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Resumen

“orctivo de este trabajo fue disefiar un potencial nuevo farmaco inhibidor de la enzima Acctilcolinesterasa,
ndo como base para su disefio, las propiedades farmacoféricas de Calyxaminas A y B y su sitio de enlace
tilcolinesterasa, utilizando la innovadora téenica de Nanotcenologia Computacional.
se utilizaron programas compultacionales de ultima generacion, quc apoyan actualmente las
ioncs nanotectologicas y bioinformaticas a nivel mundial como SYBYL", Autodock, Gaussian®,
'CFS Chimera® y otros.
10 ¢l sitio de enlace de Calyxaminas A y B con la Acetilcolinesterasa y en base a este complejo
> virtualmente, se disefiaron miles de derivados que fucron completamente evaluados. Se analizé
lamente las intcracciones entre Jos farmacéforos de Calixaminas vy sus derivados. con los residuos de
tdos en cl sitio activo de Acctilcolinesterasa para seleccionar un candidato lider.
le esta investigacion se obtuvo un potencial firmaco como candidato lider con una afinidad de enlace
=wor de la que poscen Calyxaminas A v B con la Acetileolinesterasa.
~Zicionalmente se determind con exactitud cudl es el sitio en la cnzima en el que sc enlazan Calyxaminas A
S v sus derivados.
mipacto de esta mvestigacion en la rama dc la salud, es el aporte que representa para Guatemala la bisqueda
>vos farmacos. que potencialmente puedan convertirse cn lideres en el mercado, utilizando la téenica
no intcligente de medicamentos que ofrece la Nanotecnologia Computacional.
or agregado, sc espera que trabajos de esta naturaleza, impulsen el desarrollo de la investigacién
ca en Guatemala para alrontar los retos del nuevo milenio.
de Nanotecnologia Computacional en ¢l disefio de farmacos, es de un costo sumamente bajo en
acion con los costos actuales de las metodologias tradicionales en el disefio de drogas, lo cual implica
temala tiene a su alcance la posibilidad de disefiar farmacos novedosos que sean alternativas de
1 a2 problemas de salud especificos de nuestra region,
nto al desarrollo de farmacos contra la Enfermedad de Alzheimer, esta alternativa ofrece la ventaja
er uno o mas candidatos lideres, al disefiar, clucidando “in silico™ el sitio activo de la enzima que se
caicre inhibir y su interaccién directa con el potencial [drmaco, (no a mancra de prueba v error como hasta
orz se realiza y que representa millones de doélares para obtener un candidato lider).
ducto de esta investigacion (candidato lider y probable farmaco contra la Enfermedad de Alzheimer)
llegar a convertirse en un futuro en un mejor tratamiento para csta enfermedad que actualmente alcanza
= 17000 personas en Guatemala (Asociacion Guatemalteca contra el Alzheimer, 2007) y de impacto econdémico
-omercial a escala mundial en el tratamiento dc una de las enfermedades méas comunes de 1a tercera edad
v zheimer’s Desease Internacional, 2009),

e

:bras claves: Nanotecnologia Computacional, Calyxaminas, docking, Disefo intcligente de drogas,
~czuleolimesterasa, Propiedades Farmacoforicas.
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Elucidation of the reaction site of Calyxamines A and B in Acetylcholinesterase and
design of a drug derived from Calyxamines A and B, potentially active against
Alzheimer's Disease through computational nanotechnology.

Abstract

The aim of this work was to design a new compound that successfully inhibits Acetylcholinesterase, based
on the pharmacophoric properties of Calyxamines A and B and their link to the active site of Acetylcholinesterase,
using the innovative technique *Computational Nanotechnology™.

To achicve this, we used a top of the line computational programs that currently support worldwide research
in drug design as Sybyl™, Autodock, Gaussian® VMD, Chimera UCFS* and others.
We clucidated the binding site of the Calyxamines A and B on the Acatvlcholmestcrase and the virtually
complex they formed.

Thousands of compounds were designed “in si/ico™ and their pharmacophoric activities fully evaluated on
the active site of Acctylcholinesterase.

Then, through a rigorous chemical analysis of the interactions, was recognized a single lead drug candidate,
Finally, we found an organic compound that has a higher binding affinity to the Acetvlcholinesterase than
Calyxamines A and B, and knows exactly the binding site of these amines on the Acctylcholinesterase, using
a method that has been called "intelligent drug design".

The impact of this research in the field of public health, is the contribution by our country in the design of
potentially new drugs, aided by the new technique of “intelligent design drugs™ that provides Computational
Nanotechnology.

Furthermore, this contribution to science is expected to achieve an advance in the development and progress
in the scientific research activitics in Guatemala.

The use of Computational Nanotechnology in drug design is cheaper compared with current drug design
methodology, which implics that Guatemala has the potential to design new drugs drugs to unravel in our
region specific health problems.

In the development of active drugs against Alzheimer's Discase, this alternative has the advantage of design,
constructed on the active silc of the enzyme that wants to inhibit, on a directly way (and not by tcst and error
as with the methods developed so far and that represents a cost of millions of dollars to get a lcader candidate),
potentially new candidates against the disease. This work is a contribution in a possible treatment of Alzheimer
Disease, that currently reaches 17,000 people in Guatemala (Guatemalan Association against Alzheimer,
2007), and has an cconomic impact of global scale in the treatment of one of the most common diseascs of
the elderly (Alzheimer's Diseasc International, 2009).

Key words: Nanotechnology, Calyxamines, docking, intelligent drug design, Acetylcholincsterase,
Pharmacophoric Properties.
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Introduccion

_zs Calyxaminas fueron aisladas de Calyx Podatvpa,
=z zsponja marina del Caribe mesoamericano, por
Jodriguez v Cobar en 1997 (Rodriguez, A ef al.

-=7 ) v sintetizadas por primera vez por Vasquez y
_oozaren 2003, reportandose su inhibicion contra la
-mzma Acetilcolinesterasa (Cobar, O er al. 2005)

o otra parte, las técnicas de “diseflo inteligente de
e in silico”, que se basan en la prediccion y
______ urauon de ptopledades farmacoforicas de
-culas organicas por medio de programas
_Huom]es, permiten el desarrollo eficiente,
0 v economico de nuevos farmacos. Este campo
ha ?ox,uonado en los tltimos diez afios, como la
~onica lider v de vanguardia para la obtencién de
“=vos medicamentos para el tratamicnto de maltiples
—~rermedades. (Song, C ef ¢f. 2009).

1 que Calyxaminas A v B son compucstos
—cvedosos con potencml actividad contra la
<rmedad de Alzheimer y su rcciente sintesis
ica. se buscod determinar cual es el sitio activo
ctilcolinesterasa por el cual ambos compucstos
ben esta enzima y estudiando sus interacciones,
ejorarse la eficiencia del enlace Calyxamina-

zima. modificando los grupos quimicos
—-~cionales de Calyxaminas Ay B.

~o resultado, sc propone un nuevo compuesto
=0 tfarmaco lider, derivado de las Calyxaminas,
1 se infiere su accidn especifica, y se podra
Iras investigaciones) sintetizar quimicamente
es de gramo, teniendo una alta certeza de su
“icacia y eficiencia en el tratamiento de la
nrermedad de Alzheimer.

Materiales y Métodos
“onsideraciones Generales.
_ = husqueda de una sccuencia canonica fue el primer
pa en la determinacion de una estructura optima
<obre la cual se discfié el derivado de Calyxamina.
_nz vez obtenida, se procedio a crear un archivo
~dh (protein data bank) de la proteina (sin su
snformacion terciaria), con el objeto de poder
ar las 85 secuencias obtenidas de las estructuras
v reportadas hasta esta fecha (www.pdb.org)
~re Acetilcolinesterasa, con lo cual xe realizd una
-~ mera discriminacién basada en la estructura
-maria de las sccuencias.
_os resultados fucron tabulados y graficados para
-=zener una idea clara del estado del total de los

Modelaje Molecular de Calyxamina A v B.
Minimizacién de energia y obtencion de su geometria
molecular total, utilizando Avogadro/Linux, como
primera aproximacion para la obtencién de
coordenadas X, Y, Z.

Modelaje Molecular de Calyxamina A v B utilizando
el “basiy set” STO-G3 en GAMESS/Linux basada
en los resultados obtenidos en Avogadro.
Modelaje Molecular de Calyxamina A y B:
minimizacién de energia y gcometria molecular total
utilizando SPARTAN 08%/Windows, comio primera
aproximacion para la obtencion de coordenadas X,
Y, Z.

Modclajn, Molecular de Calyxamina A v B utilizando
STO-G3 en ChemOffice como interface para
GAMESS para Windows.

Para la determinacion de las Frecuencias respectivas,
se utilizd STO-G3, con lo cual se computaron las
constantcs I131n.oqulmlcas Cv, Cp, 8, H, E, G
utilizando SPARTAN 08%/Windows.

Se recalizé la descripeion de las Propicdades
Farmacoféricas de Calyxaminas A y B, obteniendo
su relacion QSAR-ADME basadas en lo calculado
en CoMSIA de SYBYL®, obteniendo las
descripciones de los grupos quimicos potencialmente
activos:

Hidrofobicidad

Aromaticidad

Aceptores/Dadores de puentes de Hidrdgeno
Potencial clectroquimico y estérico.

CLogP

Cocficicnte de Refractividad

Las estructuras y propiedades obtenidas de
Calyxaminas A y B, se almacenan en formalos
compatibles con SYBYL® y Autodock 4.01.

La descripcion bioquimica de la Acetilcolinesicrasa
se obtuvo mediante el programa
MOLCAD/SYBYL"/Tripos.

Para el proceso de enlace automatizado (docking)
entre Calyxamina-Acetilcolinesterasa, se utilizo el
programa Autodock 4.01.

Medicidn de las Energias de Enlace.

Se utilizo el programa APBS -Adaptive Poisson-
Boltzmann Solver- Version 5.1- desarrollado por
Nathan A. Baker, con las siguicntes caracteristicas
(citados en Inglés para cvitar confusiones de
traduceidn):

Vpbector: Using max ion radius (2 A) for exclusion
function.
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Debye length: 30.4285 A

Current memory usage: 62,004 MB total, 62.004
Mb high water

Using cubic spline charge discretization.
Grid dimensions: 63 x 65 x 65

Grid spacings: 1.593 x 1.825 x 1.758

Grid lengths: 101.970 x 116.792 x 112.494
Grid center: (-2.128, -0.380, 0.224)

Multigrid levels: 5

Docking.

Los “docking”™ s¢ efectuaron mediante cl programa
Autodock 4.01 con las siguientes caracteristicas:
(Toda otra caracteristica que no sc incluye en esta
lista, fue asignada por defaull segiin las caracteristicas
que trae predisciiadas el programa).

Nuamero de corridas en Algoritmo Lamarkiano: 100.
Tamaio de la poblacién: 300.

Miaximo Niumero de Evaluaciones: 2.5 millones.
Numero Méaximo de Generaciones: 27,000.
Numero méximo de individuos que sobreviven por
cada corrida: 1.

Nuamero de gencraciones de las cuales se escoge cl
peor individuo: 10.

Disenio de Derivados.
Sc utilizé SYBYL® para desarrollar un grupo de
derivados de las Calyxaminas,

Para obtener este grupo de derivados se utilizo el
modelo de Calyxamina previamentc construido y
adicionalmente modelado De¢ la misma forma se
construyd y modeld una moléeula de Acetileolina,
también evaluada en presencia de la
Acctilcolinesterasa en un docking “in silico”, en
donde se encontré que la Acetilcolina y la
Calyxamina poseian lugares de reaccién en comun.

Scleccidn del candidato lider.

A todas las serics de compuestos, se les calculd sus
propiedades farmacofdricas y constantes
fisicoquimicas utilizando relaciones QSAR-ADME
“in silico”.

Posteriormente se sclecciond y estudid un mapa
topologico de los compuestos que tuvieron los
mcjores resultados.

El mejor compuesto encontrado fue extraido en
forma de complejo virtual computacional cn conjunto
con la cnzima y se le rcalizd un “Docking
Lamarkiano™.

Sc estudiaron dos compuestos como candidatos
probables, codificados con los nimeros 12857 y
5082. en este informe solamente se han adjuntado
los resultados obtenidos para el compuesto 5082 al
posecr mejores constanies v porque los resultados
obtenidos para 12857 carecen de importancia, pucs
no fucron realizados para la misma enzima cstandar,

Resultados y Discusion.

A continuacion se muesiran los resultados en tablas y graficas que cxplican los resultados obtenidos
experimentalmente.

’ E H G cv cP
KCAL/MOL KCAL/MOL  KCAL/MOL CAL/MOL-K CAL/IMOL-K CAL/MOL-K J
! ELEC. 0 0 0 0 0 0 ‘
’ TRANS. 0.889 1.481 -10.964 2.981 4.968 41.741
ROT. 0.889 0.889 -8.609 2,961 2.981 31.855 ‘
! VIB. 222611 222,611 210.189 46.298 46.298 41.665
| TOTAL 224.389 224.981 190.616 5226 54.247 115.26 ‘

Tabla | Constantes Fisicoquimicas Obtenidas para Calyxamina A (Gamess/Windows)
I'=energia, H= cntalpia, G =cnergia libre de Gibbs, CV=capacidad calorifica a volumen constante, CP=capacidad calorifica
a presion constante, S=entropia, ELEC=Energia Electrostatica, TRANS=Encrgia Traslacional, ROT=Encrgia Rotacional,
VIB=Energia Vibracional. TOTAL=Sumatoria de todas las cnergias de enlace.

10
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Grafica 3: Ligandos Evaluados para la Acetilcolinesterasa.

ACE_ACHE . -7.099 2.651 37.8577 2.405
CALYX -3.249 4,2466 34.0902 : 3.3351
12857 -0.3364 5.5031 12.9965 5.2402
: 18978 1.922 5.2167 13.0249 1.8875
: 5082 2.98 6.1443 13.2917 1.8875
7191 2.98 6.1443 13.269 2.405

Tabla 2. Propiedades Farmacoforicas Scgunda Seric de Derivados.
R=Columna de Refractividad Molar, CMR=Error: Mcdida de dificultad encontrada al calcular MR para csta molécula.
“logP- Coeficiente del Logaritmo de Particion, ClogP LRROR=Medida de la dificultad encontrada al caleular ClogP,

11
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La grafica 1 muestra la estructura tridimensional de la enzima, si potencial electrostatico v su sitio activo,
adicionalmente se pucde visualizar la ubicacion de la molécula de Calyxamina dentro del mismo y su
comparacion con el compuesto 5082.

En la grifica 2 se muestran las interacciones cercanas entre algunos de los compuestos evaluados y los residuos
de aminodcidos del sitio activo de la cnzima.

En la grafica 3, se observa el mapa topoldgico de interacciones farmacoféricas positivas y negativas para el
potencial hidrofébico de los cuatro mejores disefios encontrados en base a la estructura de Calyxamina.
L'n las tablas 1 y 2, se enlistan las constantes fisicoquimicas y propicdades farmacoforicas de algunos de las
moléculas estudiadas.

En representacion de bolas y barras, en color naranja se observan los aminoacidos hidréfobos en ¢l sitio activo
de la Acetilcolinesterasa;

12857 3.2098 | 7191 6.9308

Tabla 3. Potencial HidrofGbico

En el esquema, las moléculas se representan en forma de “bolas y barras™, de color azul s¢ observan los
aminoacidos hidrofilos en ¢l sitio activo de la Acetilcolinesterasa; la molécula disciiada (candidato) en colores
de acucrdo al tipo de atomo (C,H,N,0). Los mapas farmacoforicos de interacciones electrostaticas positivas
se observan de color azul. las interacciones clectrostaticas no favorables se observan de color rojo. Debajo
de cada grafica al lado izquierdo y resaltado en negrilla se encuentra el cédigo numérico asignado al compucsto;
al lado derecho y sin resaltar se encuentra el punteo asignado al campo farmacoférico para esec compuesto.
Todas las interacciones se pueden observar representadas cada una como una esfera de color verde, la
Acetilcolinesterasa estd representada en esquema de lineas de color blanco.

12
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Comida No. A (nica B Unica Acetilcolina 5082
Z2rgo 11 21 11 11
Zoergiz de Enlace -7.59 -6.41 -3.47 -4.62
Somstante de Inhibicion -Ki- 2.74uM 20.14pM 2.84uM 407.97uM
Emergia Intermolecular -7.89 -7.3 -4.67 -6.71
Zmergiz Interna -0.12 -0.15 0.32 -0.07
Z-ergia Torsional 0.3 0.89 1.19 2.09
=-=gria Extendida de No enlace 1 -0.12 -0.15 -0.32 -0.07
We=ciz de |la Raiz Cuadrada (RMS) a 0 0 0.0
=MS de Referencia 206.6 123.51 123.22 17.95
ZSciencia de Ligando -0.54 -0.46 -0.35 -0.29

Tabla 4. Comparacidén entre ¢l compuesto 5082 y las moléculas de referencia.

=== ‘os 4 mejores compuestos encontrados el
-zl electrostatico es muy cercano, Este potencial
- “=~z principalmente al poder idénico del grupo
<= Jue esta presente en todos los compuestos. Es
~-s-5lz observar que para 18978 y para 12857, el
~--==c:z] cambia debido la interaccion idnica que
ntran sus miembros. El valor de interaccidn
wor, estd reflejado por el mayor campo
atico positivo (azul) encontrado, menos el
= campo electrostatico desfavorable (rojo).
- =<te motivo, aunque ¢l compuesto 12857 tiene
—=vor potencial electrostatico total, su valor es
==uor que ¢l de 18978.

il

e gy

~~:7c2 4. Interacciones electrostaticas del compuesto 3082.

- =<1z crafica pueden observarse las interacciones
=lectrostaticas representadas para la
- colinesterasa en un campo de Van der Waals

o ¢en toda su superficie.

1z del nivel electrostatico se aprecia en el

ierdo de la grafica,

olécula 5082 es posible observar ¢l campo

ico de color azul.

lectrostatico de 5082 aqui mostrado es
se encuentra principalmente formado por

) éster, el cual es ¢l grupo base con cl cual

=-z12 la enzima.

=
=

13

La molécula 3082 ha sido seleccionada como ¢l
mejor candidato de todos los generados y evaluados
en esta investigacion. Esta seleccion se ha basado
en todos los parametros previamente discutidos.
Aungque todos son importantes, probablemente los
dos parametros que dan una idea mas inmediata de
la calidad del candidato escogido son ClogP vy la
energia libre de enlace enzima-ligando.

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

En la grafica 4, también pueden apreciarse tres puntos
principales. El de mayor tamaiio indica el mejor sitio
activo de 5082 en la Acetilcolina, base al cual fue
disefiado 5082,

La cara opuesta de la enzima tambicn presenta otras
varias interacciones que marcan otros sitios de
reaccion para 5082, estos otros sitios también ¢stan
relacionados con otros encontrados para la
Acetilcolina.

En base a las propiedades determinadas para la
Acetilcolinesterasa fue posible encontrar una serie
de sitios activos presentes en la enzima, cuya funcion
es hidrolizar la Acetilcolina y los cuales estan de
acuerdo con lo previamente reportado experimental
y teorico en la literatura.

Los sitios activos presentes en la Acetilcolinesterasa
para Calyxamina A, Calyxamina B y Acetilcolina,
son practicamente los mismos, existen pequciias



TOL. 21 No 2 REVISTA CIENTIFICA

\ =
ANO 2011

FACULT.

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES QUTN‘TTCAS Y RIOLOGICAS
AD DE CTENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA
UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA

diferencias entre los aminodcidos que paseen
preferencia en la interaccion entre las tres moléculas,
perc bdsicamente se puede decir que estos
aminoacidos generalmente son Fenilalanina,
Tripiéfano y Tirosina.

Existe un sitio activo principal cn la
Acetilcolinesterasa, determinado por el hallazgo
recurrentc de muy bajas energias de enlace libcradas
para la interaccion de todas las moléculas afines
sustrato-Acetilcolinesterasa que fucron evaluadas
cn csta investigacion,

Diche sitjo activo se ubica csencialmente alrededor
de la TYR337, con 111:D01L*1111f“: interacciones
aportaaas por PHE298 v PHHE337.

Se han obtenido varios derivados que rnﬂjoramn ia
energia de enlace desplegada Calyxaminas Ay By
A(.etltc,ollnu. dentro de eilos se ha sele f.(.lOl‘ld.CL(J a
5082 (3-metii-5-fenilpentilacetato) como ¢l mejor
candidato lider encontrado en esta scric de
compuestos disefiada. basandose en la excelente
calidad de sus propicdades farmacoforicas
encontradas, dentro de ellas.
Es mas afin a la Acetilcolincsticrasa que 1a
lcoli DErD MENnos qnf‘ las ia yXaminas.
2.98, siendo el ClogP idea [ cercano @
‘\“ (,Uh‘sl("“-& \a!"}[ Obteﬂiut.: COmo bueno.
Aungue en su evali ficién- fisicoquimica total cs la
segunda mejor cn la lista, el analisis global de los
resultados la ubican como la primera opciomn.
Posee ex (.Lu,m., ‘.a.luadm hidréfobas.
iligis de hidrogenos dadores
ubicacn 1.98 s :ﬂdo uno de fos mcum i
obtenidos.

Se considera que guimicamentc 3-metil-5-
fenilpentilacetato posee una estructura quimica facil
de sintetizar ya que unicamente esta constituido por
un anillo aromédtico v una cadena alifatica que termina
en grupo ¢ster. Ademads cs posible decir que su
sintesis puede partir de compuestos cconomicos y
faciles de encontrar.

Se ha corroborado la cficiencia del enlace 3-metil-
5-fenilpentilacetato-Acetilcolinesterasa mediante la
realizacion de un “docking”, €l cual ha demostrado
que la afinidad de cste compuesto es superior a la
de la Acetilcolina.
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