodologia 21

los compuestos Propoxur, LQM 919 y LQM 996; por medio de una superposicién y calculo de
RMSD.

5.2 Acoplamiento molecular

Establecido el modelo para la estructura molecular de AChE se procedié a determinar el
modo de interaccién receptor-ligando, de las moléculas mencionadas en la tabla 5 dentro del
sitio activo de la enzima.

Partiendo del mejor modelo de homologia generado se realizé6 un acoplamiento flexible uti-
lizando las conformaciones generadas para cada ligando. Se definié una biisqueda con origen
en el oxigeno del residuo Ser 256. Se empled el método de emparejamiento triangular (Triangle
Matcher) y un posterior ajuste inducido (Induced fit).

De los grupos de resultados obtenidos para cada ligando se eligieron aquellos con una correcta
orientacion dentro del sitio activo, y se realizo el andlisis.

5.3 Dinamica Molecular

Para el estudio de dindmica molecular se utilizé como sistema los complejos generados pre-
viamente por acoplamiento, asi también la estructura de AChE sin ligando. Cada sistema se
neutralizé agregando iones de sodio Na™ para mantener una carga neutra global y se realizé una
solvatacion con moléculas de agua a condiciones periddicas, generando una caja cubica conti-
nua de 70 A. Después se realizé6 una minimizacién de energia utilizando el campo de fuerza
MMFF94x para relajar las moléculas de disolvente en conjunto con las cadenas de la proteina.
Posterior a la minimizacién se realizaron los protocolos de dindmica molecular. Las simulaciones
fueron realizadas a condiciones constantes de presiéon 1 atm y temperatura 300 K.

Este proceso se validé con un modelado por reemplazo de residuos para corroborar la impor-
tancia de ciertos aminodcidos en la estabilizacién del sistema. Se realizaron mutaciones de los
residuos involucrados en las interacciones receptor-ligando para cada sistema y se llevé a cabo
el mismo protocolo de dinamica molecular.
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Tabla 5: Estructuras de los compuestos estudiados
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Tabla 5 (Continuacién): Estructuras de los compuestos estudiados

O-LQM 919 O-LQM 932
H
OTN\/ . 1
NN e P W NN
! T :
Br
O-LQM 934 O-LQM 935
3 00— __ N—_
o\N+ \N o / \N 0
// \ /[K " )\ )k
0 0 N/\ S 0 n/\
H
O-LQM 936 O-LQM 938
o)
sy 1
”)\0)}\5/\ - > 0 ﬂ/\
O-LQM 939 O-LQM 996

Cl

N
H \
Cl

: OYH\/

O-LQM 997

[o]
SASSN




6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Modelado por homologia

Se seleccioné la secuencia con clave AOAOF6P2D6_RHIMP en la base de datos UniProt, la
cual corresponde a la secuenciacion del gen AChE1 correspondiente a una cepa de R. micro-
plus resistente a compuestos organofosforados.3® Tiene un status de secuenciacién completa,
estd conformada por 595 aminodcidos con una masa de 65.710 Da.

Utilizando la secuencia antes indicada, se realizé un alineamiento de secuencias con el servidor
de NCBI. La busqueda se realizé con referencia en la base de datos cristalograficos PDB. En la
Tabla 6 se listan los resultados para las posibles plantillas. Solo se muestran aquellas con una
identidad proteica mayor a 45 %.

Tabla 6: Resultados de alineamiento para posibles estructuras plantilla

a1 PDB Cobertura de Identidad Resolucion lor B o .
ave secuencia (%) | protéica (%) (A) Valor rganismo
Anopheles
171
5X61_B 88 49.43 3.40 1x10 gambiae
Anopheles
171
5YDH_A 88 49.43 3.21 3x10 gambiae
Anopheles
170
5YDJ_A 91 48.53 3.04 6x10 gambiae
‘ 5HQ3_B ‘ 89 ‘ 46.04 ‘ 2.60 ‘ 2x 107144 ‘ Homo sapiens ‘
‘ 1B41_A ‘ 88 ‘ 45.05 ‘ 2.76 ‘ 3x107144 ‘ Homo sapiens ‘

Aunque la similaridad proteica que tienen las plantillas es poco menor a un 50 % es suficiente
para crear un modelo de homologia de AChE de calidad. Algunos autores marcan un limite
minimo de 40 % para identidad proteica entre las secuencias. 36

La resolucién de la estructura plantilla, influird directamente en la calidad del modelo de
homologia, aunque, las estructuras de humano tienen mejor resoluciéon que las de mosquito, se
prefiere utilizar éstas ultimas como plantilla ya que tiene una relacién de filogenia mas estrecha.
Proteinas de organismos con mayor relacién evolutiva tendran mayor ntmero de dominios y
plegado protéico més conservados entre ellas.

El valor esperado E (Expect value) nos permite filtrar los alineamientos de acuerdo a su
significancia estadistica. Es una puntuacion que estima el nimero de falsos positivos uno puede
esperar si el alineamiento se realizara al azar. Mientras menor sea el valor E mayor significancia
tiene la secuencia.
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Se eligi6 la estructura 5X61_B como plantilla. Utilizando el software MOE se realizo el ali-
neamiento local y posterior cdlculo de identidad proteica (Figura 13) entre la secuencia problema
de la garrapata y la respectiva 5X61_B, utilizando 530 aminoacidos del rango Val 57 - Glu 582,
en la figura 12 se muestran las cadenas de aminodcidos, los asteriscos representan los residuos
conservados.
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VEEEXAWTPYK*FIAQS*L**T*A*FY**

4 tQFEYFPLS-FFHPRPASKE+GH+NT+ TP+ + MY+ T+ +YF+D+PHAS+5 +P+4PLE+=MsyY T+ tyt=RERPKN----A+tHL
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Fig. 12: Alineamiento de secuencias de AChE para R. microplus y A. gambiae

Utilizando este alineamiento se procedié a crear la estructura tridimensional de la enzima
AChE. Para obtener un modelo confiable es necesario crear varios y evaluarlos. Utilizando la
herramienta ”Homology Model” del software MOE se crearon 10 modelos con la estructura
5X61_B como plantilla. Para las regiones variables de la proteina, es decir, los residuos que no
tienen similaridad con la plantilla se utilizé la herramienta de modelado comparativo de cadenas
cortas o ”loops”.

1:A0AQF6P2D6

2:5X61.B

Fig. 13: Matriz de puntuacién para el alineamiento de secuencias

Los modelos generados se refinaron y evaluaron con una funcién GB/VI, después se protoné el
sistema bajo las condiciones de pH = 7 y 300 K de temperatura. Posteriormente se realizé una
optimizacion estructural de cada modelo con diferentes campos de fuerza y se eligié el mejor de
acuerdo a los pardmetros de validacién. Los resultados se listan en la tabla 7, para cada modelo
se obtuvo el respectivo grafico de Ramachandran
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Fig. 14: Superposicién estructural Modelo MMFF94x (verde) y 5X61_B (rojo)

El gréfico de Ramachandran es una visualizacién grafica de las combinaciones de dngulos
diedros de la cadena principal de una proteina. Los dngulos 1) (psi) y ¢ (phi) para cada residuo se
grafican para evaluar las conformaciones permitidas y no permitidas en determinada estructura
tridimensional.

Las combinaciones de dangulos y su localizacion en el grafico definirdan del tipo de estructura
secundaria que conforme. De acuerdo con el andlisis del grifico de Ramachandran (Figura 15),
para el modelo optimizado con el campo de fuerza MMFF94x observamos que la mayor parte
de los valores se encuentran dentro de las regiones permitidas a excepciéon de 6 aminoécidos, los
cuales son: Phe 97, Asp 315, Thr 318, Glu 540, Ser 546 y Lys 558. Sin embargo, esto no presenta
un problema para el presente estudio ya que dichos residuos se encuentran en la periferia de la
estructura tridimensional, son parte de giros variables y no forman parte de la hendidura del
sito activo de la proteina. Por lo cual, la conformacién de estos residuos no es de importancia
para el plegamiento de la estructura tridimensional y no interviene en el proceso de catélisis.

Tabla 7: Modelos de homologia para AChE

‘ Campo de fuerza ‘ RMSD / A ‘ Cogfzfﬁjzz’;es ‘
| 5X61 | 0.00 | 4 |
| AmberlO:EHT | 111 | 5 |
| MMFF94x | 0.72 | 6 |
| PFROSST | 1.16 | 8 |
| OPLS-AA | 1.27 | 22 |
| CHARMM27T | 1.24 | 7 |
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Se realizé la superposicién de las estructuras protéicas de los modelos generados con lo cual
se calculé el valor de RMSD comparativo a la estructura de plantilla. Mientras menor sea el
valor de ésta desviacion de coordenadas atémicas, mejor es la similitud estructural. Bajo estos
parametros se determiné el modelo de homologia optimizado con MMFF94x como la estructura
inicial en el estudio de acoplamiento molecular.

Psi General
180

150
120
90 |
601
30

ASP1315
-+

THR_318
+

p—
Ul
o
T
/
I

qgole LT Ta e ) DR
-150-120 -90 -60 -30 0 30 60 90 120 150 180

Phi

Fig. 15: Gréfico de Ramachandran para el modelo optimizado con MMFF94x
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6.2 Optimizacion de ligandos

Se modelaron las estructuras presentes en la Tabla 5 y se realizé una buisqueda conformacional
para obtener estructuras tridimensionales 6ptimas y llevar a cabo el acoplamiento con la proteina
AChE.

Se empleo el método de bisqueda ”LowModeMD?”, el cual consiste en una simulacion corta
de dindmica molecular (1 picosegundo) a temperatura constante, 300 K; se utilizan como ve-
locidades iniciales, la energia cinética de los diferentes modos normales de vibracién de cada
molécula. La busqueda se restringié a 10,000 iteraciones y limite de 100 estructuras rechazadas.
Seguido de esto se hace una optimizacién estructural con el campo de fuerza MMFF94x, para el
cual se indica un gradiente RMS de 0.005 A, y un méximo de 500 pasos. Los resultados se filtran
respecto a un valor de RMSD de 0.25 A, es decir, dos conformaciones se consideran iguales si
su valor de superposicion RMSD es igual o menor que el indicado.

Las conformaciones generadas se guardaron en una base de datos para después emplearlas
como estructuras tridimensionales iniciales para el estudio de acoplamiento molecular.

Para validar el método de bisqueda ”LowModeMD?”, se llevé a cabo la superposicién de los
conférmeros generados con respecto a la estructura tridimensional obtenida por cristalografia de
rayos X. La comparacion se realizé utilizando los ligandos Propoxur (con entrada en la base de
datos CSD: HOLJEY), LQM 919 y LQM 996. Para los 3 compuestos los valores de superposicién
fueron menores a 2 A, lo cual indica que el protocolo empleado es capaz de producir estructuras
tridimensionales confiables. En la tabla 8 se muestra el valor de superposicién en A para los 5
conférmeros de menor energia.

Tabla 8: Resultados para la superposicién de los conféormeros de menor energia de Propoxur, LQM 919

v LQM 996
‘ Conférmeros ‘ Valor de superposicién RMSD (A) ‘
‘ ‘ Propoxur ‘ LQM 919 ‘ LQM 996 ‘
\ Rayos X \ 0.0000 \ 0.0000 \ 0.0000 |
\ 1 \ 0.1896 \ 0.0944 \ 0.2512 \
\ 2 \ 1.1621 \ 0.4971 \ 0.5415 \
\ 3 \ 1.1179 \ 0.4766 \ 0.5899 \
\ 4 \ 0.6156 \ 1.3352 \ 1.4413 \
\ 5 \ 1.1619 \ 1.2131 \ 1.3132 \

6.3 Acoplamiento molecular

Esta herramienta nos permite obtener informacién independiente del tiempo sobre los com-
plejos Enzima-Ligando. Se estudiaron los posibles modos de unién: posicién y orientacion del
ligando relativo a la proteina, asi como su conformacién al acoplarse dentro del sitio activo. Esto
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a razon de reconocer las principales caracteristicas estructurales que derivan en las distintas
afinidades de las moléculas por AChE.

El sitio activo en AChE para la hidrolisis de ACh se resalta muy bien en la literatura, por
lo cual en este estudio no fue necesario realizar una busqueda de regiones de reconocimiento en
la proteina.

Con el software MOE, utilizando la herramienta de "Docking” se realizé un acoplamiento
flexible, a fin de permitir cierta tolerancia de movimiento a las cadenas de la proteina sin provocar
cambios conformacionales.

Las condiciones para el protocolo de acoplamiento fueron: posicionamiento del ligando bajo el
método ” Triangle Matcher”, evaluando 1000 posiciones iniciales con una funcién ”London dG” y
reteniendo 50 de menor energia. Después éstas estructuras se refinan mediante una optimizacion
estructural con MMFF94x, se evaltian con la funcién ” Affinity dG” y se conservan 20 de acuerdo
al menor valor de energia libre de unién, AG nisn-

Las funciones empleadas London dG y Affinity dG son llamadas de puntuacién (scoring
functions) debido a que estiman la energia libre de un determinado modo de unién, por medio
de la contribucién lineal de varios términos, las funciones lineales son las correspondientes:

Aff””ty dG AG = Chbfhb + Cionfion + leigfmlig =+ Chhfhh + Chpfhp + Caafaa

Donde: ”C” corresponde a un coeficiente especifico de ponderacion para cada tipo de interaccion
y 7f7 se refiere la fraccion de contacto entre dos Atomos (cercania).
Cada término evalia un tipo de interaccién: "hb” puente de hidrégeno, ”ion” interacciones
tipo Coulomb, "mlig” interacciones que involucren nitrégeno, azufre o algin metal, ”hh” inter-
acciones hidrofobias y polares, ”aa” interacciones entre cualquier par de atomos.

La funcién London dG estima la energia libre por evaluacién de las imperfecciones geométri-
cas(flexibilidad del ligando, puentes de hidrégeno y desolvatacién)

LondondG AG=c+Epes+ Y, cupfup+ Y cufu+ >, AD;
PuenteH Metal Atomoi

Donde: ”¢” representa la perdida o ganancia de entropia debida a movimiento rotacional y
traslacional, ”Ege,” es la pérdida de entropia debido a la flexibilidad conformacional del ligando,
"cgp” y "cnm” representan la energia ideal de un puente de Hidrégeno y una interaccién con
metal respectivamente y ”D;” representa la energia de desolvatacién para cada atomo. Este
modelo matematico no involucra efectos iénicos.

2

De los resultados obtenidos se seleccionaron aquellos con el correcto modo de unién del
ligando, el cual es aquel donde el carbonilo, del grupo acetil (para ACh) y del grupo carbamato, se
encuentre orientado frente a la triada catalitica. De esa manera es probable que ocurra la reaccion
de carbamilaciéon con AChE. Se considerd una distancia limite entre el carbonilo del ligando y el
oxigeno del residuo Ser 256 de 5 A. Se descartaron los acoplamientos que se encontraran fuera de
este rango. En la figura 16 se muestra la superposicién de los resultados para los ligandos ACh,
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Propoxur, LQM 919 y LQM 996. Para cada uno de clusters se determiné la AG,;6n, promedio.
En la tabla 9 se listan los resultados de energia libre de unién para los acomplamientos de ACh,
Propoxur, LQM 919 y LQM 996.

Tabla 9: Resultados de acoplamiento molecular con AChE

AGunisn (kcal/mol)

ACh Propoxur ‘ LQM 919 LQM 996
-9.25 -12.36 -9.91
-9.07 -10.91

Promedio AGunisn (kcal/mol)

| |
| |
-9.78 -13.87 -10.03 -9.70
| |
| |

-9.36 \ -12.38 \ -9.96 \ -9.70

La energfa libre de unién se determina bajo el esquema: AGynisn = AGcomplejo—(AGproteina+
AGligando) > €sta se relaciona directamente con la formacién de interacciones electrostaticas débi-
les entre el ligando y la proteina. Asi pues, la energia de interaccién necesaria para mantener el
complejo se maximiza cuando existe una buena complementariedad enzima ligando.

Con la formacién del complejo activado, la energia de activacion disminuye lo cual da pie a
que ocurra la reaccién enzimatica al facilitar la formacion de un estado intermediario.

Asi pues, a menor energia libre de unién mayor afinidad tendran las moléculas por el sitio
activo de la enzima. Comparando los resultados para los cuatro principales ligandos podemos
observar que Propoxur, LQM 919 y LQM 996 tienen un menor valor de AGy,;4n esto indica
una mayor afinidad por AChE que el ligando natural ACh. Comparando estos datos con los
valores experimentales'? de reduccién de actividad de AChE (Tabla 10), podemos hacer notar
una relacién: a valores menores de AG,isn resultantes del protocolo impuesto de acoplamiento
molecular, mayor es la afinidad enzima-ligando y asimismo mayor es el porcentaje de reduccién

de actividad de AChE.

Ahora bien, suponiendo esta relacién, entonces: compuestos de esta misma naturaleza (car-
bamatos) que tengan un menor valor de AGy;4, respecto al neurotransmisor ACh podran, en
cierto grado, reducir la actividad de AChE. Por el contrario compuestos con mayor valor de
AG nisn respecto a ACh causaran minima o nula reduccién de actividad.

Tabla 10: Comparacion AGynisn € inhibicién enzimética de 4 ligandos

Porcentaje de de reduccién

‘ Compuesto ‘ de actividad AChE ‘ AGunion ‘
| ACh | - | -9.36 |
| LQM 919 | <40% | -9.96 |
| LQM 996 | <40% | -9.70 |
| Propoxur | 99 % | -12.38 |
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(c) LQM 919 (d) LQM 996

Fig. 16: Superposicién de conformaciones para ACh (a), Propoxur(b), LQM 919(c) y LQM 996(d)

Los antecedentes indican que los compuestos de tipo carbamato utilizados comercialmen-
te como garrapaticidas, con modo de accién en AChE, comparten cierta conectividad. Estos
compuestos son del tipo O-Carbamato lo que quiere decir que el oxigeno del grupo funcional
carbamato, se encuentra unido covalentemente a un anillo aromatico.

Partiendo de los resultados para estos cuatro compuestos y empleando el mismo protocolo de
acoplamiento molecular se procedid a analizar una nueva serie de moléculas de tipo O-Carbamato
que nombraremos la serie de compuestos O-LQM presentes en la tabla 5.
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La propuesta de estas moléculas nace de estudios previos en los cuales se evalia la capacidad
ixodicida de compuestos tipo N-Carbamato sobre R. microplus.'? Retomando estos compuestos,
se realizé la respectiva modificaciéon en conectividad (Figura 17) para crear y analizar la serie

de moleculas O-LQM, que se emplea en el presente trabajo.

MH ] 0 MH
- ™ - -
] 7 \H/ R, Ry \H/ Ry
s O L O
(a) N-Carbamato (b) O-Carbamato

Fig. 17: Estructuras generales para diferentes moléculas carbamato.
Donde: Rs es metil o etil

En las figuras 18 a 21 se muestran los resultados de acoplamiento molecular de la serie
O-LQM como clusters de la superposicion de los modos de uniéon. En las tablas 11 a 14 se

encuentran los resultados de AGynisn para cada uno de estos clusters.
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(c) O-LQM 667 (d) O-LQM 903

Fig. 18: Superposiciéon modos de unién para los compuestos O-LQM 006, 181, 667 y 903

Tabla 11: Resultados de acoplamiento molecular para los compuestos O-LQM 006, 181, 667 y 903

AGynisn (kcal/mol)

0-LQM 006 0-LQM 181 0-LQM 667 0-LQM 903
-10.91 -11.87 -13.75 -11.13
-10.77 -11.04
-10.66
-10.21

Promedio AGynisn (kcal/mol)
-10.64 -11.45 | -13.75 -11.13
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(c) O-LQM 914 (d) O-LQM 917

Fig. 19: Superposicién modos de unién para los compuestos O-LQM 904, 906, 914 y 917

Tabla 12: Resultados de acoplamiento molecular para los compuestos O-LQM 904, 906, 914 y 917

AGynisn (kcal/mol)

O-LQM 904 O-LQM 906 O-LQM 914 O-LQM 917
-10.02 9.27 9.75 9.83
-9.62
-9.22

Promedio AGunisn (kcal/mol)
-10.02 -9.27 | 9.53 -9.38
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(c) O-LQM 934

(d) O-LQM 935

Fig. 20: Superposiciéon modos de unién para los compuestos O-LQM 919, 932, 934 y 935

Tabla 13: Resultados de acoplamiento molecular para los compuestos O-LQM 919, 932, 934 y 935

AGynisn (kcal/mol)
O-LQM 919 O-LQM 932 0O-LQM 934 0O-LQM 935

-9.48 -13.35 -10.45 -10.70
-12.78 -9.77 -9.86
-12.68 -9.61
-12.60
-12.30
Promedio AGuynisn (kcal/mol)

-9.48 -12.74 | 10.11 10.06
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(a) O-LQM 936

(¢) O-LQM 939 (d) O-LQM 996 (e) O-LQM 997

Fig. 21: Superposicién modos de unién para los compuestos O-LQM 938, 939, 996 y 997

Tabla 14: Resultados de acoplamiento molecular para los compuestos O-LQM 938, 939, 996 y 997

AGunisn (keal/mol)

O0-LQM 936 O0-LQM 938 O0-LQM 939 O-LQM 996 O0-LQM 997
-11.47 -10.95 -13.99 -10.83 -12.85
-11.09 -10.58 -12.62 -10.56 -12.70

-10.47 -12.53
-10.38
-10.05
Promedio AGunisn (kcal/mol)
-11.28 | -10.49 | -13.31 | -10.70 | -12.69
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Tabla 15: Resultados de acoplamiento molecular AChE

Ligando AGunisn Ligando AGunién Ligando AGunisn
0-LQM 667 -13.75 O-LQM 903 -11.13 LQM 919 -9.97
O-LQM 939 -13.31 O-LQM 996 -10.70 LQM 996 -9.70
O-LQM 932 12.74 O-LQM 006 -10.64 O-LQM 914 9.53
O0-LQM 997 -12.69 O-LQM 938 -10.49 0-LQM 919 -9.48

Propoxur -12.38 O-LQM 934 -10.11 O-LQM 917 -9.38
O-LQM 181 -11.45 O-LQM 935 -10.06 ACh -9.36
O-LQM 936 -11.28 O-LQM 904 -10.02 O-LQM 906 -9.27

En la tabla 15 se muestran los resultados de acoplamiento molecular de los compuestos
estudiados en orden creciente respecto a su energia libre de union.

Se observa que el ligando natural ACh posee el menor valor de AG, s, esto indica que
todos los compuestos aqui evaluados tienen mayor afinidad teérica por AChE, lo cual sugiere
que, en cierta medida, son capaces de realizar una reduccién de la actividad. En otras palabras,
existird una inhibicién competitiva de las moléculas de carbamato por la enzima, al acoplarse
en el mismo sitio que el ligando natural.

En este sentido, comparando las afinidades de los compuestos respecto a propoxur, observa-
mos que las moléculas O-LQM: 667, 939, 932 y 997 muestran una mejor complementariedad en
el complejo con AChE, sin embargo este no es un resultado definitivo para determinar molécu-
las candidato a ixodicidas. Se realizaron simulaciones de dindmica molecular para estudiar la
estabilidad dinamica de los modos de unién obtenidos por docking.
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6.4 Dinamica Molecular

Esta técnica permitié estudiar el comportamiento y estabilidad dindmica de los diferentes
sistemas de generados para AChE, en su forma ”apo” (estructura proteica sin ligando) y en su
forma ”holo” (estructura proteica en complejo con algin ligando).

Para lograr la estabilizacién de los sistemas se desarrollo un protocolo de 3 etapas presentado
en la tabla 16.

Tabla 16: Protocolo de dindmica molecular

Etapa Tiempo (ps) Condiciones T(K), P(kPa)
\ Calentamiento \ 100 \ T=(0,300) |
| Equilibrio | 300 \ T=300 \
\ Produccién \ 2000 \ T=300 P=101 \

Se realizaron las simulaciones de dindmica molecular partiendo de los sistemas generados en
el paso de acoplamiento molecular, los cuales se prepararon de acuerdo a la metodologia indicada
(5.3) y se corrieron utilizando el software NAMD.

Debido a que partimos de un sistema minimizado y que proviene de una estructura definida
por cristalografia de rayos X se decidi6 iniciar el protocolo con una etapa de calentamiento
progresivo de 0 K hasta 300 K, temperatura ambiente aproximadamente. A continuacién se
realizé una etapa de equilibrio imponiendo T=300 K, esto con la finalidad de estabilizar las
velocidades de los atomos y asegurar una temperatura constante. Por tltimo, se impuso una
presién de 1 atm en la cual se estabiliz6 el volumen de la celda periédica.

Una vez que el sistema se encuentra en equilibrio se procede a calcular propiedades de
interaccion Enzima-ligando.

Para determinar que las condiciones empleadas fueron las éptimas, se determiné perfil de
energia potencial de todos los sistemas y se calculé el valor de RMSD a lo largo de la trayectoria
empleando el software VMD. En la figuras 22 y 23 se muestran los gréaficos resultantes para la
trayectoria de dindmica molecular del modelo de AChE libre.
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Energia potencial vs tiempo
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Fig. 22: Perfil de energia potencial durante la trayectoria de la proteina en su forma libre

3.5

25

RMSD (A)

15

0.5

0 500 1000 1500 2000 2500
Tiempo (ps)

Fig. 23: RMSD para la trayectoria de la proteina en su forma libre

Los perfiles de energia potencial (Figura 22) indican el equilibrio energético de los siste-
mas. Para el caso de los complejos enzima-ligando el modo de interaccién se realiza de manera
constante.

Se empleo el cilculo de desviacién cuadritica (RMSD) para la trayectoria de dindmica mo-
lecular, como parametro de estabilidad estructural. Los valores se obtienen al comparar la es-
tructura inicial de la simulacién (¢ = 0) con cada tiempo obtenido durante la trayectoria.

La tendencia definida en la figura 23 alrededor de 2.5 A indica que, a partir de ese punto las
fluctuaciones del movimiento en las cadenas proteicas disminuyen. Esta variacion estructural de
la proteina se debe a el movimiento de cadenas variables ”loops” y regiones terminales asi como
la introduccién de moléculas de agua a la hendidura de AChE.
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En la figura 24 se evalta el comportamiento estructural de los complejos obtenidos por aco-
plamiento molecular. El complejo con ligando natural ACh, mostré el menor valor de RMSD lo
cual quiere decir que se logro la estabilizacién del complejo en un tiempo mas corto de simula-
ciéon. En contraste el complejo con ligando propoxur requirié mas tiempo para estabilizarse, lo
cual quiere decir que es necesario un re-arreglo de las cadenas de aminodcidos para que exista
una buena interaccién dentro del sitio AChE.

Para el caso del compuesto LQM 919 la fluctuacién de los valores de RMSD disminuyo
alrededor de 1500 ps durante la etapa de produccién asi mismo para el compuesto LQM 996 la
estabilizacién estructural se produjo en ese lapso. No obstante los valores para RMSD de este
atimo fueron menores indicando una menor desviacién estructural de la proteina.

Propoxur

= QM 919

RMSD (A)
N

= —| QM 996
g — A ch

0 300 600 900 1200 1500 1800 2100 2400

Tiempo (ps)

Fig. 24: RMSD para la simulacién de 4 sistemas Enzima-Ligando
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Con el software MOE se realizd el perfil de interaccién de los complejos enzima-ligando
PLIF (Protein ligand interaction fingerprint), el cual nos permite identificar que aminodcidos
interactian directamente con el ligando durante la estabilizacién del sistema. Esto nos da una
pauta para identificar las diferencias en los sistemas en el reconocimiento enzima-ligando.

En la figura 25 observamos el conjunto de interacciones a larga distancia entre el ligando ACh
y la enzima AChE. Cada 0.5 ps de la trayectoria de dindmica molecular se analizé la existencia
de puentes de hidrégeno, interacciones electrostaticas, interacciones hidrofébicas o hidrofilicas;
las cuales se representan como una linea horizontal negra en la figura. De esa manera observamos
cuales aminodcidos interactian directamente con el ligando, en la tabla 17 se muestran estos
resultados para 4 ligandos.

W'

= o -_—
Tip Tyr Ser Trp His H20 H20  H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20
137 178 256 384 494 W3062 W3426 X4789 X4830X4892X4895 X4896  X4993X5405

Fig. 25: Perfil de interacciones AChE-ACh

Tabla 17: Residuos de AChE involucrados en la estabilizacién de los sistemas

Aminoécidos de importancia

Ligando
ACh Trp 137 Gly 176 Glu 255
Propoxur Trp 137 Gly 176 Trp 384
LQM 919 Tyr 178 Glu 255
LQM 996 Tyr 178 Glu 255

Tomando esto en cuenta, los compuestos cuya interacciéon con AChE se asemejen a Propoxur
deberan tener semejante actividad de inhibicién.



7. CONCLUSIONES

Se aplicé un modelo tedrico para el estudio de sistemas receptor-ligando que permitio es-
tablecer la relacién de actividad inhibitoria - estructura de compuestos tipo carbamato de
etilo frente a la enzima AChE, en concordancia con los reportes experimentales.

Mediante la técnica de modelado por homologia se construyé un modelo proteico, para
la enzima AChE del organismo R. microplus. con un porcentaje de identidad del 50 % de
utilidad para analizar su estructura tridimensional.

Se evaluo la calidad estructural del modelo de homologia por medio de la superposicién con
la plantilla utilizada logrando un valor de 0.72 A, con el mismo motivo se determinaron las
combinaciones angulares en la representacién de Ramachandran obteniendo sélo 6 residuos
con conformaciones no permitidas.

Utilizando el modelo creado para AChE se realizé la técnica de reconocimiento molecular
(Docking) para generar sistemas enzima-ligando.

Se aplicé y validé un protocolo de acoplamiento molecular para determinar las interac-
ciones enzima-ligando en funcién de la estructura para emplear los ligandos: acetilcolina
(ACh), propoxur, LQM 919 y LQM 996. Los valores determinados concuerdan con los
datos experimentales.

Empleando el protocolo de acoplamiento molecular se valoraron las afinidades de una nueva
serie de moléculas propuesta, resultando 4 compuestos con una mayor afinidad teérica por
ACHhE respecto al propoxur. Las claves de los compuestos son O-LQM: 667, 939, 932 y
997.

Se cre6 un protocolo bajo las condiciones de temperatura 300 K y presion 1 atm, para
realizar simulaciones al equilibrio de dindmica molecular y determinar las interacciones
enzima-ligando de importancia en la estabilizacién de los complejos.

Se evalu6 el protocolo de dindmica molecular mediante el calculo de propiedades al equi-
librio: Perfil de energia potencial y calculo de RMSD de trayectoria.
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