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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer es un trastorno neurodegenerativo progresivo que afecta
funciones cognitivas como la memoria, el lenguaje y el comportamiento. Una de las principales
alteraciones observadas en esta enfermedad es la disminucion de los niveles de acetilcolina, un
neurotransmisor esencial en la transmision de sefiales en el sistema nervioso central. La
acetilcolina es degradada por la acetilcolinesterasa (AChE), por lo que inhibir su accién podria
mejorar la funcion colinérgica y mitigar los sintomas cognitivos asociados con la enfermedad
de Alzheimer. El objetivo de este estudio fue identificar metabolitos secundarios presentes en
liquenes con alta afinidad por la AChE. Para ello, se emplearon métodos como el cribado virtual
mediante acoplamiento molecular, el analisis de propiedades fisicoquimicas, farmacocinéticas
y de toxicidad, asi como simulaciones de dinamica molecular. Se optimizaron 251 metabolitos
secundarios obtenidos de la base de datos LDB. La estructura de la AChE se extrajo del PDB-
RCSB, se completdé mediante homologia y se evalud su calidad utilizando el diagrama de
Ramachandran. Del andlisis de cribado virtual, se identificaron 33 compuestos que mostraron
mayor afinidad, cuyas propiedades ADMET fueron analizadas. Los compuestos 172, 179, 201
y 225 demostraron la capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica, ademas de presentar
mayor afinidad que el farmaco de referencia. Las simulaciones de dindmica molecular
permitieron analizar la estabilidad del complejo AChE-ligando. En conclusion, se observo que
el compuesto 172, identificado como calicina, se perfila como un candidato prometedor para el

desarrollo de terapias dirigidas al tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

Palabras claves: Acetilcolinesterasa, Alzheimer, cribado virtual.
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ABSTRACT

Alzheimer’s disease is a progressive neurodegenerative disorder that affects cognitive functions
such as memory, language, and behavior. One of the main alterations observed in this disease
is the decrease in acetylcholine levels, a neurotransmitter essential for signal transmission in
the central nervous system. Acetylcholine is degraded by the enzyme acetylcholinesterase
(AChE); therefore, inhibiting its activity could enhance cholinergic function and mitigate the
cognitive symptoms associated with Alzheimer’s disease. The aim of this study was to identify
secondary metabolites present in lichens with high affinity for AChE. For this purpose, methods
such as virtual screening via molecular docking, analysis of physicochemical, pharmacokinetic,
and toxicity properties, as well as molecular dynamics simulations, were employed. A total of
251 secondary metabolites obtained from the LDB database were optimized. The AChE
structure was retrieved from the RCSB-PDB, completed through homology modeling, and its
quality was assessed using the Ramachandran plot. From the virtual screening analysis, 33
compounds with higher binding affinity were identified, and their ADMET properties were
evaluated. Compounds 172, 179, 201, and 225 demonstrated the ability to cross the blood-brain
barrier and showed greater affinity than the reference drug. Molecular dynamics simulations
were used to assess the stability of the AChE—ligand complex. In conclusion, compound 172,
identified as calycin, stands out as a promising candidate for the development of therapies

targeting Alzheimer’s disease.

Keywords: Acetylcholinesterase, Alzheimer’s, virtual screening.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-v#=x. UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE CATOLICA
TESIS UCSM Z  DE SANTA MARIA
INDICE
DEDICATORIA
AGRADECIMIENTOS
RESUMEN
ABSTRACT
INTRODUCCION ..ottt sttt sts st en st n st ne et s st en st s e s et enenenans 1
HIPOTESIS ..ottt 3
(@] 2N/ 3 1 VL@ L TN 0 SO0 ST TRUTRRIN SNt S S 4
CAPITULO . MARCO TEORICO......cooiiiiiiiiiiereenseieisieassessiss s sensissessstssenessssssessenssensensnsas 5
1.1. Enfermedades NEUrOOEQENEIAtIVAS ........ccccueveiierririeieesiesieeeee et 6
I S €1 < 1 To = o [ USROS 6
1.1.2. Clasificacion de enfermedades neurodegenerativas............ccccevvveveeieieenesinennnn, 7
1.1.3.  Laenfermedad de AlZNEIMEr .........c.coueiiiiieiiiie et 7
1.1.4. Sintomas y estadios de la enfermedad de AlZheimer ...........cccccoceoviirenninieneenn. 8
1.1.5. Fisiopatologia de la enfermedad .............cccooveiiiiiiiicii e 9
1.1.6. Rol de la acetilcolina y la acetilcolinesterasa en el Alzheimer ..............ccc........ 12
1.1.7. Diagnostico de la enfermedad de Alzheimer ..........ccccooeiiiiiiiiiiieie 13
O o= ] [ol0] [T cTS] (=] - Y- S 15
1.2.1. FUNCION Y ESITUCTUIA ....evveveteiei et saesbe sttt sbe st sre s enee e nens 16
1.2.2. Importancia de inhibir la acetilcolinesterasa en el Alzheimer ..........c..cccceueeen. 19
1.2.3. Inhibidores de la acetilcOlINEStErasa. ............ccevvererieiieie e 19
1.3.  Liquenes: asociaciones SIMDIOLICAS ..........covrererieirireee e 21
1.3.1. Metabolitos secundarios de LIQUENES ..........cccveeeieeiiiie i 23
1.3.2. Tiposy caracteristicas de los metabolitos secundarios de liquenes................... 23

1.3.3.  Aplicaciones farmacéuticas conocidas de los metabolitos secundarios de

[EQUBNES. ... et a et 24
141, BaSE UL A0S ... cceiieieiieiie ittt 25
1.4.2.  Cribado Virtual 0 virtual SCreeNiNG ........ccccvvvriirieieiere e 26
1.4.3.  Acoplamiento molecular o molecular docking ..........cccoocevviiiiiiiiiiiicceen, 26
1.4.4.  DINAMICa MOIECUIAN ........cciieieiiieeee e 27

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-v#=x. UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE CATOLICA
TESIS UCSM Z  DE SANTA MARIA

1.4.5. Ventajas del cribado virtual en la bisqueda de nuevos farmacos...................... 27
CAPITULO II. METODOS Y DETALLES COMPUTACIONALES........c.cccoovviveirrerrirenn, 29
2.1, LUQAr 08 EJECUCION......cueeiti e cieee ettt e e e sre e te et e s ra e te e e nree e 30
2.2.  Detalles COMPUIACIONES .......vcuviiiieiieie s ettt e e sre e e ne e 30
2.2.1. HAIOWAIE ..ottt et e et e b e et e e s e e e be e aaeeere e 30
S 10 1 VT L OSSPSR 30
2.2.3.  Servidores €N lNEa .........cccvcieieeiiiie sttt 32

2 T |V 1= (oo (o] (oo | I- WSS 34
2.3.1. Preparacién y optimizacion de metabolitos secundarios de liquenes ................ 34
2.3.2.  Modelamiento estructural y optimizacion de la enzima acetilcolinesterasa ...... 35
2.3.3.  Cribado virtual de proteina — ligando............cccccceeviveiiieii i 36
2.3.4. Analisis de propiedades moleculares y prediccion de toxicidad........................ 37
2.3.5.  Anadlisis mediante dinamica molecular ............c.ccoocoieiiieneiec e 37
CAPITULO I11. RESULTADOS Y DISCUSION ......c.cooiiviiiiriieiresesieieeiesss s, 40
3.1.  Anadlisis de los metabolitos de HQUENES...........civeiiiieieeie e 41
3.2, Analisis de 1a aCetilCOlNESIEraSa ... .....cccviiieiiieieiie ettt 42
3.3.  Analisis del Cribado VIrtUAL.............cceiiiiiieeieecie e 49
3.4. Anadlisis de propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas...........c..cccocevererernrnns 52
3.5.  Anadlisis de la dindmica molecular AChE-Ligando ...........ccccovvvveveniieninicieieienn, 62
CONCLUSIONES ...ttt ekt sh st ettt ettt st et se et st e neetesae s eneans 74
RECOMENDACIONES ...t et nte et e et e e e e e e e snneeennnes 75
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ttt eeeee et 76
ANEXOS ...ttt Re R Reere et et te st nrenre s 90
GLOSARIO ...ttt bbbt b e se e s et e b e ebe b beebeereeneenee e 129

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




~v#== . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE exTITIoA

TESIS UCSM Z  DE SANTA MARIA
INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Valores de energia de afinidad entre los mejores compuestos con igual o0 mejor
desempefio que el dONEPEZIIO. ........ccecoviiiiiiee e 49

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas de los compuestos que atraviesan

TR BHE. ...ttt ettt reere s 53
Tabla 3. Perfil de interaccion con P-gp y enzimas CYP de los metabolitos con

SWISSADME ..ottt 57
Tabla 4. Propiedades toxicas de los compuestos con Datawarrior. ............cccceeveveiieesieerieanens 59

Tabla 5. Promedios y desviaciones estandar de RMSD, RG y SASA, con un ligando en

ambas cadenas desde 10S SONS. ........ooiiiiiriiiei e 67
Tabla 6. Interacciones moleculares entre los compuestos y los residuos de aminoacidos en

las cadenas AY B de ACKE. ..ottt 72

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




~vs==". UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE LR -carorica

TESIS UCSM Z  DE SANTA MARIA
INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Procesamiento de la proteina precursora de amiloide (APP) mediante sus
principales rutas de €SCISION. .........cceiieiiiieiiere e 10
Figura 2. Placas amiloides y ovillos de proteina tau, en neuronas del Alzheimer. ................. 11

Figura 3. Comparacion de imagenes PET cerebrales: Cerebro normal vs. cerebro con

enfermedad de AlZNEIMEr. .........oooiiii e 14
Figura 4. Estructura tridimensional de AChE dime&rica. .........c.ccocvveveiieeiieie i 17
Figura 5. Sitio activo de la acetilCOlINESLErasa. .........c.cccvvieieeieiieie e 18

Figura 6. Organizacion compleja del talo del liquen. A la derecha se muestran ejemplos
de metabolitos producidos por liquenes Ophioparma venrtosa y Peltigera. .......... 22
Figura 7. Comparacion de las conformaciones de Acido hematémico (ID-043)................... 42

Figura 8. Identificacion de residuos no esenciales y regiones faltantes de la

T0= (] (o] [T g Lo (=T T USSR 43
Figura 9. Acetilcolinesterasa reparada por homologia en SwissModel. ..............cccccoevrnnne. 44
Figura 10. Diagrama de Ramachandran de AChE con MolProbity............ccccccoevveiciicnnnen. 44

Figura 11. Identificacion de los mejores pockets en el servidor PockDrug, visualizados
desde una orientacion frontal. .............cccoeviiiiiiie i 46
Figura 12. Identificacion de aminoacidos que componen el sitio activo de la cadena A

de AChES Cern st RN ovevwen RUEON et S ................................. 47
Figura 13. Identificacién de aminoacidos que componen el sitio activo de la cadena B

(o SN0 1| HUN R S o 48
Figura 14. Scatter plot de las afinidades de union de los 251 compuestos, incluyendo el

donepezilo y la acetilcolina, generado en Python. ..o, 51
Figura 15. Representacion gréafica de los valores de las propiedades fisicoquimicas.............. 54

Figura 16. Comparacion de WLogP y TPSA de 33 compuestos con mayor afinidad
junto a donepezilo en PYTNON. ... 54
Figura 17. Estructura bidimensional de Crisofanol.............ccccooviveiiviieiienieee e 60

Figura 18. Estructura bidimensional de los compuestos que atraviesan la BHE y no

L0 ) q L0 F USSR 61
Figura 19. RMSD de la proteina con un ligando en ambas cadenas, desde los 50ns............... 64
Figura 20. RMSF de la proteina con un ligando en ambas cadenas, desde los 50ns. .............. 65
Figura 21. RG de la proteina con un ligando en ambas cadenas, desde los 50ns. ................... 66
Figura 22. SASA de la proteina con un ligando en ambas cadenas, desde los 50ns................ 66

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




~v#== . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE Zo B

TESIS UCSM Z  DE SANTA MARIA

Figura 23. Identificacion de las interacciones moleculares que componen el sitio activo

de lacadena A de ACKE..........ooi i 69
Figura 24. Identificacion de las interacciones moleculares que componen el sitio activo
de lacadena B de ACKE. ... 70

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




~v#== . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE Zo B

TESIS UCSM Z  DE SANTA MARIA

INDICE DE ANEXOS

ANEXO A. Relacién de los metabolitos secundarios de liquenes que constituyen la

LICHEN DAtaBASE .......ccuviieeiieiieieiesie sttt 91
ANEXO B. Listado completo de residuos y atomos faltantes en la estructura PDB

(451 ) TSRS 104
ANEXO C. Tabla de afinidades de union (Kcal/mol) ..., 107
ANEXO D. Propiedades fisicoquimicas de los 33 compuestos analizados.................c.cu..... 117
ANEXO E. SMILES de los compuestos con mayor afinidad............cccoevevvvieineresinieesnene 122
ANEXO F. Analisis de dindmica molecular de 0 @ 100NS .........ccevverererenesesnseeeerieseeneens 125

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




.« UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE "= §\"CATOLICA

TESIS UCSM ~-Z DE SANTA MARIA

%

INTRODUCCION

Las enfermedades neurodegenerativas constituyen un grupo de trastornos caracterizados por la
pérdida progresiva de funciones neuronales, que afectan tanto a las capacidades cognitivas
como motoras. Entre las méas prevalentes se encuentran el Alzheimer, el Parkinson y otras
formas de demencia, con el Alzheimer representando el mayor porcentaje de casos a nivel
mundial. Este tipo de patologias se asocian cominmente a alteraciones bioquimicas en
proteinas especificas dentro de neuronas y células gliales, lo que contribuye al deterioro

funcional del sistema nervioso. (1)

Un elemento clave en el desarrollo de estas enfermedades es la disminucion de la acetilcolina,
un neurotransmisor fundamental para la memoria, el aprendizaje, el suefio y diversas funciones
fisiologicas. La acetilcolinesterasa es la enzima encargada de degradar la acetilcolina, y su
inhibicidn ha sido una estrategia terapéutica central para tratar sintomas de la enfermedad de
Alzheimer. Al limitar la accion de esta enzima, se busca prolongar la disponibilidad del

neurotransmisor en la sinapsis y mejorar la funcion cognitiva de los pacientes. (2,3)

Dada la creciente incidencia de enfermedades neurodegenerativas y su impacto en la salud
publica, se intensifican los esfuerzos por descubrir nuevos compuestos terapéuticos. En este
contexto, los productos naturales han emergido como una fuente importante de moléculas
bioactivas. Entre ellos, los liquenes, asociaciones simbioticas entre hongos y algas o
cianobacterias, destacan por su capacidad de producir metabolitos secundarios con propiedades

farmacoldgicas, incluyendo actividad antioxidante, antiinflamatoria, y enzimatica. (4,5)

Una de las posibles causas del aumento de la incidencia del Alzheimer es el envejecimiento
progresivo de la poblacidn, especialmente en paises en desarrollo como los de América Latina.
Estas regiones enfrentan importantes limitaciones en recursos para la atenciéon de la salud
mental y carecen de financiamiento adecuado para impulsar la investigacion cientifica. A
diferencia de los paises desarrollados, que cuentan con agencias de financiacion y
organizaciones dedicadas a la investigacion. En este sentido, el descubrimiento de farmacos
asistido por computadora surge como una herramienta prometedora que permite reducir

considerablemente el tiempo y los costos asociados al desarrollo de nuevos tratamientos. (6)
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El descubrimiento de farmacos asistidos por computadoras reduce tiempo y costos. El presente
estudio se enfoca en la identificacion in silico de metabolitos secundarios provenientes de
liquenes con potencial inhibitorio sobre la acetilcolinesterasa. Mediante técnicas de cribado
virtual, se evaluara la afinidad de estos compuestos por el mencionado blanco terapéutico, con
el objetivo de aportar alternativas viables para el tratamiento de enfermedades como el

Alzheimer.
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HIPOTESIS

Dado que hay un déficit colinérgico en el espacio sinaptico, por accion de la acetilcolinesterasa,
y esta puede desencadenar la progresion de la enfermedad de Alzheimer, se puede analizar por
métodos de cribado virtual la afinidad de metabolitos secundarios presentes en liquenes con

capacidad inhibitoria sobre la acetilcolinesterasa.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Analizar y evaluar por cribado virtual los metabolitos secundarios presentes en liquenes de la

base de datos Lichen Data Base (LDB) que tengan una alta afinidad a la acetilcolinesterasa.

Obijetivos Especificos

1. Preparar y optimizar las estructuras de los metabolitos secundarios presentes en
liquenes, correspondientes de la base de datos Lichen DataBase.

2. Optimizar y analizar la enzima acetilcolinesterasa por métodos in silico.

3. Determinar la mejor afinidad de union que el donepezilo mediante cribado virtual y
acoplamiento molecular.

4. Evaluar las propiedades fisicoquimicas, farmacocinéticas y predecir la toxicidad de los
compuestos con mayor afinidad.

5. Analizar la afinidad proteina-ligando mediante simulaciones de dindmica molecular.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




~v==". UNIVERSIDAD
REPOQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM & DE SANTA MARIA

CAPITULO I.
MARCO TEORICO
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1.1.Enfermedades neurodegenerativas

1.1.1. Generalidades

Las enfermedades neurodegenerativas se generan a causa de la disfuncion progresiva y la
pérdida de neuronas. Su clasificacion patologica molecular se basa en las proteinas mal
plegadas presentes en neuronas y/o glia. Las principales proteinas involucradas en la
patogénesis de estas enfermedades son la proteina precursora amiloide (APP), la proteina tau,
la a-sinucleina, la proteina de union a TAR-ADN de 43 kDaYy la proteina de sarcoma fusionada.
Asimismo, existen proteinas asociadas a trastornos hereditarios, las cuales estan codificadas por
genes vinculados a estos trastornos por repeticion de trinucleétidos, tales como la ferritina, la

neuroserpina y las amiloidosis cerebrales familiares. (7)

La Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) menciona que, a nivel mundial, las
principales causas de discapacidad y dependencia en las personas mayores es la demencia,
clasificada como una de las diez principales causas de muerte a nivel global y la tercera en las
Américas. La demencia es un término general que engloba diversos trastornos cronicos y
progresivos que provocan deterioro cognitivo e interfieren con la capacidad para realizar

actividades cotidianas. (1)

En noviembre de 2021 se llevé a cabo la reunién técnica sobre los aspectos de la salud publica
de la demencia en las Américas, donde se estimd que mas de 55 millones de personas en todo
el mundo vivian con esta condicidn, y que el costo anual en 2018 ascendia a 1 billén de délares.
Ademas, se proyecta que el nimero de personas con demencia, independientemente de su
origen, aumentard de 50 millones en 2010 a 113 millones para 2050, un incremento observado
tanto en paises de altos ingresos como en aquellos de ingresos medios y bajos durante los
ultimos 50 afios, debido principalmente al aumento en la expectativa de vida. La enfermedad
de Alzheimer constituye la forma mas comun de demencia y es responsable del 60% al 70% de
los casos. En 2019 se reportd que 10.3 millones de personas vivian con demencia en las

Américas, lo que represento un costo estimado de 379 mil millones de dolares para la region.

(1)
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1.1.2. Clasificacion de enfermedades neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas se agrupan segun el tipo de proteina anormal que se
acumula en el sistema nervioso, ya sea dentro de las neuronas o células gliales (en forma
intracelular) o en el espacio entre las células (en forma extracelular). Entre estas enfermedades
se incluyen las tauopatias, las a-sinucleinopatias, las proteinopatias asociadas a TDP-43 y
FUS/FET, trastornos por repeticion de trinucledtidos, neuroserpinopatia, ferritinopatia y
amiloidosis cerebral. Esta clasificacion se basa en los sintomas clinicos, que varian segun las
areas cerebrales afectadas, y en los cambios bioquimicos de las proteinas implicadas.
Generalmente, los primeros sintomas se agrupan en dos categorias: por un lado, el deterioro
cognitivo y la demencia, que afectan regiones como el hipocampo, el sistema limbico y las
cortezas frontal y temporal; y por otro, los trastornos del movimiento (como temblores o
rigidez) y los problemas en las neuronas motoras, que afectan estructuras como los ganglios
basales, el tdlamo, el tronco encefélico y la médula espinal. Segun la enfermedad, se acumulan
distintas proteinas: la a-sinucleina esta presente en el Parkinson, la demencia con cuerpos de
Lewy v la atrofia multisistémica; la proteina Tau se encuentra en el Alzheimer, la enfermedad
de Pick, la paralisis supranuclear progresiva, entre otras; la B-amiloide se asocia principalmente
al Alzheimer; y la TDP-43 esta relacionada con la degeneracién lobar frontotemporal y la
esclerosis lateral amiotrofica, aunque también puede encontrarse en el Alzheimer. Esta Ultima
enfermedad se estudia por separado, ya que en ella se acumulan tanto la AB como la Tau

simultaneamente. (7,8)
1.1.3. Laenfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) fue descrita por primera vez por el psiquiatra Alois
Alzheimer en 1907. Es la forma mas comdn de enfermedad neurodegenerativa entre las
personas mayores, representando entre el 60% y el 80% de los casos de demencia. A nivel
mundial, afecta a aproximadamente 50 millones de personas, y su incidencia se duplica cada
cinco afos después de los 65 afios, por lo que el factor de riesgo mas importante es la edad. (3)
Desde un punto de vista biologico, la EA se caracteriza por la acumulacién de placas de -
amiloide, la formacion de ovillos neurofibrilares debido a la hiperfosforilacion de la proteina

Tau, la muerte neuronal y la degeneracion sinaptica. Aunque no existe cura para la demencia,
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se ha demostrado que sus sintomas son tratables. Con intervenciones apropiadas y el uso de
medicamentos disponibles, es posible ralentizar el progreso de la enfermedad, lo que mejora

tanto los sintomas como la calidad de vida de los pacientes y de sus familias. (10)

1.1.4. Sintomasy estadios de la enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) se manifiesta principalmente a través del deterioro
cognitivo, pérdida de memoria y alteraciones en la personalidad. Uno de los primeros signos
clinicos suele ser la dificultad para recordar informacion reciente. A medida que la enfermedad
progresa, aparecen otros sintomas como problemas para encontrar las palabras adecuadas,
disminucion en la capacidad de juicio y razonamiento, asi como alteraciones en la percepcion
visual. Con el avance de la EA, se intensifican la desorientacion espacial, la deambulacion y la
dependencia funcional. Los pacientes también experimentan un deterioro creciente en la
capacidad para llevar a cabo actividades cotidianas, junto con cambios marcados en la
personalidad y el comportamiento. En las etapas méas avanzadas, el lenguaje se ve seriamente
afectado, aumenta la con fusion y se vuelve dificil reconocer a familiares o personas cercanas.
Finalmente, la extensa acumulacion de placas de B-amiloide y ovillos neurofibrilares
compromete todo el cerebro, haciendo que el paciente dependa completamente del cuidado de
terceros. El tratamiento de la enfermedad de Alzheimer sigue siendo un gran desafio, ya que

actualmente no existe un farmaco capaz de detener su progresion de forma efectiva. (11)

La EA se clasifica en dos formas principales: la enfermedad de Alzheimer esporadica (SAD,
por sus siglas en inglés), de inicio tardio, y la enfermedad de Alzheimer familiar de inicio
temprano (FAD, por sus siglas en inglés). La FAD es hereditaria y esta asociada a mutaciones
en el gen de la proteina precursora de amiloide (APP), asi como en los genes de las presenilina
1 (PSEN1) y 2 (PSEN2). Por otro lado, la SAD tiene una etiologia multifactorial, en la que
intervienen elementos genéticos, ambientales, metabolicos y virales. El principal factor
genético de riesgo para la forma esporadica es la variante APOE4 del gen que codifica la
apolipoproteina E. La progresion clinica de la EA se divide en tres fases: preclinica, deterioro
cognitivo leve (DCL) y demencia. Esta Ultima se clasifica, a su vez, en tres niveles: leve,
moderado y severo, que representan el grado de impacto funcional sobre la vida diaria del

paciente. (12)
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1.1.5. Fisiopatologia de la enfermedad

La fisiopatologia de la enfermedad de Alzheimer (EA) se basa en diversas hipotesis que intentan
explicar sus mecanismos patogénicos subyacentes. Esta patologia se caracteriza por una
disfuncion sinaptica progresiva, fuertemente asociada con la acumulacién de placas
extracelulares de beta-amiloide (AP) y ovillos neurofibrilares (NFT) compuestos por proteina
tau hiperfosforilada, principalmente en el hipocampo. Ademas, se ha observado una marcada

deficiencia en los niveles de acetilcolina, neurotransmisor clave en funciones cognitivas. (9)

Un elemento central en este proceso es la proteina precursora de amiloide (APP), una proteina
transmembrana con dominios intracelular y extracelular. Fisiolégicamente, APP interviene en
la regulacion de la supervivencia neuronal, el crecimiento de neuritas, la plasticidad sinéptica
y la adhesion celular. No obstante, estas funciones son ejercidas a través de fragmentos

resultantes de su escision proteolitica. (13)

La Figura 1 ilustra las rutas de procesamiento de la APP, que puede seguir dos vias principales:
la amiloidogénica y la no amiloidogénica. En la via amiloidogénica, la APP es inicialmente
escindida por la B-secretasa y posteriormente por la y-secretasa, lo que da lugar a péptidos AP
de entre 27 y 43 aminoacidos. La variante AB42, en particular, presenta una alta propension a
la agregacion y es la principal responsable de la formacion de las placas seniles extracelulares
caracteristicas de la EA. Ademas, esta via genera otros productos, como APPsp, BCTFy AICD,
que desempefian diversas funciones celulares; por ejemplo, BCTF se ha asociado con
alteraciones endosomicas en fases tempranas de la enfermedad. La sobreproduccion de AP
genera efectos neurotdxicos, incluyendo disfuncién sinéptica, reduccion de la plasticidad
neuronal, estrés oxidativo, dafio mitocondrial y alteracion del equilibrio del calcio intracelular.
Por otro lado, la via no amiloidogénica bloquea la generacién de AP mediante la escision de
APP por la a-secretasa, lo que da lugar a APPsay aCTF. A continuacion, la y-secretasa actla
sobre aCTF para producir el péptido p3 (extracelular) y AICD (intracelular). Los productos
derivados de esta via desempefian funciones neuroprotectoras; por ejemplo, APPsa actiia como
ligando de un subtipo de receptor GABA, modulando la actividad sinaptica y regulando la
excitabilidad neuronal y la plasticidad, procesos fundamentales para el aprendizaje y la

memoria. (13-15)
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Figura 1. Procesamiento de la proteina precursora de amiloide (APP) mediante sus principales
rutas de escision.

a) Via no amiloidogénica b) Via amiloidogénica

a-secretase Yy-secretase ﬁ-secretase Yy-secretase
APPsa APPsp
p3 AP

APP  aCTF APP  BCTF

AICD AICD

* Figura adaptada de Knopman y colaboradores. (14)

La proteina Tau desempefia un papel esencial en la fisiopatologia de la EA. Estéa asociada a los
microtubulos, es fundamental para su ensamblaje y estabilizacion, lo que respalda la integridad
neuronal. Aunque se localiza principalmente en el citoplasma de los axones, también esta
presente en compartimentos sinapticos y en la membrana nuclear. Existen seis isoformas de
Tau, derivadas del empalme alternativo de sus exones (2, 3 y 10), que se denominan isoformas
3R 0 4R segun tengan tres o cuatro dominios de unién a microttbulos, respectivamente. En la
EA, ambas isoformas estan presentes. Sin embargo, modificaciones postraduccionales
anomalas, como la fosforilacion aberrante promovida por proteinas quinasa y fosfatasa
alteradas, favorecen la agregacion y acumulacion de Tau hiperfosforilada en cuerpos celulares

y dendritas, formando los caracteristicos ovillos neurofibrilares. (15)

Otro factor fundamental en la fisiopatologia de la enfermedad de Alzheimer es la
apolipoproteina E (ApoE), cuya variacion genética tiene un impacto considerable en el riesgo
de desarrollar esta patologia. EI gen APOE codifica la proteina ApoE, que se produce
principalmente en astrocitos y microglia en el sistema nervioso central. Las formas mas
comunes, ApoE2, ApoE3 y ApoE4, se diferencian en los aminoécidos ubicados en las
posiciones 112 y 158, lo que modifica su funcionalidad y su influencia en la acumulacién de

APy la disfuncion neuronal. La isoforma ApoE4 incrementa significativamente la probabilidad
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de desarrollar demencia asociada a la EA, al afectar tanto la acumulacion como la eliminacion
de AP. En particular, ApoE4 es la menos eficaz en la depuracion de AP, seguida por ApoE3 y
ApoE2. Como consecuencia, ApoE4 favorece una acumulacion temprana de AB; se observa
que aproximadamente el 10% de los portadores de esta isoforma muestran un aumento de A
alrededor de los 57 afios, mientras que en quienes no la tienen, este aumento ocurre casi Siete

afios después. (16)

Como resultado de estos procesos, los pacientes con EA presentan una reduccion significativa
de sinapsis, atribuida a la pérdida neuronal ocasionada por la formacion de ovillos
neurofibrilares, laacumulacion de placas seniles en la corteza cerebral y el hipocampo, asi como
un marcado déficit de acetilcolina. Este déficit se evidencia por la disminucion de la actividad
de la acetiltransferasa, lo que refleja un dafio severo en el sistema colinérgico. Esta pérdida
sinaptica esta estrechamente vinculada con el deterioro cognitivo caracteristico de la EA (17).
La Figura 2 muestra una representacion adaptada de BioRender (www.biorender.com), que

ilustra la acumulacion de placas amiloides y ovillos neurofibrilares.

Figura 2. Placas amiloides y ovillos de proteina tau, en neuronas del Alzheimer.
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*Figura adaptada de Team B. Biorender. (18)
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1.1.6. Rol de la acetilcolina y la acetilcolinesterasa en el Alzheimer

El sistema colinérgico es fundamental para la memoria y el aprendizaje, ya que la acetilcolina
(ACh) acta como un neurotransmisor excitatorio que facilita la transmision y plasticidad
sinaptica, la liberacion presinaptica de neurotransmisores y la excitabilidad neuronal. La ACh
estd involucrada en procesos cognitivos como la memoria, la motivacion, la excitacion y la
atencion, y desempefia funciones tanto en el sistema nervioso periférico (SNP) como en el
sistema nervioso central (SNC). En el SNP, la acetilcolina se libera en la unién neuromuscular
para activar la contraccion muscular, mientras que en el SNC influye en areas clave como el

hipocampo y la corteza, modulando el estado de alerta, el aprendizaje y la memoria. (19)

El nombre acetilcolina deriva de su estructura quimica, ya que es un ester de acido acético y
colina, y su sintesis comienza en los extremos terminales de los axones. La colina se obtiene de
tres fuentes: por la descomposicion de fosfolipidos que contienen colina, colina plasmatica libre
(proporcionada por los alimentos e higado) y por recaptacién de colina a partir de la hidrdlisis
de acetilcolina. La ACh circula en el plasma y atraviesa la BHE por las terminales nerviosas
colinérgicas a través de canales de absorcion dependientes de sodio. Sin embargo, algo limitante
es la disponibilidad de acetato derivado de la acetil-CoA mitocondrial. La colina
acetiltransferasa (CAT) utiliza acetil-CoA y colina para sintetizar acetilcolina. Aunque la CAT
se genera en el soma neuronal, se transporta hacia el terminal axénico mediante transporte
axoplasmico a lo largo de los filamentos de actina. Una vez sintetizada la ACh, se almacena en
vesiculas acidificadas por una bomba dependiente de energia (H-ATPasa) que gen- era un
gradiente a través del transportador de acetilcolina vesicular (VAChT), que intercambia un

protén vesicular por una molécula de acetilcolina. (20)

La liberacion de acetilcolina ocurre cuando un potencial de accién alcanza el terminal axénico;
la despolarizacion activa canales de calcio dependientes de voltaje. La entrada de calcio
resultante desencadena la fusion de vesiculas con la membrana presinaptica, a través de la
interaccion con los receptores de proteinas de fijacion soluble de NSF (SNARE) que estan en
la membrana vesicular y en la membrana presinaptica. El calcio se une a la sinaptotagminay a
la sinaptobrevina (SNARE “v” por estar presente en la membrana vesicular), que interactia con
el complejo de proteinas SNAP-25 y sintaxina (SNARE “t” por estar presentes en la membrana
presinaptica). Esta fusion de la vesicula con la membrana, mediada por la unién de la proteina
citosélica Munc18 a la SNAP-25 y sintaxina-1, causa exocitosis y la liberacion de gran cantidad
de acetilcolina en la hendidura sinaptica, para posteriormente unirse a receptores nicotinicos y

muscarinicos. (20)

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




. UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE "= §\"CATOLICA

TESIS UCSM —2  DE SANTA MARIA

Los receptores colinérgicos muscarinicos, que se dividen en cinco subtipos (M1-M5), tienen
funciones especificas segun su localizacion. El subtipo M1 estd involucrado en el
funcionamiento cognitivo, la memoria y la secrecion salival; M2 regula la frecuencia cardiaca,
su variabilidad y la flexibilidad conductual; M3 participa en la contraccion del musculo liso, la
secrecion glandular y la contraccion del iris; M4 modula comportamientos dependientes de la
dopamina en el cerebro; y M5 regula la liberacion de dopamina, ademéas de desempefiar un
papel en procesos como el aprendizaje, la memoria, la atencién, los ciclos de suefio-vigiliay la
excitacion. Por otro lado, los receptores nicotinicos, que se clasifican en musculares y
neuronales, son esenciales para funciones biologicas como el aprendizaje, la memoria, la
locomocion, la ansiedad y la atencion. Los receptores musculares facilitan la comunicacion en
la union neuromuscular, mientras que los neuronales estan presentes tanto en el sistema

nervioso periférico como en el central. (19)

Después del proceso de fusion, la Ca-ATPasa (PMCA) expulsa el calcio fuera de la neurona, y
las mitocondrias lo absorben. Al disminuir la concentracion de calcio, la sinaptotagmina se
separa del complejo SNARE, lo que permite que nuevas proteinas SNARE desarmen y reciclen
el complejo, preparando asi el sistema para futuras fusiones de vesiculas. La acetilcolina
garantiza una sefializacion sinaptica rapida pero fugaz debido a su rapida hidrolisis por parte de
la acetilcolinesterasa. Los pacientes con enfermedad de Alzheimer (EA) presentan una
deficiencia de colina acetiltransferasa (CAT), lo que reduce la produccion de acetilcolina y
deteriora la transmision colinérgica. Esta reduccién es mas notable en la corteza cerebral,
debido a la disminucion de la actividad de la CAT, la cual se correlaciona con el niumero de
placas seniles y el grado de demencia. Por lo tanto, los inhibidores de la acetilcolinesterasa
(AChE) mejoran la transmision colinérgica al bloquear la AChE en la hendidura sinaptica,

proporcionando asi un beneficio sintomatico. (20,21)

1.1.7. Diagnostico de la enfermedad de Alzheimer

El deterioro cognitivo asociado a la enfermedad de Alzheimer (EA) varia desde dificultades
leves hasta demencia, afectando principalmente la memoria, el lenguaje, las funciones
visuoespaciales y las funciones ejecutivas. El deterioro cognitivo leve amnésico impacta de
manera variable en el lenguaje, la cognicion espacial y la memoria, interfiriendo con las
actividades diarias. Este tipo de deterioro es mas frecuente en personas mayores de 70 afos,
mientras que las formas no amnésicas son mas comunes en pacientes mas jovenes. La EA
también puede manifestarse de forma temprana con déficits no amnésicos, como la atrofia

cortical posterior o la variante visual, que afectan la percepcion visuoespacial, la lectura, el
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reconocimiento facial o la interpretacion de escenas complejas. Otra forma es la afasia
logopénica, que se caracteriza por pausas en el habla y dificultades para nombrar y repetir, y se
presenta en el 60% de los casos con EA subyacente. Ambos tipos de deterioro presentan
depositos de AP en diversas areas del cerebro. El diagndstico comienza con la evaluacion del
deterioro cognitivo, que incluye informacién proporcionada por el entorno del paciente, un
examen medico especializado y pruebas neuropsicologicas, y se confirma posteriormente

mediante biomarcadores. (14)

Las técnicas de diagnostico de la enfermedad de Alzheimer (EA) han avanzado
considerablemente, pasando de confirmar los sintomas a identificar la enfermedad en sus etapas
asintomaticas, gracias principalmente al uso de biomarcadores que permiten un diagnostico
temprano sin la necesidad de procedimientos invasivos. El diagndstico puede realizarse
mediante resonancia magnética (RM), tomografia por emision de positrones (PET) y analisis
de liquido cefalorraquideo (LCR) en las etapas preclinicas y de deterioro cognitivo leve (DCL).
Los biomarcadores clave del LCR incluyen tau total (t-tau), tau fosforilada (P-tau) y Ap42. Una
disminucion de AP42 indica acumulacion de placas amiloides, mientras que la relacion
APB42/AB40 es un indicador importante de la patologia de la EA. Aunque esta relacion también
puede estar alterada en otras enfermedades neurodegenerativas, ayuda a diferenciar la EA de
otras condiciones. Tanto la t-tau como la P-tau reflejan dafio neuronal, pero deben analizarse
junto con otros biomarcadores especificos para diferenciar la EA de otras tauopatias. La
combinacion de los biomarcadores de tau y amiloide mejora la precision diagnostica de la EA.
(23)

Figura 3. Comparacion de imagenes PET cerebrales: Cerebro normal vs. cerebro con
enfermedad de Alzheimer.

PET de amiloide y trastornos neurodegenerativos

Enfermedad de Alzheimer

* Figura adaptada de Chapleau y colaboradores. (22)

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




~#=2 . UNIVERSIDAD
REPOQSITORIO DE ; CATOLICA

TESIS UCSM -« DE SANTA MARIA

La Figura 3 presenta imé&genes de tomografia por emision de positrones (PET) que ilustran la
acumulacion de beta-amiloide en el cerebro, una caracteristica distintiva de los trastornos
neurodegenerativos, especialmente la enfermedad de Alzheimer. La tomografia por emision de
positrones (PET) es una técnica de medicina nuclear que emplea radiotrazadores marcados con
isétopos radiactivos. Estos radiotrazadores emiten positrones que interactdan con los electrones
del cuerpo, generando rayos gamma, los cuales son detectados por un escaner PET para
producir imagenes detalladas. Estas imagenes muestran la distribucion de los trazadores,
permitiendo la evaluacion de procesos fisioldgicos y patoldgicos. Los trazadores PET-AP,
como Florbetapir, Florbetaben y Flutemetamol, aprobados por la FDA y la EMA, permiten
visualizar la acumulacion de placas de AP, mejorando significativamente el diagndstico de la
enfermedad de Alzheimer (EA). Los estudios realizados con PET-AB muestran que la
acumulacion de AP comienza entre 10 y 20 afos antes del deterioro cognitivo, avanzando
lentamente hasta llegar a la fase sintomatica, momento en el que la patologia tau se extiende
mas alla del I6bulo temporal medial. (23)

La introduccién del PET-tau, aprobado por la FDA con el trazador F-flortaucipir, se detecta la
acumulacion de tau, la cual se correlaciona con el deterioro cognitivo. A diferencia del AB, la
tau se acumula mas cerca del inicio de los sintomas y avanza paralelamente con la enfermedad.
Es muy poco comun encontrar acumulacion de tau fuera del I6bulo temporal medial sin

deterioro cognitivo. (14)

1.2.Acetilcolinesterasa

La acetilcolinesterasa (AChE) se encuentra principalmente en la membrana postsinaptica de las
neuronas. Su funcidn principal es hidrolizar el neurotransmisor acetilcolina en colina y acetato,
regulando asi la transmisién de este neurotransmisor en la sinapsis.(3) La AChE constituye un
blanco terapéutico clave para la enfermedad de Alzheimer (EA), ya que al inhibir su actividad
se reduce la degradacién de la acetilcolina, lo que permite mejorar los sintomas de la
enfermedad. Los déficits cognitivos caracteristicos de la EA estan estrechamente relacionados
con el deterioro de las neuronas colinérgicas y la disminucion de la neurotransmision en el
cerebro. Debido a que la EA conlleva una produccion insuficiente de acetilcolina, una estrategia
terapéutica central consiste en elevar sus niveles cerebrales mediante la inhibicién de la AChE.
Sin embargo, la inhibicién de la AChE puede provocar un exceso de acetilcolina en las sinapsis
neuromusculares, causando pardlisis, contracciones musculares, disfuncion respiratoria grave e

incluso la muerte. (24,25)
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1.2.1. Funciény estructura

La acetilcolinesterasa (AChE) forma parte de la familia de enzimas conocidas como
colinesterasas, que se caracterizan por ser esterasas de serina capaces de hidrolizar diversos
ésteres de colina, como la acetilcolina. (3) En la Figura 4 se muestra una representacion
tridimensional de la AChE. Esta enzima es heterogénea y se presenta en varias formas
moleculares. Aunque las variantes varian en tamafio y estructura, todas comparten actividades
cataliticas similares. Se dividen en dos grupos principales: las formas asimétricas (A) y
globulares (G). Las formas asimétricas se componen de uno, dos o tres tetrameros de
subunidades cataliticas, conocidas como A4, A8 y Al2. Por su parte, las formas globulares se
presentan como monomeros, dimeros o tetrdmeros, denominados G1, G2 y G4,
respectivamente. En el cerebro de los mamiferos, predominan dos especies: una forma
tetramérica unida a la membrana (G4) y una forma monomeérica soluble (G1), ambas
clasificadas como globulares, ya que consisten en subunidades cataliticas que no tienen una
cola similar a la del colageno. Las formas A, por otro lado, estan asociadas a un polipéptido
colagénico (ColQ) que forma una triple hélice de colageno. Sin embargo, estas formas A son
poco comunes en el cerebro (solo alrededor del 2%), ya que predominan en la union
neuromuscular, mientras que en el sistema nervioso central (SNC) estan presentes en cantidades
muy pequefias. Asi, la mayor parte de la AChE identificada en el cerebro corresponde a las
formas globulares G4 y G1. (26)

La forma monomérica de AChE es una glucoproteina globular con un peso molecular de 70 a
80 kDa, que puede asociarse en dimeros y tetrameros mediante enlaces disulfuro. La forma G2
(165 kDa) se ancla a la membrana plasméatica a través de un enlace covalente con
glicosilfosfatidilinositol (GPI). La forma G4 (331 kDa) es la variante funcional predominante
en las sinapsis colinérgicas, tanto en el SNC como en el sistema nervioso periférico (SNP). Esta
se ensambla, mediante puentes disulfuro, a un segmento proteico transmembranal hidrofébico
de 20 kDa conocido como la proteina PRIMA (Proline-rich membrane anchor, anclaje
membranal rico en prolina), cuya region transmembrana fija el tetrdmero a la membrana
sinaptica. (3,26,27)
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* Figura de Geis y colaboradores. (30)

La sintesis de AChE ocurre en el reticulo endopldsmico, donde se glicosilan y ensamblan
formas oligoméricas estables, principalmente dimeros y tetrdmeros. La mayoria de las nuevas
moléculas de AChE se degradan rapidamente, mientras que las restantes pasan por
modificaciones en el aparato de Golgi y, dependiendo de su destino, se modifican mediante la
adicion de glicofosfolipidos o se asocian con otras cadenas polipeptidicas hidrofobicas. Luego,
las moléculas de AChE se transportan a través de los microttbulos hacia la superficie celular o
son secretadas al medio extracelular, y cada forma molecular, una vez ensamblada, se mantiene
estable. (3) La estructura quimica de la acetilcolinesterasa humana (hAChE) esta formada por
una lamina  mixta compuesta por 12 hebras, rodeada por 14 hélices a. (28) El dimero (Figura
1.4) G2 esta unido mediante enlaces disulfuro y estabilizado por un conjunto de cuatro hélices.
(29)

En un estudio se observé que las formas G1, G2 y G4 de la AChE promueven la agregacion de
los péptidos beta-amiloide; sin embargo, se destaca que la capacidad para acelerar esta
agregacion se encuentra principalmente en la estructura monomérica de la enzima, es decir, en
la forma G1. Varios estudios sugieren que el sitio anionico periférico de la AChE
probablemente juega un papel en la formacién de amiloide. Como dato importante, se ha
observado que el donepezilo no interactta con el centro activo de la enzima, sino con el sitio

anionico periférico. (31)
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* Figura de Cavalcante y colaboradores. (32) (ES: sitio estérico ; PAS: sitio anionico periférico; CAS:
sitio anidnico catalitico; OAS: bolsillo de oxianion; APS: bolsillo del acilo. Ser: serina; His: histidina;
Glu: glutamato; Phe: fenilalanina; Asp: a aspartato; Ala: alanina; Trp: triptéfano; Tyr: tirosina).

El sitio activo de la acetilcolinesterasa humana (hAChE) es una cavidad estrecha de
aproximadamente 20 A de profundidad, orientada hacia el interior de la proteina, donde se
localiza la triada catalitica o sitio estérico (ES), compuesta por SER203, HIS447 y GLU334,
responsables de la hidr6lisis de la acetilcolina. Este sitio se complementa con otras regiones
funcionales, como el sitio anionico periférico (PAS), formado por residuos aromaticos como
TRP286 y TYR72, el cual guia sustratos catidnicos hacia el sitio catalitico y estd involucrado
en la interaccion con proteinas B-amiloides (Af 1-42), relacionadas con la enfermedad de
Alzheimer. El sitio anidnico catalitico (CAS), que incluye TRP86 y TYR337, facilita el
posicionamiento del grupo éster del sustrato, siendo TYR337 una "puerta oscilante" clave para
la union de sustratos e inhibidores. Ademas, el bolsillo de oxianion (OAS) estabiliza el estado
de transiciéon durante la hidrdlisis, y el bolsillo del acilo (APS), compuesto por PHE295 y
PHE?297, contribuye a la especificidad de AChE frente a BChE, ya que su tamarfio reducido
limita los tipos de sustratos que puede hidrolizar (Figura 5). (32,33)

El sitio activo de la acetilcolinesterasa (AChE) participa en la degradacién de la acetilcolina.

Durante este proceso, la serina, asistida por los aminoécidos cercanos histidina y glutamato,
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forma un enlace con el grupo acetilo de la acetilcolina y rompe la molécula. Posteriormente,
una molécula de agua rompe répidamente el enlace entre la serina y el grupo acetilo, liberando

asi a la enzima para que pueda degradar otra molécula de acetilcolina. (30)

1.2.2. Importancia de inhibir la acetilcolinesterasa en el Alzheimer

Actualmente, debido a que no existe una cura para la enfermedad de Alzheimer (EA), los
tratamientos disponibles solo pueden aliviar los sintomas y retrasar el deterioro cognitivo. Los
tratamientos farmacologicos aprobados se enfocan en corregir alteraciones bioguimicas, pero
no modifican la neuropatologia ni detienen la progresion de la enfermedad. La inhibicion
reversible de la acetilcolinesterasa (AChE) es una estrategia terapéutica de primera linea para
la EA, ya que ayuda a ralentizar la progresion de los sintomas en las etapas iniciales. Al
compensar el déficit de acetilcolina (ACh), se elevan sus niveles en el cerebro, lo que contribuye

a mejorar la funcién cognitiva y la memoria. (24,34)

1.2.3. Inhibidores de la acetilcolinesterasa

Desde la década de 1990, se ha observado que los inhibidores de la AChE ofrecen ciertos
beneficios en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. Su mecanismo de accidn consiste
en aumentar la transmision colinérgica al inhibir la actividad de esta enzima, lo que reduce la
descomposicion de la acetilcolina, favoreciendo su acumulacion y, a su vez, incrementando la

estimulacidn de los receptores muscarinicos y nicotinicos. (13,35)

El primer inhibidor de la AChE fue la tacrina, utilizada para el tratamiento sintomatico de la
EA en estadios leves a moderados. Sin embargo, se informé que la tacrina estd asociada a
hepatotoxicidad. Debido a este efecto secundario, los inhibidores de segunda generacion, como
el donepezilo, la rivastigmina y la galantamina, son ahora el tratamiento recomendado para la
EA. (36)

1.2.3.1.Galantamina

La galantamina es un alcaloide de origen natural que tiene un efecto inhibidor débil; sin
embargo, posee un mecanismo dual al actuar simultdneamente como inhibidor de la AChE y
como modulador alostérico de los receptores nicotinicos. La activacion de los receptores
también se ha implicado en los procesos de memoria y aprendizaje. (32,37)

Interactta con el sitio de union de la colina y el bolsillo de unién de acilo. Inicialmente, se
administra en dosis de 4 mg dos veces al dia durante cuatro semanas, aumentando gradualmente
hasta 8 mg dos veces al dia durante otras 4 semanas. Si es tolerada, la dosis puede incrementarse
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hasta 12 mg dos veces al dia junto con los alimentos. Los efectos adversos de la galantamina

son similares a los del donepezilo. (37,38)

1.2.3.2.Rivastigmina

La rivastigmina es un carbamato que acta como un inhibidor no competitivo de la AChE y la
BChE, con preferencia por la corteza y el hipocampo. (32) Se une al sitio aniénico y estérico
de la enzima, provocando la carbamilacion de su sitio activo, lo que impide que la AChE
metabolice el neurotransmisor. Se clasifica como un agente pseudoirreversible debido a la
reversibilidad extremadamente lenta de su accion, ya que inhibe la AChE durante un periodo
aproximadamente 10 horas, aungue su vida media de eliminacion es corta aproximadamente de
2 horas. Algunos estudios sugieren que la combinacion de rivastigmina con memantina puede
ser una estrategia mas eficaz, dado que el dafio glutamatérgico sigue al deterioro colinérgico.
La dosis inicial recomendada es de 4,6 mg/dia mediante parche transdérmico. Entre los efectos
secundarios mas comunes de la rivastigmina se incluyen vomitos, diarrea, nduseas y anorexia.
(37,38)

1.2.3.3.Donepezilo

Es un derivado de la bencilpiperidina, un inhibidor no competitivo y reversible de la AChE.
Puede actuar tanto en el sitio anionico catalitico como en el sitio aniénico periférico de la AChE.
Se considera que, ademas de su accion sobre el PAS, reduce la biosintesis de oligopeptidos [3-
amiloides insolubles, que provocan una respuesta inflamatoria, la cual contribuye a la

neurodegeneracion caracteristica de la enfermedad de Alzheimer. (32,37)

Alcanza una vida media de 70 horas y su concentracion maxima se alcanza entre 3 y 5 horas,
sin que su absorcion se vea afectada por los alimentos. La dosis inicial recomendada es de 5 mg
al dia por la noche para minimizar los efectos secundarios. Después de cuatro semanas, la dosis
puede aumentarse a 10 mg, siempre y cuando el paciente pueda tolerarla. En caso contrario, se
reduce a 5 mg/dia como dosis de mantenimiento. Los efectos adversos mas comunes son de

origen gastrointestinal, como nauseas, vomitos, diarrea y estrefiimiento. (38,39)

Por otro lado, también se podria adicionar a los tratamientos enfoques no farmacoldgicos, que
pueden ofrecer beneficios en las capacidades cognitivas, la autonomia y el bienestar del
paciente, al tiempo que reducen la dependencia. Entre ellos se incluye eliminar estresores
fisicos y emocionales, mantener rutinas diarias y evitar cambios en el entorno. Ademas, resulta
fundamental que los cuidadores adapten su actitud y comunicacion, empleando un tono
tranquilizador, otorgando suficiente tiempo de respuesta, reduciendo distracciones y

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




.« UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE "= §\"CATOLICA

TESIS UCSM ~-Z DE SANTA MARIA

%

proponiendo actividades acordes a las habilidades preservadas. Estas intervenciones abarcan la
estimulacion cognitiva, sensorial (musicoterapia, aromaterapia, fototerapia), psicosocial
(psicoterapia, arteterapia, orientacion) y motora (marcha y entrenamiento fisico), todas estas
enfocadas a mejorar la calidad de vida, reducir sintomas como depresion, apatia, trastornos del

suefio 0 ansiedad, y mantener mayor autonomia posible. (40)

Ultimamente, se han llevado a cabo diversas investigaciones para identificar inhibidores de la
acetilcolinesterasa (AChE) de origen natural. En este contexto, los metabolitos secundarios de
los liquenes han despertado un gran interés debido a su potencial bioactividad. En la
enfermedad de Alzheimer, estos compuestos destacan por sus propiedades antioxidantes, lo que
sugiere su posible aplicacion en el tratamiento de la enfermedad. Ademas, su actividad
farmacoldgica los posiciona como moléculas biolégicas innovadoras con potencial terapéutico.
(41)

1.3.Liquenes: asociaciones simbidticas

El termino "liquen” fue utilizado por primera vez hace mas de dos mil afios por el fildésofo
griego Theophrastus para describir organismos no identificados que crecian en la corteza de
arboles o rocas. Fue Frank, en 1876, quien describio la relacion simbidtica entre los dos
organismos involucrados en la formacion de los liguenes, a la cual denominé "symbiotismus”,
que significa simbiosis. Debido a su particular estructura bioldgica y quimica, los liquenes
resultan ser sujetos de estudio importantes en investigaciones cientificas. En la actualidad, se
considera que los liquenes son una asociacién ecoldgica obligada, representando un mutualismo
complejo, aunque su clasificacion como simbiosis 0 parasitismo evolucionado sigue siendo
tema de debate. A pesar de que la interaccién entre los dos socios sigue siendo un misterio, los
investigadores coinciden en que el micobionte, o el hongo que forma el liquen, juega un papel
predominante en esta relacion. Desde 1983, este hongo ha sido denominado "hongos
formadores de liquenes™ en lugar de "liquenes™” en el contexto cientifico. (5) Los liquenes
pueden adoptar tres formas diferentes de crecimiento con respecto a su talo (Figura 6):
fruticoso, crustoso y folioso. El tipo fruticoso tiene una estructura tridimensional que se asemeja
a un arbusto, el crustoso tiene una apariencia bidimensional similar a una costra adherida a
superficies, y el folioso, que se encuentra entre los dos anteriores, presenta una clara diferencia
entre las superficies superior e inferior. (42)
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Figura 6. Organizacion compleja del talo del liquen. A la derecha se muestran ejemplos de
metabolitos producidos por liquenes Ophioparma venrtosa y Peltigera.
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* Figura adaptada de Harman y colaboradores. (43)

Los liquenes son asociaciones simbidticas entre un alga y/o cianobacteria (fotobionte) y un
hongo (micobionte). El fotobionte se encuentra localizado en la capa medular, genera
compuestos organicos a través de la fotosintesis y estd rodeado por hifas fungicas del
micobionte, las cuales le proporcionan estabilizacion mecénica y proteccion. Ademas, los
metabolitos secundarios son producidos por el micobionte o por los hongos liquenicolas (42—
44). El micobionte constituye aproximadamente el 90% de la masa total liquen, siendo la fuente
principal de su forma, tamafo, estructura y color, mientras que el fotobionte aporta el 10%

restante de su composicion interna. (45)

El 98% de los liquenes pertenecen al grupo Ascomycota, mientras que el restante 2% se
distribuye entre otras subdivisiones como Basidiomycotina, Deuteromycotina Yy
Mastigomycotina. En cuanto a los fotobiontes, las algas involucradas en esta simbiosis
provienen de los filos Chlorophyta, Phaeophyta y Xanthophyta, mientras que las cianobacterias
pertenecen a géneros como Nostoc, Scytonema, Gleocapsa, Stigonema, Hyella, Chroococus,
Calothrix y Dichotrix. De todas las asociaciones simbi6ticas de los liquenes, aproximadamente
el 80% estan compuestas por algas verdes unicelulares eucariotas, un 10% son algas verdes
filamentosas, y el otro 10% son cianobacterias procariotas. Ademas, el talo de los liquenes
puede albergar bacterias no fotosintéticas, que se cree que juegan un rol en la generacion de
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nuevos compuestos. También es comun encontrar hongos diferentes al hongo principal de la
simbiosis, conocidos como hongos endoliquénicos, lo que dificulta ofrecer una definicién
precisa de los liquenes. Estos organismos sintetizan una amplia variedad de compuestos
alifaticos y aromaticos de bajo peso molecular, que se originan tanto del metabolismo primario
(como aminoacidos, polisacéridos, proteinas, lipidos, carotenoides y vitaminas) como del
metabolismo secundario, este Gltimo predominante en los hongos liquenizados. Los metabolitos
secundarios constituyen entre el 5% y el 10% del peso seco del liquen, y hasta un 20% en
algunos casos. Ademas, los liquenes producen diversas moléculas bioactivas como &cido
pulvinico, antraquinonas, xantonas, depsidonas y derivados del &cido shikimico, los cuales
exhiben propiedades farmacoldgicas destacadas, tales como actividad antiinflamatoria,
antiviral, antimicrobiana, antiproliferativa, antitumoral, fotoprotectora, inhibidora de enzimas

y antiangiogénica. (5,43)
1.3.1. Metabolitos secundarios de Liquenes

Lo més destacado de los liquenes son sus moléculas derivadas, que corresponden a metabolitos
secundarios y representan una fuente prometedora para la salud y el bienestar humanos. Hasta
ahora se han identificado mas de 1000 metabolitos secundarios, producidos principalmente por
el micobionte, que se encuentran en la superficie de las hifas y son insolubles en agua, por lo
gue pueden extraerse con solventes organicos; ademas, son moléculas de bajo peso molecular.
En la naturaleza, estos metabolitos se acumulan en la corteza o en la médula del liquen. La
corteza suele contener derivados de antraquinona, acido pulvinico, xantona, acido Usnico y
atranorina, los cuales son pigmentados, excepto la atranorina, que acta como filtro de luz. Sin
embargo, la mayoria de los metabolitos secundarios estan en la médula, aunque sus funciones
bioldgicas aun no estan claras. Por otro lado, los extractos y metabolitos secundarios de varios
liquenes han demostrado ser potentes inhibidores de varias enzimas metabdlicas, como la
tirosinasa, la monoaminooxidasa (MAO), la acetilcolinesterasa (AChE) y otras enzimas
involucradas en la ruta de las poliaminas, como la ornitina descarboxilasa, la arginina
descarboxilasa y la arginasa. En particular, la biruloquinona, un compuesto aislado de liquenes,
ha mostrado actividad inhibitoria sobre la AChE y se ha evaluado como un posible candidato
para el desarrollo de farmacos dirigidos al tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. (5,46,47)

1.3.2. Tiposy caracteristicas de los metabolitos secundarios de liquenes

Las rutas biosintéticas de los metabolitos secundarios se pueden determinar a partir de las vias
fangicas ya conocidas. En general, la mayoria de metabolitos secundarios se producen a través
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de la via del acetil-polimalonilo por que esta predominantemente conectada con la parte fungica
del liquen, aunque algunas también provienen de las vias del acido mevalonico y del acido
shikimico. (45)

1.3.2.1.Derivados de las vias acetato-malonato, acido mevalonico y acido shikimico

Los liquenes producen una variedad de compuestos quimicos a través de diversas rutas
metabolicas, destacandose la via acetato-malonato, la del &cido mevalonico y la del &cido
shikimico. En la via acetato-malonato, se sintetizan compuestos como depsidonas, xantonas y
antraquinonas al unir unidades fendlicas de orcinol mediante enlaces éster, éter o carbono-
carbono utilizando acetil-CoA y malonil-CoA. Otros compuestos como Xxantonas,
antraquinonas y cromonas, se forman por la ciclizacion interna de una sola cadena policétida.
También se forman para-dépsidos, tridepsidos y meta-dépsidos por esterificacion y enlaces en
posicion meta. Ademas, se producen compuestos complejos como dibenzofurano y &cido
usnico mediante ciclodeshidrataciones. Por otro lado, en la via del &cido mevaldnico, los
liqguenes producen terpenos, esteroides y carotenos, compuestos también caracteristicos de
plantas superiores. Entre los terpenos méas conocidos se encuentra la zeorina, asi como dos
diterpenos: 16a-hidroxikaurano y nefrina, siendo notable que no se han encontrado
sesquiterpenos en estos organismos. En cuanto a la via del acido shikimico, esta produce
pigmentos caracteristicos como las terfenilquinonas y los acidos pulvinicos, localizados
generalmente en la corteza de los talos. Aunque estos compuestos son tipicos de los liquenes,
algunos, como el acido poliférico y el acido telefdrico, también se encuentran en hongos libres.
La biosintesis de acidos pulvinicos requiere nitrégeno, a pesar de que la mayoria de estos
compuestos no lo contienen, lo que limita la actividad metabdlica de los liquenes debido a la
disponibilidad de nitrégeno. (5,44)

1.3.3. Aplicaciones farmacéuticas conocidas de los metabolitos secundarios de liquenes

La actividad farmacol6gica de los liquenes se debe principalmente a sus metabolitos
secundarios, que presentan una variedad de propiedades bioldgicas, tales como actividad
antimutagénica, antioxidante, antimicrobiana, antiviral, inhibicién enzimatica, anticancerigena
y gastroprotectora. Compuestos como los acidos fendlicos, depsidonas y policiclicos tienen la
capacidad de neutralizar especies reactivas de oxigeno, proteger el ADN y potenciar las enzimas
antioxidantes. Acidos como el Gsnico, vulpinico y protecetrarico son efectivos contra bacterias,
hongos y parasitos; el acido sekikaico inhibe el virus respiratorio sincitial, y el acido psorémico

mejora el tratamiento contra el herpes simple. Ademas, algunos metabolitos inhiben enzimas
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involucradas en infecciones, cancer, diabetes y trastornos neurolégicos. En el &mbito
anticancerigeno, compuestos como los &cidos retigérico B y pulvinico inducen apoptosis en
células tumorales. En cuanto a gastroproteccion y hepatoproteccion, sustancias como el alcohol
rizolinico y el &cido usnico ayudan a reducir el estrés oxidativo y restauran los tejidos dafiados.
Finalmente, la atranorina y el acido perlatélico muestran propiedades neuroprotectoras y son
eficaces contra glioblastomas. Aunque muchas de las moléculas derivadas de liquenes ain no
se han desarrollado como farmacos, su estudio continta siendo de gran importancia en la

farmacognosia. (44,48)
1.4.Bioinformética

La bioinforméatica es un campo interdisciplinario cuyo objetivo es desarrollar y aplicar
herramientas computacionales para recopilar, almacenar, analizar y difundir datos e
informacidn biol6gica. Aungue en sus inicios se centro en el andlisis de secuencias de ADN,
ARN vy proteinas, como en el Proyecto Genoma Humano, transformando la biologia en una
ciencia impulsada por la informacion, actualmente abarca una amplia variedad de técnicas
disefiadas para distintas modalidades de adquisicion de datos, apoyandose en tecnologias
avanzadas y enfoques como la inteligencia artificial y el aprendizaje estadistico. (49,50)

El objetivo principal de la bioinformética es desarrollar modelos computacionales que simulen
moléculas y procesos bioldgicos, lo que acelera los descubrimientos cientificos y reduce la
necesidad de experimentos en laboratorio. Sus métodos incluyen el analisis de bases de datos,

la modelizacion molecular, el analisis de secuencias, el desarrollo de farmacos, entre otros. (50)

1.4.1. Base de datos

Las bases de datos en bioinformatica son repositorios organizados de informacion bioldgica
qgue permiten almacenar, catalogar e interpretar grandes cantidades de datos obtenidos de
diversas fuentes experimentales. Estas bases de datos contienen informacion sobre secuencias
genéticas, proteinas, imagenes biomédicas, estructuras celulares y otros aspectos fundamentales
para la investigacion bioldgica y médica. (51) Por lo tanto, las bases de datos surgen como
respuesta a la creciente necesidad de conservar y organizar la gran cantidad de informacién
generada. Esto no solo resuelve el problema de almacenamiento, sino que también facilita el
analisis de los datos y su reutilizacion para distintos fines. (52)
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1.4.2. Cribado Virtual o virtual screening

Los metodos computacionales son ahora esenciales en el descubrimiento de farmacos,
abarcando desde la identificacion de candidatos hasta su optimizacion. Su objetivo principal es
hacer el proceso més eficiente, reduciendo la necesidad de experimentos tradicionales y
aumentando las probabilidades de éxito clinico, lo que da como resultado terapias mas efectivas
y con menos efectos secundarios.(53) Uno de los enfoques mas importantes es el cribado
virtual, que filtra la gran cantidad de compuestos disponibles en una base de datos virtual,
enfocandose en aquellos con mayor probabilidad de interactuar eficazmente con una proteina
diana especifica.(54) El cribado virtual utiliza métodos computacionales para explorar bases de
datos y seleccionar posibles candidatos con mayor probabilidad de éxito. Se divide
principalmente en dos tipos: cribado basado en ligando y cribado basado en estructuras. El
método elegido depende de la informacion disponible; si el conocimiento sobre el objetivo de
la enfermedad es limitado, se utiliza el cribado basado en ligando. En cambio, si se conoce la
estructura del objetivo, se aplican métodos como el acoplamiento ligando-proteina, lo que

permite buscar compuestos similares en funcién de su estructura. (53,55)

1.4.2.1.Cribado virtual basado en ligando

Este enfoque analiza bases de datos de ligandos y fragmentos moleculares vinculados a una
actividad bioldgica especifica utilizando herramientas computacionales. Se basa en las
propiedades estructurales y fisicoquimicas de los ligandos conocidos para identificar moléculas
similares con actividad biol6gica. Al comenzar con la seleccion de compuestos frente a un
objetivo, es posible observar su actividad y aprovechar su capacidad para unirse a multiples
blancos. Este método es til para identificar farmacos, especialmente fragmentos moleculares

pequerios. (54,55)
1.4.2.2.Cribado virtual basado en estructura

Este enfoque se fundamenta en la informacion conocida sobre la estructura de la proteina
(estructura tridimensional, 3D) del objetivo terapéutico, utilizando el acoplamiento molecular
como herramienta principal para identificar y clasificar nuevos candidatos a farmacos dirigidos

a vias bioldgicas especificas. (55)
1.4.3. Acoplamiento molecular o molecular docking

El acoplamiento molecular es una técnica de codigo abierto que permite predecir como las

moléculas pequefias interactan con los receptores bioldgicos, basandose en interacciones
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electrostaticas. El conocimiento estructural de la proteina guia la seleccion de candidatos a
farmacos al identificar interacciones clave con residuos de aminoécidos esenciales. Las
funciones de puntuacion, como la desviacion cuadratica media (RMSD) y la energia de
afinidad, ayudan a evaluar la calidad de las simulaciones y la afinidad entre el ligando y la

proteina. (54)

Ademas, el acoplamiento molecular generalmente utiliza dos algoritmos: uno de muestreo, que
genera diferentes conformaciones del ligando en el sitio activo de la proteina objetivo, y otro
de puntuacidn, que calcula las energias de union para cada configuracion. Las conformaciones
resultantes se clasifican segun sus energias de unién, lo que permite filtrar compuestos en bases
de datos grandes y seleccionar aquellos que podrian ser potenciales ligandos. Sin embargo, este

enfoque asume que el blanco proteico es una estructura estatica, lo que ignora su dindmica. (56)

1.4.4. Dindmica Molecular

La simulacion de dindmica molecular es una técnica computacional que permite analizar el
comportamiento dinamico de un complejo proteina-ligando a lo largo de diferentes escalas
temporales. (57) Las simulaciones de dindmica molecular son ampliamente reconocidas como
el enfoque mas preciso para evaluar la estabilidad de un ligando en un sitio de union. Estas
simulaciones no solo reflejan la flexibilidad de la proteina objetivo, sino que también integran
los efectos del solvente en el sistema. (56) La flexibilidad del receptor se refiere a la capacidad
de una proteina para adoptar multiples conformaciones que pueden influir en su interaccion con
un ligando. Esta flexibilidad puede ser estudiada mediante simulaciones de dindmica molecular
gue permiten observar cdmo cambian las conformaciones en un entorno solvatado. Ademas, el
comportamiento del agua juega un papel crucial: en un entorno fisioldgico, tanto el ligando
como la proteina estdn solvatados por agua antes y después de formar un complejo. El
desplazamiento de estas moléculas de agua (la desolvatacion) al unirse el ligando puede ser

energéticamente favorable o desfavorable, dependiendo de las interacciones especificas. (58)

1.4.5. Ventajas del cribado virtual en la blisqueda de nuevos farmacos

Las ventajas del cribado virtual, especialmente desde el enfoque basado en el conocimiento
previo de la estructura quimica de las proteinas, tienen un gran potencial para el disefio racional
de farmacos. La prevalencia de esta estrategia en la literatura confirma su relevancia y utilidad
en el desarrollo de nuevas moléculas terapéuticas, destacandose como una herramienta clave
para identificar y optimizar posibles farmacos. Ademas, estas metodologias computacionales

avanzadas en la innovacion farmacéutica ayudan a mejorar los procesos de descubrimiento de
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medicamentos fundamentados en modelos moleculares. El cribado virtual basado en estructura
es particularmente importante para los estudios que comienzan con una proteina diana asociada
a una enfermedad, ya que permite priorizar ligandos mediante evaluaciones energéticas y

estadisticas, facilitando la seleccién de los candidatos mas prometedores. (54)
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2.1. Lugar de ejecucion

La tesis fue realizada en el laboratorio de Bioinformatica del grupo Computational Biology and
Chemistry Research Group de la Universidad Catolica de Santa Maria (UCSM), en la provincia

de Arequipa, Per.

2.2. Detalles Computaciones

2.2.1. Hardware

Workstation con procesador E7 de 3.0 GHz, 64 GB de memoria RAM, tres discos duros de 8
TB y 2 tarjetas aceleradoras de video NVIDIA GeForce RTX 4090.

2.2.2. Software

1. Gromacs 2024 — (GROningen Machine for Chemical Simulations):
Es un software disefiado para realizar simulaciones de dindmica molecular y para el
andlisis de las trayectorias generadas. Utiliza varios campos de fuerza para calcular la
energia molecular y proporcionar informacién topoldgica, como las posiciones
atomicas, las distancias entre enlaces, los angulos y los diedros, entre otros. Ademas, se
destaca por su alto rendimiento en comparacién con otros programas de su
categoria.(59)

2. Gnuplot v5.:
Es una herramienta que emplea comandos simples para graficar funciones matematicas
y datos. Es muy utilizada para visualizar y analizar datos, especialmente en estudios de
dinamica molecular, permitiendo la creacion de graficos en 2D y 3D de alta calidad. Su
versatilidad permite personalizar graficos de lineas, dispersion, barras y superficies, y
también permite automatizar tareas mediante scripts. (60)

3. UCSF Chimera 1.1.2:
Es un programa para visualizar e interactuar con la estructura de moléculas. Facilita el
andlisis estructural detallado, como la visualizacion de estructuras hidrofobicas,
interacciones de enlaces de hidrogeno y superficies de potencial electrostatico. Ademas,
permite realizar analisis de mapas de densidad, alineacion de secuencias, resultados de
docking, trayectorias y conformaciones. También tiene la capacidad de generar
imagenes y animaciones de alta calidad. (61)

4. PyRX:
Es un software para la realizacién de cribado virtual (Virtual Screening) en la busqueda
de farmacos, permitiendo evaluar compuestos frente a dianas farmacoldgicas. PyRx
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facilita todo el proceso, desde la preparacion de datos hasta el anélisis de los resultados,
con una interfaz intuitiva para realizar docking. También ofrece herramientas de hoja
de calculo y un motor de visualizacion potente, fundamentales en el disefio de farmacos
basado en estructuras. (62)

5. Avogadro 1.2.0:
Es un software avanzado para la visualizacion y edicién de estructuras moleculares,
utilizado en técnicas como la modelizacién molecular. Este programa permite crear
modelos interactivos de moléculas en 3D y ofrece visualizacion de alta calidad, ademas
de contar con una arquitectura flexible para agregar complementos. (63)

6. Datawarrior v06.04.01:
Es un software de codigo abierto para el analisis y visualizacion de datos quimicos que
integra graficos dindmicos con inteligencia quimica. Permite la visualizacion de datos
mediante diagramas de dispersion, graficos de barras, circulares y mas, identificando
patrones y tendencias en estructuras moleculares. Utiliza descriptores quimicos para
evaluar similitudes entre moléculas y se aplica en tareas como el filtrado de datos y la
personalizacion de vistas. Ademas, facilita la prediccion del riesgo de toxicidad,
incluyendo riesgos de irritacion, mutagenicidad, tumorigenicidad y efectos
reproductivos. (64)

7. Open Babel 3.1.1:
Es una herramienta quimica disefiada para trabajar con una amplia variedad de datos
moleculares. Permite buscar, convertir, analizar y almacenar informacion en areas como
quimica, bioguimica y modelado molecular. Entre sus caracteristicas, optimiza la
conversion de datos estereoquimicos entre formatos de archivo. También proporciona
funciones de mecéanica molecular con campos de fuerza como MMFF94(s), UFF y
GAFF, que se utilizan en la minimizacion de energia y evaluacion de estructuras
moleculares. Estos campos de fuerza permiten aplicar restricciones y realizar busquedas
de conformadores para la optimizacién y exploracién de estructuras moleculares.(65,66)

8. Grace — (GRaphing, Advance Computation and Exploration of data):
Es un software que permite representar y analizar datos en dos dimensiones (2D) y
examinar diversos tipos de informacion, como los resultados de simulaciones de
dinamica molecular. Posee herramientas para evaluar parametros fundamentales como
RMSD, RMSF, SASA Y RG, lo que posibilita un examen detallado de las caracteristicas
estructurales y dinamicas de las biomoléculas. (67)
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9. VMD (Visual Molecular Dynamics):
Es un software para la visualizacion y analisis de sistemas moleculares. Permite
manipular y analizar estructuras moleculares, asi como animar y estudiar la trayectoria
de simulaciones de dinamica molecular. VMD ofrece diversas formas de representar y
colorear moléculas, como mediante caricaturas, esferas CPK o cilindros, entre otros.
(68)

10. Schrédinger:
Schrédinger proporciona un conjunto de herramientas para la quimica computacional y
el modelado molecular, utilizados en el estudio de interacciones entre péptidos y
proteinas. (69) También facilita la visualizacion y el andlisis de interacciones entre
ligandos y proteinas a partir de simulaciones de dindmica molecular. Permite visualizar
trayectorias, identificar interacciones clave y evaluar la estabilidad de complejos
moleculares en condiciones fisiolégicas. (70)

11. Python 3.10.12:
Es un lenguaje de programacion que ofrece numerosas herramientas y bibliotecas para
trabajar con datos. Permite realizar manipulaciones, analisis y visualizacién de
informacion, generando graficos como los de dispersion (scatter plot), los cuales son
atiles para analizar la relacion entre dos variables y detectar tendencias en grandes

volimenes de datos. (71)

2.2.3. Servidores en linea

1. PubChem:
Es una base de datos que almacena las estructuras moleculares de diversas sustancias
de interés farmacéutico, biologico e industrial. Proporciona informaciéon detallada
acerca de cada compuesto, incluyendo sus propiedades fisicoquimicas, actividades
bioldgicas, seguridad, toxicidad y patentes, entre otros. Esta base de datos facilita la
busqueda de propiedades quimicas y fisicas de los compuestos y es una herramienta
valiosa para la investigacion y el anlisis de sustancias quimicas. (72)

2. CHARMM-GUI:
Es una herramienta ampliamente utilizada para la mecanica y dinamica
macromolecular, que ofrece funcionalidades versatiles para analizar y manipular
coordenadas atémicas y trayectorias dindmicas. CHARMM-GUI es esencial para la
creacion interactiva de sistemas moleculares complejos y la preparacion de entradas
para simulaciones avanzadas. Es compatible con diversos paquetes de simulacién, como
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CHARMM, NAMD, GROMACS y AMBER, entre otros. Su disefio se centra en la
facilidad de uso, permitiendo realizar tareas especificas como la construccion de
membranas o la solicitud de proteinas a través de una interfaz optimizada. (73)

3. Protein Data Bank (PDB):
Es un repositorio global y de acceso libre que almacena datos estructurales 3D de
macromoléculas bioldgicas, como proteinas, ADN y ARN. El RCSB PDB permite
explorar de manera interactiva las estructuras tridimensionales para analizar detalles
estructurales, identificar interacciones moleculares, estudiar la conformacion de las
macromoléculas y comprender su funcion en los procesos biolégicos. Esta herramienta
es fundamental en la investigacion y el desarrollo de farmacos, pues facilita la
prediccidn de interacciones con otras moléculas, contribuyendo al disefio racional de
nuevas terapias. (74)

4. SwissModel:
Es una plataforma automatizada para el modelado por homologia de proteinas, que
permite generar modelos 3D basados en estructuras comparativas. Incluye el repositorio
SwissModel, que proporciona una base de datos de modelos anotados de proteomas de
referencia, y el espacio de trabajo SwissModel, donde se pueden crear y evaluar
modelos utilizando informacion de UniProtKB. Su funcionalidad facilita la prediccion
estructural de proteinas, apoyando la investigacion en biologia estructural y el disefio
de farmacos. (75,76)

5. SwissADME:
Es una herramienta gratuita que permite calcular propiedades fisicoquimicas, predecir
la farmacocinética, evaluar la similitud con farmacos y analizar la compatibilidad
quimica de pequefias moléculas. Es fundamental para el disefio y desarrollo de
farmacos, ya que ayuda a estimar cémo se comportara una molécula en el organismo y
si cumple con los criterios esenciales para ser un candidato a farmaco. (77)

6. PockDrug:
Es una herramienta computacional disefiada para predecir la capacidad de los bolsillos
de unién de proteinas (pockets) para unirse a moléculas con potencial farmacoldgico.
Permite evaluar la afinidad de unién de pequefias moléculas a cavidades especificas en
la proteina. Su utilidad es clave en la identificacién de posibles objetivos para el
descubrimiento de farmacos, permitiendo la evaluacién de bolsillos en presencia o

ausencia de un ligando. (78)
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7. MolProbity:
Es un servidor web que valida la calidad estructural de modelos tridimensionales de
proteinas, acidos nucleicos y complejos biomoleculares. Su importancia radica en su
capacidad para identificar errores en la geometria molecular mediante el analisis de
contactos atémicos, angulos diedros y distribuciones conformacionales. Ofrece una
evaluacion detallada de estructuras obtenidas tanto por cristalografia de rayos X como
por resonancia magnética nuclear (RMN). Un aspecto clave de MolProbity es su uso de
distribuciones de Ramachandran de alta precision para evaluar la conformacion de la

cadena principal de las proteinas. (79)

2.3. Metodologia

2.3.1. Preparacion y optimizacion de metabolitos secundarios de liquenes

Los metabolitos secundarios de liquenes utilizados fueron de la base de datos Lichen DataBase
(LDB), la cual fue desarrollada por Olivier-Jiménez y colaboradores (80), donde se proporciona
una cobertura de la quimio-diversidad de los liquenes, que cubre el 23% de los metabolitos
conocidos de liquenes, con enfoque en compuestos comunes y bien caracterizados por MS/MS.
La informacion sobre estos compuestos, incluidos sus nombres y propiedades, fue extraida de
la seccion de informacion complementaria del articulo publicado. Posteriormente, se
obtuvieron las estructuras tridimensionales de la base de datos PubChem en formato SDF y se

convirtieron a formato PDB utilizando el software de Avogadro.

Luego, se realizo la optimizacion de las estructuras mediante minimizacion de energia con el

siguiente comando en OpenBabel, y se les asigné un numero identificador del 001 al 251.

obabel -ipdb compuesto.pdb -0 numero compuesto.pdb --minimize --steps

300000 --sd --ff MMFF94
Donde:

e “-ipdb compuesto.pdb” especifica el archivo de entrada en formato PDB.
e “-O numero _compuesto.pdb” indica el nombre del archivo de salida.

e “—minimize” activa la minimizacién de energia.

e “—steps 300000” define el nimero de pasos para la minimizacion.

e “—sd” utiliza el algoritmo de descenso de gradiente para la minimizacion.

o “Aff MMFF94” aplica el campo de fuerza MMFF94 para el célculo de energia.
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2.3.2. Modelamiento estructural y optimizacion de la enzima acetilcolinesterasa

La proteina objetivo se obtuvo a partir de la base de datos Protein Data Bank - RSCB (PDB-
RSCB) de estructuras cristalinas, donde se tuvo en cuenta el modelo estructural de la
acetilcolinesterasa de Homo sapiens. Para la seleccion de la proteina, se evalu6 la calidad del
cristal y la ultima publicada hasta la fecha de elaboracion de esta tesis, siendo la estructura de
la acetilcolinesterasa (PDB ID: 7E3D).

La estructura proteica fue obtenida mediante la técnica de difraccion de rayos X, la cual
presentaba regiones faltantes. Para abordar esta situacion, se utilizé SwissModel para predecir
y modelar estas regiones ausentes, mediante modelado por homologia utilizando la estructura

del propio cristal y la secuencia lineal en su formato FASTA.

Previamente a la modelizacion, se realizé una limpieza del archivo PDB para eliminar residuos
no esenciales, ligandos no relevantes y otras estructuras innecesarias que no forman parte del
complejo de interés. Se identificé que el cristal presentaba dos subunidades proteicas (cadenas
Ay B) y se verificaron las regiones faltantes mediante visualizacion en el visualizador UCSF

Chimera.

Para la prediccion de las regiones faltantes, se ingresé en SwissModel a través de la opcion
"User Template", utilizando la estructura original como plantilla de referencia. La secuencia
FASTA fue cargada como archivo de destino, mientras que el archivo de plantilla se subi6 en
formato PDB. Se generaron modelos individuales para cada cadena, incorporando las regiones
ausentes de acuerdo con la prediccion de homologia estructural.

Una vez reparada la proteina, se procedié con la identificacion de bolsillos potencialmente
drugables (Druggable pockets). Para ello, el archivo PDB generado fue cargado en el servidor
PockDrug, donde se llevo a cabo el analisis de cavidades potenciales para la interacciéon con
farmacos. Se utiliz6 la opcién "Druggability Prediction”, cargando la proteina generada en
formato PDB en la opcion "Using protein(s)", utilizando el método de estimacion de bolsillo
predeterminado sugerido por el servidor, con un umbral de proximidad de ligando de 5.50A

para el sitio activo.

Para evaluar la calidad de la proteina, se utilizé el servidor MolProbity, cargando el archivo
PDB con la opcion "Analyze geometry without all-tom contacts”, lo que implica el anélisis
geométrico de la estructura proteica sin considerar las interacciones de contacto entre todos los
atomos. Se emplearon todos los pardmetros predeterminados proporcionados por el servidor.
Este proceso permitid generar el diagrama de Ramachandran, utilizado para evaluar la
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conformacién de los &ngulos ¢ (phi) y v (psi) de los residuos de la estructura de la proteina,
proporcionando informacion sobre la calidad estructural del modelo generado.

2.3.3. Cribado virtual de proteina — ligando

Se utilizé el programa computacional PyRx para llevar a cabo los cribados virtuales basados en
la estructura molecular mediante simulaciones de acoplamiento. Los metabolitos secundarios
de liquenes optimizados fueron importados a OpenBabel a través de la herramienta de pantalla
virtual por prescripcion en Python. Posteriormente, la acetilcolinesterasa fue cargada como una
macromolécula para realizar los analisis de acoplamiento utilizando la herramienta AutoDock

Vina.

Para llevar a cabo la simulacion, los compuestos y la proteina previamente fueron convertidos
a formato PDBQT, compatible con el software, utilizando las herramientas del propio
programa. Para definir los limites de la caja de acoplamiento molecular entre la proteina y los
metabolitos, se realizdé una delimitacion preliminar en UCSF Chimera, empleando el mejor
bolsillo druggable proporcionado por el servidor Pock-Drug. Ademas, se llevo a cabo una
comparacion entre la proteina generada y la misma proteina en presencia del ligando donepezilo
(PDB ID: 7E3H) obtenida del (PDB - RCSB), con el objetivo de identificar diferencias de

ubicacion entre los sitios activos.

La cadena A de la acetilcolinesterasa esta delimitada por una caja de dimensiones 24 x 24 x 24,
con coordenadas cartesianas de referencia X: 23.5376, Y: 123.464 y Z: 82.3621. De manera
analoga, la cadena B de la misma enzima presenta una caja de idénticas dimensiones, con
coordenadas X: -1.82476, Y: 107.853 y Z: 28.8084, estableciendo asi un marco espacial
uniforme para su caracterizacion estructural. La caja delimitada se realizé con el objetivo de
que los ligandos interactuaran con el sitio activo de la enzima acetilcolinesterasa, en el cual

actlia el donepezilo (PDB ID: 7E3H), que esta presente en la proteina y el ligando.

En la simulacion de acoplamiento molecular, se utiliz6 la opcion "Vina Wizard", en la cual se
seleccionaron los metabolitos como ligando y la acetilcolinesterasa como macromolécula.
Posteriormente, se definieron las delimitaciones de la caja de acoplamiento y ejecutaron cuatro
corridas para calcular la energia de afinidad entre los ligandos y la AChE. Ademas de realizar
la simulacion con los metabolitos, se utilizo el donepezilo como control y la acetilcolina de
referencia como ligando enddgeno. Los mejores candidatos fueron seleccionaron en funcion de
aquellos que presentaron una mayor afinidad por la proteina en comparacion con el donepezilo.
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2.3.4. Andlisis de propiedades moleculares y prediccion de toxicidad

Los SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry System) de los metabolitos con mayor
afinidad fueron obtenidos de la base de datos PubChem. Los compuestos, incluido el
donepezilo, fueron cargados en el servidor SwissADME para calcular las propiedades
fisicoquimicas de interés terapéutico, tales como: peso molecular (PM), coeficiente de particion
octanol/agua (logP), numero de tomos donadores de enlaces H (HBD, por sus siglas en inglés),
numero de atomos aceptores de enlaces H (HBA, por sus siglas en inglés), permeabilidad de la
barrera hematoencefalica (BHE), absorcion gastrointestinal (GI), area superficial polar
topoldgica (TPSA A?), logaritmo de solubilidad (log S), fraccion csp3 y ndmero de enlaces

rotacionales (NrotB).

Asimismo, para la prediccion de toxicidad de los compuestos seleccionados, los SMILES
obtenidos de PubChem fueron copiados a la pantalla de visualizacién de Osiris DataWarrior.
Primero, se accedio a la opcion "Chemistry”, luego a "From Chemical Structure" y finalmente
a "Calculate Properties”. A continuacion, se selecciono6 la opcion "LE, Tox, Shape" y se
marcaron las casillas correspondientes a *Mutagenic", "Tumorigenic”, "Reproductive Effective™
e "Irritant”. Como resultado, se obtuvieron las calificaciones de toxicidad clasificadas en

"Slow", "None" y "High".

Los compuestos que no presentaron predicciones de toxicidad y que pudieron atravesar la BHE
fueron seleccionados para realizar la dinamica molecular. Para este paso, se descargaron

previamente sus coordenadas del acoplamiento molecular en PyRx.

2.3.5. Analisis mediante dindmica molecular

La preparacion de la simulacion consistio, en primer lugar, en la preparacion de las estructuras
moleculares, que incluyeron tanto la proteina como los mejores ligandos que fueron
seleccionados mediante el cribado virtual. Para ello, se empled la herramienta "Ligand Reader
& Modeler™; en este paso, se importd el ligando en archivos de formato PDB y se obtuvieron

las topologias (archivo .tpr) y los parametros (archivo .prm) especificos del ligando.

A continuacion, se utilizd la herramienta "PDB Reader & Manipulator", donde se cargo el
complejo proteina-ligando junto con los parametros previamente generados para el ligando. Al
sistema se le asigno6 un pH de 7.0. Posteriormente, se cargaron manualmente los archivos .rtf y
.prm del ligando, ya que los parametros fueron obtenidos con anterioridad. De este proceso, se
obtuvieron las coordenadas (archivo .crd) y la topologia molecular (archivo .psf), los cuales

fueron utilizados posteriormente.
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Para la preparacion de los sistemas complejos, se utilizd la herramienta "Multicom- ponent
Assembler", donde se prepararon los sistemas complejos para la simulacion, combinando los
componentes moleculares en una sola estructura topologica. Para ello, se cargaron los archivos
.prmy .rtf generados en "Ligand Reader & Modeler™, asi como los archivos .crd y .psf obtenidos
en "PDB Reader & Manipulator”. Esta etapa consistié en 5 pasos para finalmente ejecutar los

calculos de dindmica molecular.

En el paso 1, se seleccion6 la opcion "Box XYZ length”, donde se defini6 manualmente la
longitud de la caja clbica a 150A por lado. CHARMM-GUI calculé automaticamente el
volumen ocupado por la molécula, el volumen total de la caja y el espacio vacio restante, con
el objetivo de determinar la fraccion de volumen ocupado, lo cual es importante para establecer
condiciones adecuadas de solvatacion. Los componentes fueron clasificados como "Solvated

Component”, indicando que estan rodeados por moléculas de agua en los pasos posteriores.

En el paso 2, se realizé la solvatacion del sistema y la inclusion de iones para replicar un entorno
acuoso fisioldgico para los complejos. Se selecciond la opcion "Include water™ para rodear
completamente el complejo proteina-ligando con moléculas de agua. EI modelo de agua
utilizado y agregado por defecto fue el TIP3P, un modelo que incluye un 4&tomo de oxigeno y
dos atomos de hidrogeno, los cuales se organizaron con un angulo de aproximadamente 104.5¢.
Posteriormente, se activo la opcion "Include lons", mediante la cual se afiadieron iones de Na*?,
K*!y CI! a los sistemas para neutralizar la carga neta global y simular la condicion fisioldgica
de 0.15 M. Ademas, la herramienta calculé automaticamente el nimero de moléculas de agua
TIP3P y los iones.

En el paso 3, no se realiz6 ninguna modificacion en los pardmetros que vienen seleccionados

por defecto por el servidor.

En el paso 4, se configuraron los parametros de la simulacion de dinamica molecular,
seleccionando la opcion "NPT ensemble” (nimero de moléculas, presion y temperatura
constantes) para mantener condiciones termodindmicas constantes a lo largo del tiempo, con
una temperatura de 309.65 K, que corresponde a condiciones fisioldgicas tipicas para sistemas
bioldgicos. Como software de simulacién se eligio GROMACS, uno de los paquetes mas
utilizados para simulaciones de dinamica molecular.

En el paso 5, se generaron y descargaron los archivos de entrada necesarios para ejecutar la
simulacion. Al seleccionar GROMACS, CHARMM-GUI gener6 los archivos de entrada
compatibles con este software, como el archivo de configuracion (.mdp), las estructuras del
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sistema (.gro y .psf) y los parametros de fuerza (.top), que permiten ejecutar la simulacién de
manera eficiente, asegurando que el sistema estuviera equilibrado. Con la informacion de las
entradas obtenidas en CHARMM-GUI, se ejecutaron simulaciones de dinamica molecular de

100 ns con los parametros obtenidos.

Finalmente, la evaluacion de la estabilidad estructural y dindmica de las interacciones se
verificé en los visualizadores VMD, GRACE y Schrodinger.
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CAPITULO L.

RESULTADOS Y DISCUSION
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Los métodos computacionales han revolucionado el proceso de descubrimiento de farmacos,
conocido como descubrimiento de farmacos asistido por computadora (CADD, por sus siglas
en ingles), el cual es empleado para la exploracion de nuevos compuestos candidatos a
farmacos, reduciendo costos y el tiempo necesario para descubrir fArmacos. El cribado virtual
se ha convertido en una estrategia clave para encontrar terapias innovadoras y reducir costos en
estos procesos. Esta técnica computacional busca identificar moléculas con potencial de union
a un sitio activo, explorando una amplia cantidad de compuestos para identificar aquellos que

presenten caracteristicas farmacoldgicas deseadas. (81)

Por otro lado, el CADD se encuentra dentro de los modelos informaticos que buscan ser una
alternativa a la experimentacion con animales. El bienestar animal en la investigacion cientifica
se basa en principios éticos establecidos de las 3Rs que significa reemplazar, reducir y refinar.
Como ya se ha mencionado anteriormente, los modelos informéticos y programas ayudan a
disefiar nuevos medicamentos. EI CADD permite disefiar y evaluar compuestos sin necesidad
de utilizar animales; reemplazando a la experimentacion animal en las etapas iniciales del
descubrimiento de farmacos; reduciendo el numero de animales utilizados al identificar
compuestos con alta probabilidad de éxito, y refinar los procedimientos al reducir el sufrimiento
prediciendo la toxicidad de los compuestos, asi disminuyendo los efectos adversos en los

animales durante las pruebas. (82,83)

3.1. Anélisis de los metabolitos de liquenes

La lista de 251 metabolitos secundarios de liquenes utilizados en este estudio fue obtenida de
la base de datos LDB. Este grupo de compuestos representa aproximadamente el 23% de los
1050 metabolitos actualmente conocidos en liquenes, ya que los autores caracterizaron aquellos
que corresponden a las principales clases quimicas reportadas en liquenes, como dépsidos,
dibenzofuranos y terpenos.

Todos los metabolitos secundarios registrados en la base de datos LDB fueron optimizados con
éxito. En el Anexo, Tabla A, se muestra una etiqueta para cada metabolito, el nombre de cada
metabolito, la clase estructural, el peso molecular y el codigo de acceso de PubChem. Como
ejemplo, se presentan las estructuras moleculares del Acido hematomico (ID-043) en diferentes
estados de optimizacion. La estructura descargada desde la base de datos PubChem (Figura 7
(a)) se muestra sin optimizacion geométrica. La estructura optimizada (Figura 7 (b)) ajusto la
geometria para obtener una configuracién mas estable. La superposicion de las estructuras
(Figura 7 (c)) permite visualizar las diferencias entre la estructura descargada y la estructura
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optimizada, mostrando la mejora en la configuracion molecular después de la optimizacion

geomeétrica.

La minimizacion de energia para los compuestos se realizo con OpenBabel, empleando el
campo de fuerza MMFF94 (Merck Molecular Forcefield 94), el cual permitié optimizar la
geometria de los compuestos para obtener estructuras estables. Como se describio en el trabajo
de O’Boyle y colaboradores (66), la seleccion de los campos de fuerza implementados en
OpenBabel permite trabajar con la mayoria de las estructuras moleculares. En particular, el
campo de fuerza MMFF94 permite reducir la energia de la molécula ajustando su geometria,
de manera que los 4&tomos se ubiquen en posiciones mas estables, alcanzando asi una mejor
configuracién realista. Ademas, MMFF94 es muy conocido por ser aplicable a moléculas

organicas o similares a farmacos, como se menciona en la tesis de Valerio Minero. (84)

Figura 7. Comparacion de las conformaciones de Acido hematomico (1D-043).
"YWV
YYT

(@) (b))

(©)

* (a) Estructura inicial (rojo). (b) Estructura minimizada (verde). (c) Superposicion de las estructura inicial y
final. Las estructuras fueron alineadas y representadas usando UCSF Chimera.

3.2. Analisis de la acetilcolinesterasa

Se selecciond la estructura cristalografica de la acetilcolinesterasa (PDB ID: 7E3D),

determinada experimentalmente por difraccion de rayos X, por ser la méas actualizada al inicio
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de este estudio y contar con una resolucion de 2.50A. Esta estructura proteica presentaba dos
subunidades proteicas denominadas cadena A 'y cadena B, cada una con su propio sitio activo.

Asi, cada mondmero posee un sitio activo funcionalmente independiente

Se identificaron ligandos no relevantes y regiones faltantes que se ubicaban en los bucles y en
la superficie de la proteina, como se observa en la Figura 8. Estas regiones faltantes, fueron
completadas mediante modelado por homologia en el servidor SWISSMODEL.

Figura 8. Identificacion de residuos no esenciales y regiones faltantes de la acetilcolinesterasa.

Cadena A Cadena B

Una vez obtenida la proteina modelada y completa, se procedio a revisar el archivo PDB para
verificar que las regiones faltantes fueron adecuadamente completadas con los residuos y
atomos especificados, como se ve en el Anexo Figura B.1 y Figura B.2. En la Figura 9 se
muestra que los residuos fueron incorporados correctamente completando la estructura
tridimensional de la proteina. Las regiones modeladas corresponden a zonas de alta flexibilidad,
como se observa especialmente en los bucles. Esto coincide con lo reportado en el estudio de
Djinovic y colaboradores (85), quienes sefialan que los residuos faltantes tienden a perderse
debido a la flexibilidad estructural y la accesibilidad al solvente en condiciones experimentales
de cristalizacion. Ademas, la intensidad de la radiacion de difraccion de rayos X puede dafar o
romper estas regiones, dificultando su resolucion precisa en el cristal.
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Figura 10. Diagrama de Ramachandran de AChE con MolProbity.
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Para validar la estructura tridimensional, se realiz6 un andlisis del diagrama de Ramachandran.
La Figura 10 corresponde al diagrama de Ramachandran de la AChE obtenida. Este mostré un
96.6% (1038/1074) de residuos en regiones favorables, un 99.9% (1073/1074) de residuos en
regiones permitidas, y un 0.1% (1/1074) de residuos en regiones atipicas. Este ultimo residuo
corresponde a la lisina 496 (LYS496) de la cadena B, la cual no presenta una disposicion
correcta de los angulos ¢ (phi) y v (psi). Sin embargo, al ser un unico residuo, no afecta

significativamente la calidad de la proteina modelada.

Previamente, se debe considerar que se define como "pocket" o "sitio de union™ a la cavidad
estructural que puede albergar ligandos endégenos o exdgenos, mientras que el "sitio activo"
corresponde a la cavidad donde se cataliza el ligando enddgeno. Una vez definidos estos
conceptos, la identificacion de pockets se realizé en el servidor PockDrug, del cual también se
pudo obtener el volumen de estos para determinar las dimensiones aproximadas de la caja para

el acoplamiento molecular.

Utilizando el servidor PockDrug, se identificaron y evaluaron estos pockets en funcion de su
volumen, accesibilidad y propiedades fisicoguimicas, con el fin de identificar aquellos con
mayor probabilidad de albergar ligandos bioactivos, mediante una escala de 0 (0%) que indica
baja probabilidad a 1 (100%) que representa la méxima probabilidad de drogabilidad. Se
seleccionaron los tres pockets con mayores puntuaciones: uno para la cadena A y dos para la
cadena B. El pocket N° 0 tuvo un valor de 0.71 con un volumen de 2154.19 A3 (Figura 11(a)),
el N° 1 tuvo un valor de 0.88 con un volumen de 1461.44 A3 (Figura 11(b)), y el N° 3 tuvo un
valor de 0.93 con un volumen de 708.65 A3 (Figura 11(c)).

Tras identificar los pockets, se comparo su ubicacion con el sitio activo de la acetilcolinesterasa.
En la Figura 12(a) se muestran los residuos del sitio activo: SER203, HIS447, GLU334, TRP86,
TYR337, TRP286, TYR72, PHE295 y PHE297 en la cadena A. El pocket N° O se muestra en
la Figura 12(b), donde se observa que esta ubicado en el sitio activo, de la cadena A. En la
Figura 12(c), el donepezilo se encuentra dentro de este pocket. De manera similar, en la Figura
13(a) se identificaron los residuos que conforman el sitio activo, en la cadena B. Los pockets
N° 1y N° 3 se muestran en la Figura 13(b), y en la Figura 13(c), el donepezilo se encuentra en
dichos pockets. Observar la localizacion del donepezilo dentro de estos pockets (ya incluida en
la estructura proteica del archivo PDB:7E3H) que los mismos identificados por el servidor
coinciden con los sitios activos reportados en la literatura. Esta correlacion valida los resultados

obtenidos mediante el analisis computacional.
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Figura 11. Identificacion de los mejores pockets en el servidor PockDrug, visualizados desde
una orientacion frontal.

((b)) Pocket 1

((c)) Pocket 3

* (a) Representacion en forma de superficie del pocket 0 de la cadena A. (b) y (c) Representacion en forma
de superficie del pocket 1y 3 de la cadena B.
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AChE.

* (a) Residuos involucrados en la formacion del pocket. (b) Representacion en forma de superficie del pocket.
(c) Localizacién del donepezilo en el pocket mas drugable.

Finalmente, en la cadena B se consideraron dos pockets debido a sus volimenes, los cuales se
complementan para formar un volumen similar al obtenido con el pocket N° O de la cadena A.
Asimismo, se pudo confirmar que estos residuos estan distribuidos en los siguientes subsitios:
el subsitio estérico o catalitico (SER203, HIS447 y GLU334), el subsitio anidénico o aromatico
(CAS) (TRP86 y TYR337), el sitio anidnico periférico (PAS) (TRP286 y TYR72), y el bolsillo
acilo (PHE295 y PHE297), como se menciona en el estudio de Pitchai y colaboradores (86) y
Dileep y colaboradores (33).
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AChE.

()

* (a) Residuos involucrados en la formacion del pocket. (b) Representacion en forma de superficie del pocket.
(c) Localizacion del donepezilo en el pocket mas drugable.

Finalmente, en la cadena B se consideraron dos pockets debido a sus volimenes, los cuales
se complementan para formar un volumen similar al obtenido con el pocket N° O de la
cadena A. Asimismo, se pudo confirmar que estos residuos estan distribuidos en los
siguientes subsitios: el subsitio estérico o catalitico (SER203, HIS447 y GLU334), el
subsitio anidnico o aromatico (CAS) (TRP86 y TYR337), el sitio anidnico periférico
(PAS) (TRP286 y TYRT72), y el bolsillo acilo (PHE295 y PHE297), como se menciona en
el estudio de Pitchai y colaboradores (86) y Dileep y colaboradores (33).

Ademas, el donepezilo se obtuvo del PDB ID: 7E3H, del mismo estudio realizado por
Dileep y colaboradores (33), quienes cristalizaron la proteina junto al inhibidor, lo que

permitié verificar la posicion del farmaco en el sitio activo. Para validar la relevancia de
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los pockets seleccionados, se compar6 su ubicacion con datos experimentales y se verificd
su accesibilidad a los sitios activos de ambas cadenas, comprobando que el servidor

PockDrug identifico correctamente los pockets en relacion con los sitios activos.

3.3. Analisis del cribado virtual

Los 251 metabolitos secundarios derivados de liquenes, el donepezilo (farmaco inhibidor de
referencia) y la acetilcolina (sustrato enddgeno) fueron evaluados en el sitio activo de AChE
utilizando PyRx/AutoDock Vina. Para esta investigacion, se realizaron cuatro calculos de
cribado virtual, lo cual mostré una alta reproducibilidad, evidenciada por la baja variabilidad
en las energias de afinidad obtenidas para la mayoria de los compuestos, como se ve en el
Anexo Tabla C.1.

Tabla 1. Valores de energia de afinidad entre los mejores compuestos con igual o mejor
desempefio que el donepezilo.

Afinidad de Unién (kcal/mol)

Complejo

Calculo | Caélculo Il Caélculo Il Calculo IV  Promedio£DE
AChE_090 -10.7 -10.7 -10.7 -10.7 -10.70 £ 0.00
AChE_204 -10.6 -10.6 -10.6 -10.6 -10.60 + 0.00
AChE_179 -10.4 -10.4 -10.3 -10.4 -10.38 + 0.05
AChE_190 -10.2 -10.2 -10.2 -10.2 -10.20 £ 0.00
AChE_116 -10.0 -10.0 -10.0 -10.0 -10.00 + 0.00
AChE_186 -9.9 -10.0 -10.0 -10.0 -9.98 + 0.05
AChE_092 -9.9 -9.9 -10.0 -10.0 -9.95 + 0.06
AChE_135 -9.9 -9.9 -9.9 -9.9 -9.90 £ 0.00
AChE_172 -9.9 -9.9 -9.9 -9.9 -9.90 + 0.00
AChE_201 -9.9 -9.9 -9.9 -9.9 -9.90 £ 0.00
AChE_189 -9.8 -9.8 -9.8 -9.8 -9.80 + 0.00
AChE_191 -9.8 -9.8 -9.8 -9.8 -9.80 £ 0.00
AChE_206 -9.8 -9.8 -9.8 -9.8 -9.80 + 0.00
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AChE_207 9.8 -9.8 9.8 -9.8 -9.80 + 0.00
AChE_194 -9.7 9.7 9.7 -9.8 -9.73 +0.05
AChE_091 9.7 9.7 9.7 9.7 -9.70 + 0.00
AChE_138 -9.7 9.7 9.7 9.7 -9.70 + 0.00
AChE_183 9.7 9.7 9.7 9.7 -9.70 + 0.00
AChE_195 -9.7 9.7 9.7 9.7 -9.70 + 0.00
AChE_199 9.7 9.7 9.7 9.7 -9.70 + 0.00
AChE_064 9.7 -9.7 -9.6 9.7 -9.68 + 0.05
AChE_131 -9.6 -9.6 -9.6 -9.6 -9.60 % 0.00
AChE_132 -9.6 -9.6 -9.6 -9.6 -9.60 + 0.00
AChE_188 -9.6 -9.6 -9.6 -9.6 -9.60 % 0.00
AChE_200 -9.6 -9.6 -9.6 -9.6 -9.60 + 0.00
AChE_225 -9.6 -9.6 -9.6 -9.6 -9.60 % 0.00
AChE_192 -9.6 -9.6 -9.6 95 -9.58 + 0.05
AChE_123 -9.4 -9.4 -9.4 -9.4 -9.40 + 0.00
AChE_125 -9.4 -9.4 -9.4 -9.4 -9.40 + 0.00
AChE_187 -9.4 -9.4 -9.4 -9.4 -9.40 + 0.00
AChE_196 -9.4 -9.4 -9.4 -9.4 -9.40 + 0.00
AChE_208 -9.4 -9.4 -9.4 -9.4 -9.40 + 0.00
AChE_184 9.3 9.3 -95 9.3 -9.35+0.10
AChE_Donepezilo -9.6 -8.9 -9.2 -9.7 -9.35+0.37

La Tabla 1 presenta los mejores compuestos con una afinidad mayor y/o igual al donepezilo.
El analisis del cribado virtual y acoplamiento molecular revelé 33 compuestos con afinidad
superior a la acetilcolinesterasa, evidenciada por energias de union menores a -9.35 kcal/mol,
valor de referencia del donepezilo. Esto indica que estos compuestos muestran una mayor
afinidad por el sitio activo. En contraste, la acetilcolina presentd una energia de unién de -5.10
kcal/mol, mostrando su menor afinidad por el sitio activo en comparacion con los compuestos

identificados. Para trabajar con un Unico valor representativo de afinidad de unién, se calculd
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el promedio y la desviacién estandar (DE) de cada compuesto. Mientras que algunos
compuestos mostraron una DE de 0, indicando resultados altamente consistentes, otros, como
el compuesto 149, presentaron una DE ligeramente mayor (0.57 kcal/mol), reflejando una
variabilidad moderada. Sin embargo, no existe un valor limite absoluto universal que deba
cumplirse en el analisis de la desviacion estandar de los resultados de energia de union. No
obstante, existen criterios practicos y comparativos entre compuestos, asi como verificar la
coherencia de los resultados obtenidos a partir de diferentes corridas. Dado que las desviaciones
estandar no son extremas, los resultados pueden considerarse confiables. Ademas, compararlos

con el donepezilo nos ayuda a tener referencia de un farmaco que se une a la enzima.

En la Figura 14 se puede observar la representacion en un scatter plot de los resultados de los
251 compuestos. En la variable X se encuentran los compuestos numerados del 001 al 251 (de
izquierda a derecha) y en la variable Y se muestran los valores de afinidad de unién. Asi mismo,
se observa como un punto rojo el valor del donepezilo (-9.35 kcal/mol) y en color verde el de
la acetilcolina (-5.10 kcal/mol), como referencia. Aquellos compuestos con valores iguales o
menores al del donepezilo se encuentran en la parte inferior del grafico (por debajo linea
punteada roja), siendo 33 compuestos, junto al donepezilo, los que poseen mayor afinidad por
la AChE. Ademas, se muestra una escala de colores, donde los tonos mas azules corresponden
a los valores mas negativos, y los colores mas claros indican valores mayores.

Figura 14. Scatter plot de las afinidades de union de los 251 compuestos, incluyendo el
donepezilo y la acetilcolina, generado en Python.
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Estos resultados indicaron que los 33 compuestos tienen mayor afinidad por la proteina
objetivo. Sin embargo, es importante considerar que, en el acoplamiento molecular realizado,
la proteina se mantuvo en una conformacion rigida, mientras que los ligandos tuvieron
flexibilidad para adoptar distintas conformaciones. Por lo cual, los valores obtenidos se basaron
en las mejores afinidades correspondientes a las poses mas favorables generadas por el

software.

3.4. Analisis de propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas

Una vez identificados los compuestos con mayor afinidad, se analizaron las propiedades
fisicoquimicas y farmacocinéticas de los 33 compuestos utilizando el servidor SwissADME,
una herramienta que permite estimar diversas propiedades farmacocinéticas a partir de las
caracteristicas fisicoquimicas de las moléculas y evaluar, de manera cualitativa, su similitud
con farmacos ya aprobados, con el fin de seleccionar los candidatos mas prometedores. Los
cuales pueden ser posteriormente evaluados mediante ensayos in vitro o in vivo. Ademas, se
predijeron las propiedades de toxicidad utilizando el software DataWarrior, a partir de las

cadenas SMILES correspondientes a los compuestos, como se muestra en el Anexo, Tabla E.1.

Las propiedades fisicoquimicas de estos compuestos deben estar dentro de ciertos rangos para
ser considerados candidatos a farmacos orales, conforme a los criterios establecidos por el
servidor SwissADME. Estos criterios incluyen: la lipofilicidad (log Po/w) debe ser entre -0.7 y
+6.0; el nimero de donantes de enlace de hidrégenos (HBD, por sus siglas en inglés) debe ser
<'5; el nimero de aceptores de enlaces de hidrogeno (HBA, por sus siglas en inglés) debe ser <
10; el peso molecular (PM) debe encontrarse entre 150 y 500 g/mol; la polaridad, que es el area
superficial polar topolégica (TPSA, por sus siglas en inglés), debe estar entre 20 y 130 A?; la
solubilidad (Log S-ESOL) debe oscilar entre -6 y 0; la saturacion, representada por la fraccion
de carbonos con hibridacion sp3 (Fraccion Csp3), debe estar entre 0.25 y 1; y la flexibilidad,
determinada por el nimero de enlaces rotables (NrotB, por sus siglas en inglés), no debe superar
los 9 enlaces. (77,87) Los datos correspondientes a los 33 compuestos, incluyendo todas las
propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas obtenidas mediante SwissADME, se presentan
en su totalidad en el Anexo, Tabla D.1y Tabla D.2.

Primeramente, de todos los datos que el servidor nos proporciona, este nos indica una
evaluacion directa sobre la capacidad de los compuestos para atravesar la barrera
hematoencefalica (BHE), indicando una respuesta binaria (SI/NO) respecto a su permeabilidad.

Entre los compuestos analizados, se considerd como criterio principal la capacidad de atravesar
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la BHE, un factor fundamental en el disefio de farmacos dirigidos al sistema nervioso central,
dado que la BHE acta como una barrera selectiva que limita el paso de muchas sustancias al
cerebro. En base a este criterio, solo 5 de los 33 compuestos evaluados demostraron ser
permeables a la BHE, al igual que el farmaco de referencia, donepezilo. A partir de estos
resultados, se procedera a analizar sus propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas de estos
cinco compuestos (172, 179, 186, 201 y 225) en comparacion con el donepezilo.

Generalmente, para que un compuesto sea considerado candidato a farmaco por via oral, debe
cumplir con la regla de los cinco de Lipinski, esta regla ayuda a predecir si una molécula activa
posee propiedades necesarias para ser biodisponible por via oral. Esta regla establece que un
medicamento o compuesto con buena actividad oral no debe superar ciertos valores en peso
molecular (PM < 500 g/mol), nimero de donadores (HBD < 5) y aceptores (HBA < 10) de
enlaces de hidrogeno, asi como en lipofilicidad (LogP < 5). Por lo tanto, los compuestos
presentados en la Tabla 2 cumplen con estos criterios, lo que los convierte en buenos candidatos
a farmacos para el blanco terapéutico. Ademas de contener otros valores como el NrotB, TPSA,

solubilidad, puntuacion de biodisponibilidad, absorcion Gl y permeabilidad a la BHE.

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas de los compuestos que atraviesan la

BHE.
PM TPSA Puntuacion de  Absorcion  Permeabilidad

Compuesto g/mol LogP HBD HBA NrotB A2 LogS biodisponibilidad Gl BHE
Donepezilo  379.49 4 4 0 6 38.77 -481 0.55 ALTA Sl

172 306.27 2.61 5) 1 1 7283 -371 0.85 ALTA Sl

179 290.27 295 4 0 2 5260 -3.79 0.85 ALTA Sl

186 25424 238 4 2 0 7460 -411 0.55 ALTA Sl

201 29229 246 4 2 2 7460 -3.82 0.85 ALTA Sl

225 256.25 2.76 4 2 0 70.67 -4.20 0.55 ALTA Sl

La representacion grafica de estos estos resultados se observa en la Figura 15, donde se puede
observar la similitud en los perfiles de los compuestos seleccionados con respecto al donepezilo,
especialmente en lo relativo a su capacidad para atravesar la BHE, que se observa en la Figura
16.
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Figura 15. Representacion grafica de los valores de las propiedades fisicoquimicas.
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Figura 16. Comparacion de WLogP y TPSA de 33 compuestos con mayor afinidad junto a
donepezilo en Python.
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En el estudio de Muller y colaboradores (88) se realiz6 un analisis comparativo de los criterios
de TPSA para compuestos con actividad en el SNC, donde se muestran diferencias
significativas entre farmacos y productos naturales. Segin Waterbeem y colaboradores (89), se
establece un limite de TPSA < 90 A? para medicamentos activos, y Ghose y colaboradores (90)
proponen un rango mas estricto de TPSA < 76 A? (6ptimo de 25 - 60 A?). Sin embargo, en este
estudio se analizaron compuestos esteroides que presentaron valores de TPSA superiores a 90
A2, lo cual coincide con lo reportado por Grabowski y colaboradores (91), donde el TPSA
promedio en productos naturales es < 113 A2, Esta diferencia se debe a que los esteroides tienen
una estructura molecular con mas dtomos de oxigeno, lo cual incrementa sustancialmente la
polaridad superficial. Por otro lado, Fayed y colaboradores (92) indican que para que un
compuesto atraviese la barrera hematoencefalica debe presentar un LogP entre 2y 5,y un TPSA
<70 A2 Ademas, el LogP es un factor crucial para determinar la lipofilicidad de un compuesto.
En el estudio de Mande y colaboradores (93), se indica que los valores deben de LogP oscilan
entre 1.84 y 5.0. Este rango sugiere una permeabilidad moderada a alta a través de las

membranas biologicas, lo cual se observa en los valores de LogP de los metabolitos analizados.

Con base en lo anterior, se consideraron los criterios del estudio de Fayed y lo mencionado por
Ghose. Donde, todos los compuestos que atraviesan la BHE indicado por el servidor,
presentaron un TPSA< 76A%y un LogP entre 2 y 5, lo cual se observa en la Figura 16. De este
modo, cumplen con los criterios de permeabilidad de la barrera hematoencefalica (BHE),
destacdndose como los candidatos méas prometedores. Aunque, los compuestos 172, 186y 201,
superan ligeramente el limite de TPSA (Fayed,< 70A2), pueden considerarse vélidos segun los
criterios indicados por Ghose y los umbrales establecidos por Grabowski para productos

naturales.

Es importante destacar que la BHE protege a las neuronas de los factores presentes en el torrente
sanguineo, lo cual es importante para el correcto funcionamiento sinéptico y neuronal. La BHE
estd conformada por células endoteliales, la lamina basal capilar, los pericitos y los pies
perivasculares de los astrocitos. (94) Esta barrera posee mecanismos especializados que regulan
el ingreso de moléculas esenciales al cerebro, tales como la difusion simple, el transporte
mediado por transportadores y transporte activo de eflujo. Sin embargo, se ha visto que la
integridad de la BHE esta dafiada en pacientes con EA por un defecto en sus componentes,
produciendo una disrupcion en la membrana permitiendo el paso de otros compuestos toxicos
al SNC. (95)
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En el estudio realizado por Sweeney y colaboradores (96), se evidencié que los pacientes con
enfermedad de Alzheimer presentan una disrupcion significativa de la barrera hematoencefalica
(BHE), lo que permite el ingreso de moléculas neurotoxicas, células inflamatorias como
macrofagos y neutrofilos, y compuestos de la sangre como trombina e inmunoglobulinas (1gG).
Los mecanismos responsables de esta disrupcion en la EA han sido identificados. Se observé
una disminucién en el niumero de pericitos, células esenciales para el mantenimiento de la
integridad de la BHE, asi como una reduccién en la actividad de la glicoproteina P (P-gp), lo
que impide la eliminacion adecuada de AP. Ademas, se reportaron alteraciones estructurales
como la pérdida de uniones estrechas entre células endoteliales (estudios en cerebros post
morten), la infiltracion de células inmunes periféricas y la activacion de células gliales, lo que

conlleva a la liberacion de citocinas proinflamatorias.

De este modo, la disrupcion de la BHE va a permitir el ingreso de xenobidticos, y reducir la
eliminacion de AP (este detalle se mencionara mas adelante, cuando se hable especificamente
de la P-gp). Sin embargo, la ruptura de la BHE también afecta la entrega de farmacos, ya que
para esto se va a requerir de vasos sanguineos funcionales y estructuras saludables. Los agentes
terapéuticos probablemente pueden quedarse atrapados en el tejido alterado entre los espacios
perivasculares agrandados, impidiendo que lleguen a sus objetivos. (96) Entonces, con base en
esto, se podria deducir que los farmacos dirigidos no generarian toxicidad, ya que existe la

posibilidad de que no ingresen completamente.

En la Tabla 2 y en la Tabla 3 se presentan las propiedades farmacocinéticas de los cinco
compuestos con permeabilidad a la BHE. SwissADME permite estimar las propiedades
farmacocinéticas clave sobre la absorcion, distribucion, metabolismo y excrecién (ADME) de
los compuestos. En cuanto a la absorcidn, se puede evaluar mediante absorcion gastrointestinal
(GI), asi como mediante la determinacion de si los compuestos son sustratos de la P-gp. La
distribucion se infiere a través de la precondicion de la capacidad de atravesar la BHE, mientras
gue el metabolismo se analiza mediante la inhibicidn potencial de isoformas del citocromo P450
(CYP450). Estas predicciones del metabolismo pueden ofrecer una idea indirecta sobre su
excrecion, ya que un metabolismo reducido puede influir en la eliminacion del farmaco. El
analisis del resto de los metabolitos se encuentra en el Anexo, Tabla D.2, ya que estos

parametros son clave en el desarrollo de farmacos.
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Tabla 3. Perfil de interaccion con P-gp y enzimas CYP de los metabolitos con SwissADME.

Sustrato  Inhibicion Inhibicion Inhibicion Inhibicion Inhibicion

ID P-gp CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4
172 NO Sl NO Sl NO NO
179 NO Sl Sl Sl NO NO
186 NO Sl NO NO NO Sl
201 NO Sl NO Sl NO Sl
225 NO Sl NO NO Sl Sl
Donepezilo Sl NO NO NO Sl Sl

Todos los compuestos mostraron una absorcion Gl alta y no ser sustratos de la P-gp, una
proteina transmembrana que regula el eflujo activo de farmacos y compuestos xenobidticos. En
el estudio de Sweeney y colaboradores (96), se sefiala que esta proteina también participa en la
eliminacion de A a través de la BHE, pero este proceso requiere de la proteina relacionada con
el receptor de lipoproteinas de baja densidad tipo 1 (LRP1). En el estudio de Wang y
colaboradores (97), se sefiala que la disfuncion de la BHE altera el transporte normal de A, y
esto depende de transportadores que se encuentran en las células endoteliales, siendo la LRP1
y P-gp quienes eliminan los AP por eflujo al torrente sanguineo, a diferencia del receptor para
productos finales de glicacion avanzada (RAGE), que ingresa AP circulantes al cerebro
mediante influjo. Esto forma parte de la progresion de la enfermedad de Alzheimer. Por lo tanto,
dado que los compuestos no son sustratos de la P-gp, es probable no tendran dificultades para

atravesar la BHE.

En el estudio de Mande y colaboradores (93), se menciona que la P-gp también regula el
transporte de farmacos en el lumen intestinal. A partir de esto, se comprende que la P-gp
desempefia un doble papel. Por lo tanto, los compuestos que no son sustratos de este
transportador tendrian mayor posibilidad de atravesar el lumen intestinal, aumentando asi su
biodisponibilidad.

Por otro lado, cada uno de los compuestos afecta de forma distinta a las isoenzimas involucradas
en el metabolismo de farmacos: el compuesto 179 inhibe CYP1A2, CYP2C19 y CYP2C9; el
186 inhibe CYP1A2 y CYP3A4; el 172 inhibe CYP1A2 y CYP2C9; el 201 inhibe CYP1A2,
CYP2C9 y CYP3A4; y el 225 inhibe CYP1A2, CYP2D6 y CYP3A4. Dado que estos

compuestos no son sustratos de la P-gp, es posible que su excrecion se lleve a cabo
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predominantemente a través del metabolismo por enzimas de la familia del citocromo P450. En
el estudio de Chennai y colaboradores (28), se menciona que, entre todas las enzimas de esta
familia, la CYP3A4 es la isoforma mas significativa, ya que mas de la mitad de los
medicamentos de uso clinico interactdan con ella. En el estudio de Khedraoui y colaboradores
(98), destaca la importancia de las isoformas CYP3A4 y CYP2D6 en el metabolismo de
farmacos. De manera complementaria, Hakkola y colaboradores (99) enfatizan el papel
fundamental de la isoforma CYP3A4 en la oxidacion y eliminacion de una amplia variedad de

xenobidticos, incluyendo remedios herbales y otros productos naturales.

Sin embargo, aunque la CYP3A4 tenga un rol predominante en el metabolismo de muchos
xenobidticos, la eliminacién de compuestos no depende solo de una Unica isoforma. Aun asi,
para evaluar si un compuesto puede ser un buen candidato a farmaco, es importante priorizar
que no cause interacciones farmacoldgicas. Esto es especialmente relevante en el caso del
Alzheimer, ya que afecta principalmente a personas adultas que suelen tomar varios
medicamentos al mismo tiempo (polifarmacia). Por lo que, los compuestos 172 y 179
sobresalen al no inhibir al CYP3AA4.

La biodisponibilidad oral es un parametro critico que determina la fraccion de farmaco que
alcanza la circulacion sistémica. En este estudio, la mayoria de los compuestos presentaron una
puntuacion de biodisponibilidad de 0.55, igual o superior al del donepezilo. Este indicador
definido por Martin (100), como la probabilidad de que la fraccion absorbida (F) supere el 10%
en ratas, que se basa en la superficie polar accesible (PSA) y el cumplimiento de las reglas de
Lipinski. Las puntuaciones de biodisponibilidad fueron obtenidas del servidor SwissADME.
Los resultados obtenidos en este estudio se alinean con lo reportado por Periyasamy vy
colaboradores (101), quienes establecen un rango 6ptimo entre 0.55 - 0.85, segun el criterio de
Martin. Adicionalmente, como sefiala Mande y colaboradores (93), la solubilidad depende de
los grupos donadores/aceptores de enlaces de hidrogeno, parametros que cumplen la Regla de
Lipinski.

El Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (BCS) categoriza farmacos segun solubilidad
acuosa y permeabilidad intestinal para definir su elegibilidad para bioexencién (exencion de
estudios in vivo al demostrar bioequivalencia in vitro). Para permeabilidad, el metoprolol es la
referencia estandar, considerandose alta permeabilidad cuando el logP del compuesto supera su
valor de referencia (logP = 2.15). Respecto a la solubilidad, se clasifica como alta cuando el

cociente entre la dosis maxima (mg) y la solubilidad (mg/mL) es < 250 mL. Los compuestos
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que cumplen ambos criterios (alta solubilidad + alta permeabilidad) corresponden a Clase | y
son candidatos a bioexencion. En este anlisis, los compuestos exhiben logP > 2.15 (sugiriendo
alta permeabilidad), pero su solubilidad varia. La solubilidad de los compuestos se clasifica en
términos cualitativos segun su valor logS de la siguiente manera: los valores menores a -10 se
consideran insolubles, los que se encuentran entre -10 y -6 son poco solubles, los que oscilan
entre -6 y -4 se clasifican como moderadamente solubles, los que estan entre -4 y -2 se definen
como solubles, los que tienen valores entre -2 y 0 son muy solubles, y finalmente, aquellos con
valores iguales o superiores a 0 se denominan altamente solubles, como se describe en el

servidor.

Sin embargo, la clasificacion BCS requiere la dosis terapéutica para evaluar la solubilidad, dato
no disponible para estos compuestos. Pese a esto, sus valores de LogS (Tabla 2) de los
compuestos 172, 179 y 201 muestran ser solubles, a diferencia del 186 y 225 que son
moderadamente solubles, al igual que el donepezilo. Observando que ninguna presenta alta
solubilidad, lo que los situaria tentativamente en Clase 1l (alta permeabilidad/baja solubilidad).
Para el donepezilo, la literatura reporta ambigiiedad: mientras algunos estudios lo clasifican
como Clase | (aprovechando la alta solubilidad de su sal de clorhidrato), otros lo ubican en
Clase Il como menciona el estudio de De Campos y colaboradores (102).

Es fundamental que un posible candidato a farmaco no muestre un perfil téxico, ya que la
seguridad es un criterio esencial en el desarrollo farmacoldgico. La Tabla 4 presenta el riesgo
de toxicidad de los compuestos analizados utilizando el software DataWarrior, el cual evalia
la mutagenicidad, tumorigenicidad, efectos reproductivos e irritantes. EI programa posee una
base de datos interna y las propiedades de toxicidad se predicen a partir de las estructuras

quimicas, utilizando similitud estructural. (64)

Tabla 4. Propiedades toxicas de los compuestos con Datawarrior.

ID Mutagenicidad Tumorigenicidad Efecto reproductivo Efecto irritante
172 NINGUNA NINGUNA NINGUNA NINGUNA
179 NINGUNA NINGUNA NINGUNA NINGUNA
186 ALTA NINGUNA NINGUNA ALTA
201 NINGUNA NINGUNA NINGUNA NINGUNA
225 NINGUNA NINGUNA NINGUNA NINGUNA
Donepezilo NINGUNA NINGUNA NINGUNA NINGUNA
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Las alertas estructurales, o toxicéforos, son patrones cuya presencia puede asociarse con efectos
adversos con un punto final toxico. Al observar los datos, el compuesto 186 presenta un alto
riesgo de mutagenicidad y efectos irritantes, lo cual podria limitar su viabilidad terapéutica, a
diferencia de los demas compuestos, que no presentan ningudn tipo de riesgo toxicoldgico segun

estos parametros.

En la Figura 17 se muestra la estructura quimica del compuesto 186 (crisofanol). Se ha
informado que este compuesto es mutagénico debido a la presencia de la subestructura 1,8-
dihidroxiantraquinona, una caracteristica mencionada por el estudio de Srinivas y
colaboradores (103), donde sefialan que dicha estructura esta asociada con efectos mutagénicos.
Numerosos estudios han demostrado la actividad mutagénica de las antraquinonas en ensayos
con cepas de Salmonella. De hecho, el Grupo de Trabajo de la Agencia Internacional para la
Investigacion del Céancer (104), describe que la carcinogenicidad de la 2-hidroxiantraquinona
podria explicarse por un mecanismo mutagénico. Estos hallazgos provienen de estudios en
cepas bacterianas y en ratas; sin embargo, ain no se dispone de datos en humanos. Asi mismo,
en otros estudios sobre alertas estructurales como el de Basan y colaboradores (105), mencionan
que la antraquinona es una subestructura caracteristica de compuestos potencialmente

mutagénicos. Esta informacion respaldaria, el resultado que nos dio el programa.

Figura 17. Estructura bidimensional de Crisofanol.

* Fuente: PubChem.

A su vez, los toxicoforos cominmente asociados con la toxicidad incluyen, entre otros,
epoxidos, haluros de alquilo, quinonas y grupos funcionales con nitrégeno. (106) Por lo tanto,
Unicamente cuatro compuestos: el 172 (calicina), 179 (dilactona de &cido pulvinico), 201 (&cido
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polipdrico) y 225 (1,6-dihidroxi-3,8-dimetilxantona), cuyas estructuras quimicas se muestran
en la Figura 18, junto con el donepezilo, no presentaron tales subestructuras generadoras de

toxicidad.

Figura 18. Estructura bidimensional de los compuestos que atraviesan la BHE y no toxicos.
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En un estudio realizado por Fernandes y colaboradores (107), se menciona que los derivados
del &cido pulvinico, como la calicina (172) y la dilactona de acido pulvinico (179), son
fotoprotectores. Otro estudio de Murugan y colaboradores (108), detalla que la calicina tiene la
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capacidad de absorber radiacion ultravioleta (UV), tanto UV-A como UV-B, y prevenir el dafio

celular asociado con la exposicion solar.

En el estudio de Kraft y colaboradores (109), identificaron al acido poliporico (201) como
inhibidor de la dihidroorotato deshidrogenasa (DHODH), con actividad antitumoral al inhibir
dicha enzima, importante en la proliferacion celular en modelos animales. En ratas, se
administraron dosis de 100 a 800 mg/kg por via oral, lo que provoco disminucion de la actividad
locomotora, depresidn de la respuesta visual y alteraciones en maniobras motoras, acompafiada
con insuficiencia hepatorrenal, acidosis metabolica, hipocalcemia e hipokalemia. En cultivos
celulares de neuronas y glia de rata, se redujo la proliferacion celular dependiente de la dosis,
con una concentracion inhibitoria media (IC50) que oscil6 entre 10y 103 M. En las células
neuronales, la sensibilidad se observo a concentraciones de 0.1 mM y 1.0 mM, lo que produjo
dafio celular significativo, como necrosis. En células gliales, la toxicidad fue menor; a 0.1 mM
no hubo efectos significativos, pero si a 1.0 mM. Sin embargo, estas dosis y concentraciones

son muy elevadas.

Por ultimo, para el compuesto 1,6-dihidroxi-3,8-dimetilxanten-9-ona (225) no se han
encontrado estudios que lo describan de forma especifica.

La ausencia de investigaciones que evallen la toxicidad de los compuestos 172, 179 y 225 en
modelos in vitro o in vivo, abre nuevas posibilidades para futuras lineas de investigacion. En
contraste el compuesto 201 ya ha sido evaluado, aunque a dosis muy elevadas, lo que deja

margen para investigaciones detalladas y con concentraciones mas ajustadas.

Finalmente, al realizar una comparacion estructural con toxicéforos ya descritos en otras
investigaciones, no se identificaron grupos funcionales asociados a efectos toxicos en los
compuestos analizados, lo que podria evidenciar de manera preliminar que sean seguros. Estos
compuestos ademas de tener alta afinidad por la acetilcolinesterasa, también presentan
propiedades farmacocinéticas favorables compatibles con farmacos de administracion oral

segun el andlisis de perfil ADMET.

3.5. Andlisis de la dinamica molecular AChE-Ligando

Los cuatro compuestos, junto con donepezilo, acetilcolina y la proteina sin ligando, se
sometieron a simulaciones de dindmica molecular a 100 ns en GROMACS para evaluar la
estabilidad del complejo proteina-ligando y la proteina sin ligando bajo condiciones

fisioldgicas.
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Se analiz6 la estabilidad y flexibilidad de la proteina sin ligando y con los ligandos mediante la
Desviacion Cuadratica Media de la Raiz (RMSD, por sus siglas en inglés) y la Fluctuacion
Cuadratica Media de la Raiz (RMSF, por sus siglas en inglés). También se evalud el radio de
giro (RG, por sus siglas en inglés) para medir la compactacion de la proteina. Ademas, se
calcul6 el Area Superficial Accesible al Solvente (SASA, por sus siglas en inglés) para
comprender los cambios conformacionales que afectan la exposicion de residuos hidrofébicos

durante la union con una molécula.

La Figura 19 muestra el analisis del RMSD durante el intervalo de 50 a 100 ns. Se observan
fluctuaciones de los sistemas en el intervalo de 0.3 a 0.8 nm, y no hay desviaciones mayores a
1,0 nm, lo que indica que la estructura proteica permanece estable a pesar de la presencia de un
ligando en cada cadena. El donepezilo presenta picos de hasta 0.75 nm cerca de los 70 ns; a
partir de los 75 ns, su RMSD disminuye y oscila entre 0.45 y 0.50 nm, lo que denota una mayor
movilidad. La acetilcolina, en cambio, muestra fluctuaciones superiores a las del donepezilo a
partir de los 70 ns; esto se debe a que la ACh no mejora su estabilidad junto con la proteina, ya
que en ese periodo uno de los sustratos se retira del sitio activo. Esto es comprensible, ya que
el sustrato natural de la proteina es un compuesto que es catalizado por esta, y por ello no
presenta una alta afinidad ni persiste en el sitio activo. EI compuesto 225 presenta mayores
fluctuaciones de hasta 0,80 nm, lo cual refleja que, al tener dos ligandos unidos, se generan
movimientos diferentes en cada cadena, como se ve en el Anexo, Figura F.1y Figura F.2. Por
otro lado, los compuestos 172, 179 y 201 muestran comportamientos similares, con valores
entre 0.40 y 0.70 nm; apenas presentan variaciones estructurales significativas y su estabilidad
es comparable a la de la AChE.

En la Figura 20 se muestra el analisis de RMSF, es decir, las fluctuaciones por residuo. La
Figura 20(a) corresponde a la cadena A y la Figura 20(b) a la cadena B, ambas con un ligando
unido. Las regiones con mayores fluctuaciones abarcan los residuos 68-82, 252268, 298-321
y 486-496, los cuales presentan la maxima movilidad durante toda la simulacion. Esto se debe
a que los residuos correspondientes estan ubicados en la superficie de la proteina, lo que explica
su elevada flexibilidad. La variacion observada entre los residuos 68—82 se puede atribuir a la
presencia del denominado sitio aniénico catalitico, que establece interaccion directa con los
compuestos. En general, las fluctuaciones son consistentes entre las dos cadenas, aunque se
pueden observar pequefias variaciones. La ACh presenta mayor variacién junto con el

compuesto 201, a diferencia de los otros complejos, que muestran valores de RMSF bajos.
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Figura 19. RMSD de la proteina con un ligando en ambas cadenas, desde los 50ns.
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En la Figura 21 se observa el RG de la proteina con ligandos en ambas cadenas. La mayoria de
los valores de RG se mantienen bastante estables durante toda la simulacién, y el rango principal
oscila entre 3.8 y 4.00 nm, por lo que no se observan expansiones drasticas de la proteina en la
mayoria de los sistemas. El donepezilo y la ACh muestran fluctuaciones crecientes y
decrecientes mas marcadas, pero sin cambios drasticos que comprometan la estabilidad de la
proteina. Particularmente, la ACh, cerca de los 70 ns, presenta un pico alto cerca de los 4 nm,
lo que, como se habia mencionado, se debi6 a que una molécula de acetilcolina se sali6 del sitio
activo de una cadena. El compuesto 225 presentd variaciones mas marcadas y mas bajas, pero
con mayores fluctuaciones. Por otro lado, los compuestos 172, 179 y 201 se mantienen cerca
de la AChE sin ligando, con valores muy similares. La AChE muestra un comportamiento
constante, y la presencia de dos ligandos no altera significativamente su compacidad en

comparacion con la AChE sin ligando.
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Figura 20. RMSF de la proteina con un ligando en ambas cadenas, desde los 50ns.
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* (a) RMSF de la cadena A y (b) RMSF de la cadena B.

En la Figura 22 se muestra cdmo varia la superficie de la proteina expuesta al solvente. Los
valores de SASA de todos los sistemas fluctiian entre 400 y 440 nm?; no se observan variaciones
drésticas, lo que sugiere que la estructura de la proteina es estable. La ACh, de igual manera,
presenta mayores fluctuaciones, mientras que el donepezilo se mantiene mas estable. Los
compuestos 172 y 201 presentan fluctuaciones mas variables, lo que indica que producen

mayores cambios conformacionales en la estructura proteica. Por otro lado, los compuestos 179
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y 225 mantienen valores mas cercanos a los de AChE, sin alterar significativamente la

exposicion al solvente.

Figura 21. RG de la proteina con un ligando en ambas cadenas, desde los 50ns.
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Figura 22. SASA de la proteina con un ligando en ambas cadenas, desde los 50ns.
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Los analisis de los parametros a partir de los 50 ns revelan que los complejos alcanzan su mayor
estabilidad estructural. En la Tabla 5 se presentan los datos correspondientes a las cadenas que
poseen un ligando unido en cada sitio activo. La acetilcolina y el compuesto 225 presentan los
valores mas altos de RMSD, con 0.53 £ 0.09 nm y 0.57 + 0.09 nm, respectivamente. Sus
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desviaciones estandar elevadas indican una mayor flexibilidad en la proteina, produciendo un
movimiento estructural méas notable. Seguidamente, el compuesto 179 (0.50 + 0.08 nm) muestra
un comportamiento flexible, comparable al de donepezilo (0.50 + 0.09 nm). En contraste, los
compuestos 172 (0.36 £ 0.05 nm) y 201 (0.41 £ 0.06 nm) revelan los valores mas bajos de
RMSD, lo que sugiere una mayor estabilidad estructural. Respecto al RG, todos los sistemas
presentan valores similares, aunque el compuesto 201 muestra una ligera tendencia a una
estructura mas expandida (3.89 = 0.02 nm). En cuanto al SASA, la ACh muestra la mayor
exposicion (426.43 + 4.10 nm?), mientras que los compuestos 172, 179 y 225 mantienen valores
cercanos a la AChE sin ligando (418.01 + 4.17 nm?), lo que indica que son estructuras mas
compactas. En general, el compuesto 172 destaca como el mas favorable, combinando una alta
estabilidad estructural con una baja exposicion al solvente, lo que lo posiciona como el mejor
candidato entre los sistemas evaluados.

Tabla 5. Promedios y desviaciones estandar de RMSD, RG y SASA, con un ligando en ambas
cadenas desde los 50ns.

Compuesto RMSD (nm) RG (nm) SASA (nm?)
Promedio = DE Promedio = DE Promedio = DE

172 0.36 £ 0.05 3.88 £ 0.02 423.55 + 3.91
179 0.50 + 0.08 3.86 +£ 0.03 420.15 + 3.97
201 0.41 + 0.06 3.89 + 0.02 422.23 +4.82
225 0.57 £ 0.09 3.86 + 0.02 420.84 + 4.48
Donepezilo 0.50 £ 0.09 3.86 + 0.03 423.05 + 4.99
ACh 0.53 £ 0.09 3.88 +£ 0.03 426.43 £ 4.10
AChE 0.43 £ 0.05 3.88 +£ 0.02 418.01 £ 4.17

Con estos valores, se puede comprender que el sitio activo de cada mondmero es independiente,
coincidiendo con lo reportado por Sussman y colaboradores (106), quienes mencionan que los
sitios activos de cada cadena estan separados por aproximadamente 60 A, por lo que la actividad

catalitica de una subunidad o cadena no afecta a la otra.

En la Figura 23 se muestra la representacion en 2D de las interacciones de los compuestos con
los residuos de la proteina en la cadena A, mientras que en la Figura 24 se presentan las
interacciones correspondientes a la cadena B. En las Figuras 23(a) y 24(a), 23(b) y 24(b), 23(c)
y 24(c), 23(d) y 24(d), 23(e) y 24(e), y 23(f) y 24(f), se visualizan las interacciones de los
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compuestos 172, 179, 201, 225, donepezilo y acetilcolina, respectivamente. En cada figura se
observa como las moléculas se posicionan en el sitio activo y los diferentes tipos de
interacciones que estabilizan su unidn, tales como puentes de hidrogeno, interacciones

hidrofobicas, interacciones electrostaticas y contactos polares.

Al comparar las interacciones de ambas cadenas, se identificaron residuos comunes en |os sitios
de unidén que participan en la fijacion de cada compuesto, lo cual es esencial para comprender
la interaccion. En la Tabla 6 se muestran detalladamente los residuos dominantes en la union

del ligando a la proteina.

Al analizar las interacciones, se puede observar que los residuos con mayor presencia en las
interacciones del tipo enlace de hidrégeno fueron PHE295 y ARG296, comprendiendo que
estos tienen un rol fundamental en la interaccion con ligandos en el sitio activo. Asimismo, se
identificd que las interacciones electrostaticas estuvieron mediadas por GLU292 (carga
negativa) y ARG296 (carga positiva), mientras que las interacciones hidrofobicas involucraron
a TYR337, TRP286, PHE297, TYR341, PHE338, VAL294 y L EU280.

El compuesto 172 presenta puentes de hidrégeno con SER293 en ambas cadenas, donde el
nitrdbgeno de la serina interacta con los hidroxilos; ademas, muestra interacciones
electrostaticas con GLU292 e interacciones hidrofobicas con TYR337 y PHE295, los cuales se
encuentran presentes en el sitio activo de la proteina. EI compuesto 179 forma puentes de
hidrogeno con PHE295 y ARG296, cuyos nitrogenos interactian con uno de los oxigenos del
ciclo, ademas de interacciones electrostaticas con ASP74 y GLU292 e interacciones
hidrofébicas con TYR337 y PHE297, que también son parte del sitio activo. El compuesto 201
formd enlaces de hidrogeno con ARG296, acompafado de interacciones electrostaticas con
GLU292, e interacciones hidrofobicas con TYR337, TRP86 y PHE297. EI compuesto 225
mostré puentes de hidrogeno con PHE295 en una sola cadena; las interacciones electrostaticas
se dieron con ARG296 vy las interacciones hidrofébicas con TYR337, PHE297 y TRP286. El
donepezilo formé puentes de hidrogeno con PHE295 y mostré interacciones hidrofébicas con
TYR337, PHE297, TRP286 y TRP86, todos situados en el sitio activo. Finalmente, la
acetilcolina no presento enlaces puente de hidrégeno, pero interactu6 electrostaticamente con
GLU20 y formé interacciones hidrofobicas con TYR337, PHE295, PHE297, HSP447 y
SER203.
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Figura 23. Identificacion de las interacciones moleculares que componen el sitio activo de la
cadena A de AChE.
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Figura 24. Identificacion de las interacciones moleculares que componen el sitio activo de la
cadena B de AChE.
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*(a) 172. (b) 179. (c) 201. (d) 225. (e) donepezilo. (f) acetilcolina.
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Para comprobar que las simulaciones se hayan realizado de forma correcta, los resultados
obtenidos fueron consistentes con lo reportado por Makarian y colaboradores (107), quienes
describieron que el donepezilo presenta una interaccion cercana a TRP86, asi como también
interacciones con SER203 y HIS447, ambos de la triada catalitica. Asimismo, reportaron una
interaccion del grupo carbonilo del donepezilo con PHE295, que actia como donante de
hidrégeno. El anillo de indanona se encuentra cerca de TRP286, PHE295, PHE338 'y TYR341,

generando fuertes interacciones hidrofdbicas y estables.

Considerando que todos los compuestos formaron enlaces con residuos clave que se observan
en la mayoria de las interacciones, y comparando con el donepezilo, se puede considerar que
los cuatro metabolitos secundarios presentes en liquenes (172, calinina; 179, dilactona de &cido
pulvinico; 201, &cido polipdrico; y 225, 1,6-dihidroxi- 3,8-dimetilxantona) poseen propiedades

con una alta afinidad por la acetilcolinesterasa.

La calicinay la dilactona de acido pulvinico son derivados del acido pulvinico, el cual pertenece
a la ruta del &cido shikimico. Hidalgo y colaboradores (112) mencionan que la calicina se puede
encontrar en varios liquenes, tales como: Pseudocyphellaria berberia, que se encuentra en
regiones humedas como Chile y Nueva Zelanda; Lecanora somervellei, un liquen alpino del
Himalaya; y Pseudocyphellaria crocata, asi como en otras especies del género
Pseudocyphellaria. Por otro lado, Fernandes y colaboradores (113) identificaron la calicina y
la dilactona de &cido pulvinico en Candelariella fibrosa, que es nativa de Brasil. Ademas, se ha
reportado su presencia en Acarospora spp. y Candelariella, encontrados en el Desierto de
Atacama, Chile, y en Candelariella concolor, que se encuentra en lava volcénica de Kilauea,

Hawai.

En el estudio de Mansour (114), se menciona que el acido polipérico se puede obtener del liquen
Pseudocyphellaria coronata, que se encuentra cominmente en arboles y arbustos de Nueva
Zelanda. Por otro lado, no se ha encontrado informacidn explicita que mencione de qué liquen
se puede obtener el metabolito 1,6-dihidroxi-3,8- dimetilxantona. Sin embargo, segin la base
de datos LDB, este compuesto pertenece a las xantonas, por lo que se requiere mas
investigacion para identificar especificamente las especies de liquenes que producen este

metabolito.
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Tabla 6. Interacciones moleculares entre los compuestos y los residuos de aminoacidos en las cadenas Ay B de AChE.

Compuesto

Cadena A

Cadena B

Puentes de hidrogeno

Interacciones hidrofébicas y
electrostéticas

Puentes de Hidrogeno

Interacciones hidrofobicas y
electrostaticas

172

TYR341, ARG296 y SER293

TRP286, TYR124, TYR341, TYR337,
PHE338, PHE295, VAL294, LEU289,
PHE297 , GLU292, HSD287

SER293

TYR337, TYR341, VAL294, HSD 287,
TRP286, TYR124, PHE338, PHE295,
GLU292, ARG296

179

PHE295, ARG296

TYR341, TYR337, PHE338, VAL29%4,
PHE297, LEU289, TRP286, TYR124,
HSD287, ASP74, GLU292, SER293

PHE295, ARG296

LEU289, TRP286, PHE297, TYR124,
TYR341, TYR337, PHE338, VAL294,
LEU289, GLU292 , ASP74, SER293

201

ARG296

TYR337, TYR341, PHE338, PHE295,
VAL294, SER293, HSD287, TRP286,
TYR124, PHE297, LEU289, GLU292

PHE295, ARG296

LEU289, TRP286, TYR124, TYR341,
TYR337, PHE338, VAL294, SER293,
GLU292, PHE297,

225

PHE295, TYR72

TYR337, TYR341, PHE338, VAL294,
LEU289, PHE297, TRP286, TYR124,
ARG296

No presenta

TYR337, TYR341, PHE338, PHE295,
VAL294, TRP286, TYR72, TYR124,
ARG296, ASP74, SER293

Donepezilo

PHE295

TYR337, TYR341, PHE338, VAL294,
ARG296, LEU289, PHE297, TRP286,
TYR124, TRP86, ILE451, HSP447,
LEU76, GLU202, SER293, SER203

PHE295, ARG296

TRP86, LEU76, TYR341, TYR337,
GLU292, VAL294, LEU289, TRP286,
PHE297, TYR124, ILE451,
HSP447,GLU202 SER293

Acetilcolina

No presenta

TYR337, HSP447, PHE338, PHE295,
PHE297, TYR124, TYR133, TRP86,
ILE451, GLU202, SER203

No presenta

PHE297, PHE295, TYR124, TYR133,
TRP86, ILE451, TYR337, HSP447,
PHE338,GLU202 SER203

* Los residuos de color verde son polares, los de color rojo tienen carga negativa, los de color azul tienen carga positiva y los de color negro son hidrofobicos.
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En general, con esta investigacion se logro hacer un analisis mediante el descubrimiento de
farmacos asistido por computadora, lo cual constituye una estrategia viable y un paso
fundamental antes de llevar a cabo estudios experimentales en el desarrollo de nuevos productos

farmacéuticos.
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CONCLUSIONES

PRIMERA. Se prepararon y optimizaron las estructuras tridimensionales de los metabolitos
secundarios de LDB, extraidos de PubChem, mediante minimizacion de energia, llevandolos a

un estado de estabilidad geométrica.

SEGUNDA. Se optimizo y analizo la acetilcolinesterasa, obtenida de la base de datos Protein
Data Bank. Se eligi¢ la estructura cristalizada mas optima pudiendo modelar regiones faltantes
por métodos in silico tales como el modelado por homologia, el analisis del diagrama de

Ramachandran y la identificacion de los pockets.

TERCERA. Se determino la mejor afinidad de union de los compuestos mediante cribado
virtual y acoplamiento utilizando el software PyRx. Se seleccionaron 33 compuestos con mayor
afinidad al farmaco de referencia, realizando cuatro calculos de afinidad.

CUARTA. Se evaluaron las propiedades fisicoquimicas, farmacocinéticas y se predijo la
toxicidad de los 33 compuestos con mayor afinidad, lo que permitié identificar los mejores
ligandos, de los cuales 4 compuestos lograron atravesar la barrera hematoencefélica.

QUINTA. Se analizo la afinidad de la acetilcolinesterasa con los 4 compuestos que atravesaron
la barrera hematoencefalica, mediante de simulacién en dindamica molecular. Donde se

identifico que el compuesto 172 proporciona mayor estabilidad a la proteina.
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RECOMENDACIONES

PRIMERA. Se propone aumentar el tiempo de simulacion de dindmica molecular, para

observar a mayor tiempo el comportamiento de la interaccion del complejo proteina-ligando.

SEGUNDA. Es recomendable analizar las simulaciones de dinamica molecular utilizando los
métodos MMGBSA (Molecular Mechanics Generalized Born Sur- face Area) y MMPBSA
(Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann Surface Area), los cuales permiten calcular la
energia libre de union entre la proteina y su ligando, proporcionando una estimacion precisa de

la afinidad de unidn de los complejos proteina-ligando.

TERCERA. Se propone realizar pruebas in vitro con lineas celulares (por ejemplo,
neuroblastomas humanos SH-SY5Y), muy utilizadas para estudios de la enfermedad de
Alzheimer, ademas de agregar beta-amiloides sintéticos para inducir citotoxicidad, con el fin

de identificar las concentraciones de inhibicién de los compuestos y su citotoxicidad.

CUARTA. Por ultimo, se propone realizar estudios in vivo para evaluar las capacidades
inhibitorias de los cuatro mejores metabolitos secundarios, utilizando ratas transgénicas (por
ejemplo, el modelo TgF344-AD) que presenten caracteristicas patolégicas y conductuales de

pacientes con la enfermedad de Alzheimer.
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Tabla A. Relacion de los metabolitos secundarios de liquenes que constituyen la Lichen

DataBase.
PubChem
Nombre del metabolito Clase estructural PM
ID CID
001 Acido acaranico Acido alifatico (115) 298.2144 101967122
002 Acido bourgeanico Acido alifatico (116) 386.3032 10905154
003 Acido caperatico Acido alifatico (115) 402.2618 193112
004 Acido fumérico Acido alifatico (117) 116.011 444972
005 Acido isorangiférmico Acido alifatico (115) 386.2668 138756211
006 Acido lichestérico Acido alifatico (118) 298.2508 5312903
007  Acido norrangiférmico Acido alifatico (115) 372.2512 138756220
008 Acido rangiférmico Acido alifatico (115) 386.2668 101939806
009 Acido rocelico Acido alifatico (115) 300.2301 11449446
010 Acetilportentol Compuestos alifaticosy 55, 1986 101282317
cicloalifaticos
Aspicilina Compuestos alifaticosy 555 505 5364531
011 R
cicloalifaticos
oo Leprantina Compuestos alifaticosy a1 3357 139291812
cicloalifaticos
Portentol Compuestos alifaticosy 411178 21580164
013 \ e, SO
cicloalifaticos
014 Acido alectorialico Benzildépsidos 376.0794 21678673
015 Acido barbatélico Benzildépsidos 390.0587 12299981
016 2.4-Dicloro-1.3 6-tri-O- Cromanos y cromonas 368.0218 129682016
metilnorlichexantona
017 2.8-Dimetil-5.7- Cromanos y cromonas 234.0892 102315686
dimetoxicromona
018 5.7-Dihidroxi-2.6.8- Cromanos y cromonas 220.0736 179520

trimetilcromona
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019

020

021

022

023

024

025

026

027

028

029

030

031

032

033

034

035

036

037

Acetiloboridina
Eugenitina
Eugenitol
Galapagina
Isoeugenitol
Acido leprérico
Lobodirina
Mollina
Roccelina

Rupicolina (sordidona)

2.4.6-Trihidroxiacetofenona

2.4-Di-O-metilolivetdnido

Acido 3.5-diclororselinico

Acido 4-O-

metilolivetolcarboxilico

Acido 5-clorodivaratininico

Acido 5-clororselinico

Atranol

Beta-orcinol

Acido b-orcinolcarboxilico

Cromanos y cromonas
Cromanos y cromonas
Cromanos y cromonas
Cromanos y cromonas
Cromanos y cromonas
Cromanos y cromonas
Cromanos y cromonas
Cromanos y cromonas
Cromanos y cromonas
Cromanos y cromonas

Productos de escision de
dépsidos y depsidonas
Productos de escision de
dépsidos y depsidonas
Productos de escision de

dépsidos y depsidonas

Productos de escision de

dépsidos y depsidonas

Productos de escision de
dépsidos y depsidonas
Productos de escision de
dépsidos y depsidonas
Productos de escision de
dépsidos y depsidonas
Productos de escision de
dépsidos y depsidonas
Productos de escision de

dépsidos y depsidonas

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis

CATOLICA ;
DE SANTA MARIA
536.153 138756197
220.0736 3083581
206.0579 5036604
4241369 138756207
206.0579 5318562
362.1002 12304992
494.1424 101048642
410.1213 138756172
4521319 138756223
240.0189 54147394
168.0423 68073
276.1362 13636694
2359643 89414482
238.1205 14749100
244.0502 129671086
202.0033 11206471
152.0473 458186
138.0681 68103
182.0579 736228
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038

039

040

041

042

043

044

045

046

047

048

049

050

051

052

053

054

Cloratranol

Acido divarico

Acido divaratininico

Divarinol

Glomelina

Acido hematémico

Acido isoevérnico

Metil beta-orcinolcarboxilato

Metil hematommato

Metil orselincarboxilato

Acido olivetolcarboxilico

Olivetdnido

Acido orselinico

Acido rizénico

Acido 3.5-dicloro-2-O-

metilanzaico

Acido 3-clorodivaratico

Acido 5-clorodivaratico

Productos de escision de
dépsidos y depsidonas
Productos de escision de
dépsidos y depsidonas
Productos de escision de
dépsidos y depsidonas
Productos de escision de
dépsidos y depsidonas
Productos de escision de
dépsidos y depsidonas
Productos de escision de
dépsidos y depsidonas
Productos de escision de
dépsidos y depsidonas
Productos de escision de
dépsidos y depsidonas
Productos de escision de
dépsidos y depsidonas
Productos de escision de
dépsidos y depsidonas
Productos de escision de
dépsidos y depsidonas
Productos de escision de
dépsidos y depsidonas
Productos de escision de
dépsidos y depsidonas
Productos de escision de

dépsidos y depsidonas

Dépsidos (Didépsidos)

Dépsidos (Didépsidos)

Dépsidos (Didépsidos)
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186.0084 6426722
196.0736 20834
210.0892 15595747
152.0837 3083600
234.0892 14505122
196.0372 6710680
182.0579 12310988
196.0736 78435
210.0528 591773
182.0579 *
2241049 2826719
248.1049 13636701
168.0423 68072
196.0736 3083580
512.1369 602882
422.1132 138756189
422.1132 138756193
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055

056

057

058

059

060

061

062

063

064

065

066

067

068

069

070

071

072

073

074

075

076

077

078

079

Acido anziaico
Acido artoniaico
Atranorina
Acido beomicésico
Acido barbatico
Cloroatranorina
Acido confluéntico
Acido criptocloroféico
Acido difractaico
Acido diplosquistésico
Acido divaricatico
Eritrina
Acido evérnico
Acido glomélico
Acido glomeliférico
Acido hematamnélico
Acido imbricéarico
Acido lecanérico
Acido merocloroféico
Acido miriquidico
Nefroarctina
Acido obtusatico
Acido olivetorico
Acido perlatélico

Acido planaico

Dépsidos (Didépsidos)
Dépsidos (Didépsidos)
Dépsidos (Didépsidos)
Dépsidos (Didépsidos)
Dépsidos (Didépsidos)
Dépsidos (Didépsidos)
Dépsidos (Didépsidos)
Dépsidos (Didépsidos)
Dépsidos (Didépsidos)
Dépsidos (Didépsidos)
Dépsidos (Didépsidos)
Dépsidos (Didépsidos)
Dépsidos (Didépsidos)
Dépsidos (Didépsidos)
Dépsidos (Didépsidos)
Dépsidos (Didépsidos)
Dépsidos (Didépsidos)
Dépsidos (Didépsidos)
Dépsidos (Didépsidos)
Dépsidos (Didépsidos)
Dépsidos (Didépsidos)
Dépsidos (Didépsidos)
Dépsidos (Didépsidos)
Dépsidos (Didépsidos)

Dépsidos (Didépsidos)
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430.1992 12306720
528.2359 6710684
374.1002 68066
374.1002 5321461
360.1209 167666
408.0612 68065
500.241 99614
460.2097 613480
374.1366 94870
334.0689 12309260
388.1522 371610
4221213 72946996
332.0896 10829
4721733 13940683
458.1941 15560187
404.0743 15559606
416.1835 15559746
318.074 99613
446.1941 71436664
458.1941 90471729
3721209 597224
346.1053 5320886
472.2097 591238
4442148 174857
472.2461 12314357
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080

081

082

083

084

085

086

087

088

089

090

091

092

093

094

095

096

097

098

099

100

101

102

Pseudocifelarina A
Escrobiculina
Acido sekikaico
Esferoforina
Acido squamatic
Acido estenosporico
Acido tamnolico
Acido
descarboxitamnologico
Tumidulina
Acido crustinico
Acido giréaforico
Acido ovoico
Acido umbilicarico
3-Descloro-4-O-
metildiploicina
Acido 3-hidroxicolelénsico
Acido 3-hidroxifisodico
Acido 3-metoxicolelénsico
Acido 9'-metilprotocetrérico
Acido alfa-alectorénico
Acido alfa-colatélico
Argopsina
Caloploicina

Acido cetrarico

Dépsidos (Didépsidos)
Dépsidos (Didépsidos)
Dépsidos (Didépsidos)
Dépsidos (Didépsidos)
Dépsidos (Didépsidos)
Dépsidos (Didépsidos)

Dépsidos (Didépsidos)

Dépsidos (Didépsidos)

Dépsidos (Didépsidos)
Dépsidos (Didépsidos)
Dépsidos (Didépsidos)
Dépsidos (Didépsidos)

Dépsidos (Didépsidos)

Depsidonas

Depsidonas
Depsidonas
Depsidonas
Depsidonas
Depsidonas
Depsidonas
Depsidonas
Depsidonas

Depsidonas
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402.1315 13964292
418.1628 86302585
418.1628 12315460
416.1835 371611
390.0951 5321482
416.1835 101967025
420.0693 4316933
376.0794 13387679
400.0117 317010
484.1006 102318064
468.1056 135728
482.1213 14647824
482.1213 12444590
401.9829 138756190
458.1941 71439067
486.189 171308
472.2097 138756191
388.0794 138756195
512.2046 15558610
526.2203 10650
396.0167 162698
401.9829 12302268
402.0951 5464155
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103 Acido clorovirenseico Depsidonas 392.0299 138756200
104 Acido colensdico Depsidonas 4421992 57357939
105 Acido constictico Depsidonas 402.0587 71436827
106 Desclorodiploicina Depsidonas 387.9672 14607376
107 Diploicina Depsidonas 421.9282 68244
108 Eriodermina Depsidonas 382.0011 138756206
109  Acido fumarprotocetrarico Depsidonas 472.0642 5317419
110 Gangaleoidina Depsidonas 412.0117 4565183
111 Acido hipoprotocetrarico Depsidonas 344.0896 627044
112 Leoidina Depsidonas 412.0117 3503223
113 Acido lividico Depsidonas 500.2046 90473752
114 Acido lobarico Depsidonas 456.1784 73157
115 Acido nornotéatico Depsidonas 330.074 138756219
116 Acido norstictico Depsidonas 372.0481 5379540
117 Acido notéatico Depsidonas 344.0896 542116
118 Pannarina Depsidonas 362.0557 162780
119 Acido fisodalico Depsidonas 416.0743 5489369
120 Acido fisdico Depsidonas 470.1941 65751
121 Acido protocetrarico Depsidonas 374.0638 5489486
122 Acido psorémico Depsidonas 358.0689 23725
123 Acido salazinico Depsidonas 388.043 5320418
124 Scensidina Depsidonas 368.0218 14805248
125 Acido stictico Depsidonas 386.0638 73677
126  Acido succinprotocetrarico Depsidonas 474.0798 102239721
127 Acido variolarico Depsidonas 314.0427 12444681
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128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

151

Acido virensgico
Acido picroliquénico
Acido didimico
Acido isousnico
Acido pannérico
Pannarol
Acido placodiélico
Acido porfirilico
Acido pseudoplacodiélico
Acido esquizopéltico
Strepsilina
Acido dsnico
Acido beta-colatélico
Buellin
Acido lobariolcarboxilico
(Lobarina)
Micosporina glutamicola
Micosporina glutaminol
Micosporina serinol
Simonyellina
Artotonina
Hipotalina
Isoartotonina
Roccania

Solorinina

Depsidonas
Depsonas
Dibenzofuranos
Dibenzofuranos
Dibenzofuranos
Dibenzofuranos
Dibenzofuranos
Dibenzofuranos
Dibenzofuranos
Dibenzofuranos
Dibenzofuranos
Dibenzofuranos
Difeniléteres

Difeniléteres

Difeniléteres

Micosporinas
Micosporinas
Micosporinas
Naftopiranos
Compuestos nitrogenados
Compuestos nitrogenados
Compuestos nitrogenados
Compuestos nitrogenados

Compuestos nitrogenados
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358.0689 5315245
4421992 238794
370.178 15558736
344.0896 621371
316.0583 12313948
228.0786 12313947
376.1158 12314419
314.0427 238793
376.1158 322494
358.1053 101967024
270.0528 12443050
344.0896 5646
526.2203 12303790
434.0091 44614015
474189 56960992
303.1318 9882880
302.1478 138756215
261.1212 442866
274.0477 138756224
424.2362 11101959
472.2362 138756208
424.2362 73824231
488.2424 12315006
297.1576 139291810
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152 Acido alopertusarico Acidos paracénicos 366.2406 23250951
153  Acido aloprotolichesterinico Acidos paraconicos 324.2301 71443326
Acido )

Acidos paraconicos 326.2457 138756203
154  dihidroprotolichesterinico
155 Acido dihidromurénico Acidos paraconicos 368.2563 138756204
156 Dihidropertusarico Acidos paraconicos 368.2563 138756205
157 Acido isomuroélico Acidos paraconicos 368.2563 138756209
158 Acido isomurénico Acidos paraconicos 366.2406 138756210
159 Acido lichesterinico Acidos paracénicos 324.2301 89841
160 Acido murdlico Acidos paracénicos 368.2563 194349
161 Acido murénico Acidos paraconicos 366.2406 138756214

Acido )

Acidos paracénicos 326.2457 138756216
162 neodihidroprotolichesterinico
163 Acido nefromdpsico Acidos paraconicos 326.2457 101289694
164 Acido nefrosteranico Acidos paraconicos 298.2144 138756217
165 Acido pertusarico Acidos paraconicos 366.2406 435925
166 Acido protolichesterinico Acidos paraconicos 324.2301 221373
167 Acido roccelérico Acidos paraconicos 326.2457 10019295

Arabitol Polioles. Monosacaridos. 152 0685 94154

168 Carbohidratos

160 D-Manitol Polioles. Monosacaridos. 182 079 6251
Carbohidratos

0 Mesoeritritol Polioles. Monosacéridos. 122 0579 -
Carbohidratos

- Volemitol Polioles. Monosacaridos. 9120896 441439
Carbohidratos

172 Calicina Derivados del Acido Pulvinico 306.0528 54694371
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173 Epanorina Derivados del Acido Pulvinico 435.1682 101710315
174 Acido leprapinico Derivados del Acido Pulvinico 352.0947 54707104
175 Norepanorina Derivados del Acido Pulvinico 421.1525 138756218
176 Acido norrizocarpico Derivados del Acido Pulvinico 455.1369 139292154
177 Acido pinéstrico Derivados del Acido Pulvinico 352.0947 54679633
178 Acido pulvinico Derivados del Acido Pulvinico 308.0685 54682513

179 Dilactona de &cido pulvinico  Derivados del Acido Pulvinico 290.0579 72617

180 Acido rizocarpico Derivados del Acido Pulvinico 469.1525 54693697
181 Acido vulpinico Derivados del Acido Pulvinico 322.0841 54690323
182 Acetilhematoventosina Quinonas 346.0689 138756196
183 Canariona Quinonas 272.0321 53483342
184 Dimetiléter de canariona Quinonas 300.0634 138756198
185 Acido quiodectonico Quinonas 334.0325 138756199
186 Crisofanol Quinonas 254.0579 10208
187 Citreorroseina Quinonas 286.0477 361512
188 Acido emddico Quinonas 300.027 361510
189 Emodina Quinonas 270.0528 3220
190 Endocrocina Quinonas 314.0427 160483
191 Eritroglauquina Quinonas 300.0634 10152
192 Fallacinal Quinonas 298.0477 15559229
193  Fallacinol (Telosquistina) Quinonas 300.0634 3083633
194 Fragilina Quinonas 318.0295 15559331
195 Hematomona Quinonas 314.0427 11066989
196 Hematoventosina Quinonas 304.0583 101064754
197 Hidroxihematoventosina Quinonas 320.0532 132520046
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198

199

200

201

202

203

204

205

206

207

208

209

210

211

212

213

214

215

216

217

218

219

220

Metoxihematoventosina
Parietina
Acido parietinico
Acido poliporico
Acido rodocladénico
Rugulosina
Skirina
Acido solorinico
Acido teleférico
Xantorina
Isocaurano
Caurano
12-Desoxidiacetilpixinol
17(21)-Hopen-3-ona
17(21)-Hopen-6-ona
21-Hopen-3-ona
22a-Acetoxi-3-stictanona
22-Hidroxi-2-hopen-1-ona
22-Hidroxi-1-hopanona
22-hidroxi-6-hopanona
22-hidroxi-7-hopanona
25-Acetoxi-3b-hidroxi-
20(S).24(R)-

epoxidammarano

2a-Acetoxi-3.22-stictandiona

Quinonas

Quinonas

Quinonas

Quinonas

Quinonas

Quinonas

Quinonas

Quinonas

Quinonas

Quinonas

Terpenoides:
Terpenoides:
Terpenoides:
Terpenoides:
Terpenoides:
Terpenoides:
Terpenoides:
Terpenoides:
Terpenoides:
Terpenoides:

Terpenoides:

Terpenoides:

Terpenoides:
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Diterpenos
Diterpenos
Diterpenos
Diterpenos
Diterpenos
Diterpenos
Diterpenos
Diterpenos
Diterpenos
Diterpenos

Diterpenos

Diterpenos

Diterpenos

334.0689

284.0685

314.0427

292.0736

318.0376

542.1213

538.09

384.1209

352.0219

300.0634

272.2504

272.2504

544.4128

424.3705

424.3705

424.3705

484.3916

440.3654

442.3811

442.3811

442.3811

502.4022

498.3709

132520043

10639

11507907

11056

135403806

62769

73071

99653

135464206

12444971

521318

65390

138756177

138756178

138756179

138756178

138756181

138756182

138756183

138756184

138756185

138756186

138756187
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221

222

223

224

225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

239

6a-Acetoxi-17(21)-hopeno
Diacetilpixinol
Acido ursolico
1,3,6-tri-O-metilartotelina
1,6-Dihidroxi-3.8-
dimetilxantona
2,4,5-
Tricloronorlichexantona
2,4-Dicloro-3,6-di-O-
metilnorlichexantona
2.4-Diclorolichexantona
2.4-Dicloronorlichexantona
2.5.7-triclorolichexantona
2.5-Dicloro-1.3.6-tri-O-
metilnorlichexantona
2.5-Diclorolichexantona
2.5-Dicloronorlichexantona
2-Cloro-6-O-
metilnorlichexantona
2-Cloronorlichexantona
4-Cloro-6-0O-
metilnorlichexantona
4-Clorolichexantona
4-Cloronorlichexantona

6-O-Metilartotelina

Terpenoides: Diterpenos
Terpenoides: Diterpenos
Terpenoides: Diterpenos

Xantonas y bis-Xantonas

Xantonas y bis-Xantonas

Xantonas y bis-Xantonas

Xantonas y bis-Xantonas

Xantonas y bis-Xantonas
Xantonas y bis-Xantonas

Xantonas y bis-Xantonas

Xantonas y bis-Xantonas

Xantonas y bis-Xantonas

Xantonas y bis-Xantonas

Xantonas y bis-Xantonas

Xantonas y bis-Xantonas

Xantonas y bis-Xantonas

Xantonas y bis-Xantonas
Xantonas y bis-Xantonas

Xantonas y bis-Xantonas
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468.3967

560.4077

456.3603

401.9829

256.0736

354.0062

354.0062

325.9749

387.9672

368.0218

354.0062

325.9749

306.0295

292.0139

306.0295

320.0452

292.0139

373.9516

292.0139

138756194

138756202

64945

12564453

138756176

5359039

53440779

101293602

14992094

12564445

330628

71374324

138756188

5378394

85931570

85931584

5359040

14703291
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240 7-Cloronorlichexantona

241

242

243

244

245

246

247

248

249

250

251

Artotelina
Lichexantona
Norlichexantona
Acido secalonico A
Acido secalonico B
Acido secalonico D
Acido secalonico F
Acido tiofanico
Acido tiofaninico
Turingiona

Vinetorina

Xantonas y bis-Xantonas
Xantonas y bis-Xantonas
Xantonas y bis-Xantonas
Xantonas y bis-Xantonas
Xantonas y bis-Xantonas
Xantonas y bis-Xantonas
Xantonas y bis-Xantonas
Xantonas y bis-Xantonas
Xantonas y bis-Xantonas
Xantonas y bis-Xantonas
Xantonas y bis-Xantonas

Xantonas y bis-Xantonas

CATOLICA

DE SANTA MARIA
359.9359 *
286.0841 5359039
258.0528 5358904
638.1636 5281657
638.1636 169680
638.1636 182227
638.1636 73431
393.8969 185991
339.9905 325789
373.9516 12444298
306.0295 12564457
298.2144 5384285

* Compuestos dibujados en avogadro
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ANEXO B. Listado completo de residuos y atomos faltantes en la estructura PDB

(7TE3D)
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Figura B.1. Datos extraidos de la seccion REMARK 465 del archivo PDB.

MISSING RESIDUES

THE FOLLOWING RESIDUES WERE NOT LOCATED IN

THE EXPERIMENT. (M=MODEL NUMBER; RES=RESIDUE

NAME; C=CHAIN IDENTIFIER; SSSEQ=SEQUENCE

NUMBER; I=INSERTION CODE.)

M RES

PRO

GLY

GLY

THR

GLY

GLY

PRO

LYS

ALA

THR

GLY

GLY

ARG

ASP

THR

C SSSEQI
259
260
261
262
263
264
495
496
497

A A S

543
B 260
B 261
B 4093
B 494

B 543
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Figura B.2: Datos extraidos de la seccion REMARK 470. Atomos listados en notacion
estandar PDB.

MISSING ATOM

THE FOLLOWING RESIDUES HAVE MISSING ATOMS
(M=MODEL NUMBER; RES=RESIDUE NAME; C=CHAIN
IDENTIFIER; SSEQ=SEQUENCE NUMBER; I=INSERTION

CODE) :

M RES CSSEQI ATOMS
GLU A 4 CG CD OEl OE2
ARG A 165 CG CD NE CZ NH1 NH2
GLU A 491 CG CD OEl OE2
ARG A 493 CG CD NE CZ NH1 NH2
LYS B 23 CE NZ
GLU B 81 CG CD OEl OE2
GLU B 491 CG CD OEl OE2

LYS B 496 C& CD CE NZ
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ANEXO C. Tabla de afinidades de unién (kcal/mol)
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Tabla C. Tabla de afinidades de union (kcal/mol).

Afinidad de Unién (kcal/mol)

Complejo

Célculo |  Caélculo Il Calculo 1l Calculo IV Promedio£DE
AChE_090 -10.70 -10.70 -10.70 -10.70 -10.70+0.00
AChE_204 -10.60 -10.60 -10.60 -10.60 -10.60 +0.00
AChE_179 -10.40 -10.40 -10.30 -10.40 -10.38 £0.05
AChE_190 -10.20 -10.20 -10.20 -10.20 -10.20 £0.00
AChE_116 -10.00 -10.00 -10.00 -10.00 -10.00 = 0.00
AChE_186 -9.90 -10.00 -10.00 -10.00 -9.98 + 0.05
AChE_092 -9.90 -9.90 -10.00 -10.00 -9.95 +0.06
AChE_135 -9.90 -9.90 -9.90 -9.90 -9.90+0.00
AChE_172 -9.90 -9.90 -9.90 -9.90 -9.90+0.00
AChE_201 -9.90 -9.90 -9.90 -9.90 -9.90 +0.00
AChE_189 -9.80 -9.80 -9.80 -9.80 -9.80 +0.00
AChE_191 -9.80 -9.80 -9.80 -9.80 -9.80+0.00
AChE_206 -9.80 -9.80 -9.80 -9.80 -9.80+0.00
AChE_207 -9.80 -9.80 -9.80 -9.80 -9.80 +0.00
AChE_194 -9.70 -9.70 -9.70 -9.80 -9.73+£0.05
AChE_091 -9.70 -9.70 -9.70 -9.70 -9.70+0.00
AChE_138 -9.70 -9.70 -9.70 -9.70 -9.70+0.00
AChE_183 -9.70 -9.70 -9.70 -9.70 -9.70 + 0.00
AChE_195 -9.70 -9.70 -9.70 -9.70 -9.70 + 0.00
AChE_199 -9.70 -9.70 -9.70 -9.70 -9.70+0.00
AChE_064 -9.70 -9.70 -9.60 -9.70 -9.68 +0.05
AChE_131 -9.60 -9.60 -9.60 -9.60 -9.60 +0.00
AChE_132 -9.60 -9.60 -9.60 -9.60 -9.60 +0.00
AChE_188 -9.60 -9.60 -9.60 -9.60 -9.60 +0.00
AChE_200 -9.60 -9.60 -9.60 -9.60 -9.60 +0.00
AChE_225 -9.60 -9.60 -9.60 -9.60 -9.60 +0.00
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AChE_192 -9.60 -9.60 -9.60 950 -9.58 + 0.05
AChE_123 -9.40 -9.40 -9.40 940 -9.40 +0.00
AChE_125 -9.40 -9.40 -9.40 -9.40 -9.40 +£0.00
AChE_187 -9.40 -9.40 -9.40 -9.40 -9.40 +£0.00
AChE_196 -9.40 -9.40 -9.40 940 -9.40 +0.00
AChE_208 -9.40 -9.40 -9.40 940 -9.40 +0.00
AChE_184 -9.30 -9.30 -9.50 -9.30 -9.35+0.10
AChE_Donepezilo -9.60 -8.90 -9.20 -9.70 -9.35+0.37
AChE_068 -9.30 -9.30 -9.40 930 -9.33+0.05
AChE_087 -9.30 -9.30 -9.30 930 -9.30+0.00
AChE_127 -9.30 -9.30 -9.30 -9.30 -9.30+£0.00
AChE_176 -9.30 -9.30 -9.30 -9.30 -9.30 +£0.00
AChE_193 -9.30 -9.30 -9.30 930 -9.30+0.00
AChE_205 -9.30 -9.30 -9.30 930 -9.30+0.00
AChE_084 -9.20 -9.30 -9.20 -9.20 -9.23+0.05
AChE_072 -9.20 -9.20 -9.20 -9.20 -9.20 +£0.00
AChE_122 -9.20 -9.20 -9.20 920 -9.20+0.00
AChE_173 -9.20 -9.30 -9.30 900 -9.20+0.14
AChE_180 -9.40 -9.40 -9.30 -8.70 -9.20+0.34
AChE_240 -9.20 -9.20 -9.20 -9.20 -9.20+£0.00
AChE_248 -9.20 -9.20 -9.20 920 -9.20+0.00
AChE_203 -8.80 -9.30 -9.30 930 -9.18+0.25
AChE_067 -9.20 -9.10 -9.20 -9.20 -9.18 £ 0.05
AChE_065 -9.20 -9.10 -9.20 -9.10 -9.15+0.06
AChE_014 -9.10 -9.10 -9.10 920 -9.13+0.05
AChE_015 -9.10 -9.10 -9.20 -9.10 -9.13+0.05
AChE_066 -9.20 -9.20 -9.20 -8.90 -9.13+0.15
AChE_149 -9.60 -8.30 -9.40 920 -9.13+0.57
AChE_076 -9.10 -9.10 -9.10 -9.10 -9.10+£0.00
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AChE_080 -9.10 -9.10 -9.10 -9.10 -9.10+0.00
AChE_106 -9.10 -9.10 -9.10 -9.10  -9.10 +£0.00
AChE_175 -9.10 -9.10 -9.10 -9.10 -9.10 +£0.00
AChE_202 -9.10 -9.10 -9.10 -9.10 -9.10+0.00
AChE_229 -9.10 -9.10 -9.10 -9.10 -9.10+0.00
AChE_235 -9.10 -9.10 -9.10 -9.10  -9.10 +£0.00
AChE_243 -9.10 -9.10 -9.10 -9.10  -9.10 +£0.00
AChE_024 -9.10 -9.00 -9.10 -9.10 -9.08 +0.05
AChE_244 -9.10 -9.00 -9.10 -9.10 -9.08 +0.05
AChE_108 =910 -9.10 -9.10 -9.00 -9.08 +£0.05
AChE_178 -9.00 -9.00 -9.10 -9.00 -9.03 +£0.05
AChE_016 -9.00 -9.00 -9.00 -9.00 -9.00 +0.00
AChE_060 -9.00 -9.00 -9.00 -9.00 -9.00 +0.00
AChE_133 -9.00 -9.00 -9.00 -9.00 -9.00 +0.00
AChE_226 -9.00 -9.00 -9.00 -9.00 -9.00 +0.00
AChE_233 -9.00 -9.00 -9.00 -9.00 -9.00 +0.00
AChE_241 -9.00 -9.00 -9.00 -9.00 -9.00 +0.00
AChE_056 -9.10 -8.90 -9.10 -8.80 -8.98 +£0.15
AChE_083 -9.10 -8.80 -9.00 -9.00 -8.98 +0.13
AChE_238 -9.00 -9.00 -8.90 -9.00 -8.98 +0.05
AChE_058 -8.90 -9.00 -8.90 -9.00 -8.95+0.06
AChE_069 -9.10 -8.80 -8.80 -910 -8.95+0.17
AChE_101 -9.00 -9.00 -8.90 -8.90 -8.95+0.06
AChE_057 -8.80 -8.90 -9.00 -9.00 -8.93+0.10
AChE_085 -8.90 -8.90 -9.00 -890 -8.93+0.05
AChE_197 -8.90 -8.90 -9.00 -8.90 -8.93+0.05
AChE_137 -9.00 -8.90 -8.90 -890 -8.93+0.05
AChE_053 -8.30 -9.10 -9.10 -9.10 -8.90+0.39
AChE_059 -8.90 -8.90 -8.90 -8.90 -8.90 +0.00
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AChE_075 -8.90 -8.90 -8.90 -8.90 -8.90 +£0.00
AChE_088 -8.90 -8.90 -8.90 -8.90 -8.90 +£0.00
AChE_174 -8.90 -8.90 -8.90 -8.90 -8.90 +£0.00
AChE_250 -8.90 -8.90 -8.90 -8.90 -8.90 +£0.00
AChE_061 -8.90 -8.80 -8.90 -8.90 -8.88 +£0.05
AChE_074 -8.90 -8.80 -8.90 -8.90 -8.88 £0.05
AChE_234 -8.90 -8.90 -8.90 -8.80 -8.88 £ 0.05
AChE_109 -8.90 -8.80 -8.80 -8.80 -8.83 £0.05
AChE_078 -8.90 -8.80 -8.70 -8.80 -8.80+0.08
AChE_086 -8.80 -8.80 -8.80 -8.80 -8.80 +0.00
AChE_185 -8.80 -8.80 -8.80 -8.80 -8.80 +£0.00
AChE_227 -8.80 -8.80 -8.80 -8.80 -8.80 +£0.00
AChE_228 -8.80 -8.80 -8.80 -8.80 -8.80 +0.00
AChE_236 -8.80 -8.80 -8.80 -8.80 -8.80 +0.00
AChE_237 -8.80 -8.80 -8.80 -8.80 -8.80 +£0.00
AChE_242 -8.80 -8.80 -8.80 -8.80 -8.80 +£0.00
AChE_251 -8.80 -8.80 -8.80 -8.80 -8.80 +0.00
AChE_025 -8.80 -8.80 -8.70 -8.80 -8.78 +0.05
AChE_063 -8.80 -8.80 -8.70 -8.80 -8.78 £0.05
AChE_140 -8.80 -8.80 -9.00 -850 -8.78 +£0.21
AChE_055 -8.80 -8.70 -8.80 -8.70 -8.75+0.06
AChE_105 -8.70 -8.70 -8.80 -8.80 -8.75+0.06
AChE_249 -8.70 -8.80 -8.80 -8.70 -8.75+0.06
AChE_146 -8.70 -8.70 -8.80 -8.70 -8.73 +£0.05
AChE_239 -8.70 -8.80 -8.70 -8.70 -8.73 £0.05
AChE_198 -8.70 -8.70 -8.70 -8.70 -8.70 £0.00
AChE_224 -8.70 -8.70 -8.60 -8.70 -8.68 £ 0.05
AChE_022 -8.60 -8.60 -8.60 -8.60 -8.60 +0.00
AChE_111 -8.60 -8.60 -8.60 -8.60 -8.60 +£0.00
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AChE_112 -8.60 -8.60 -8.60 -8.60 -8.60 +0.00
AChE_231 -8.60 -8.60 -8.60 -8.60 -8.60 +0.00
AChE_232 -8.60 -8.60 -8.60 -8.60 -8.60 +£0.00
AChE_098 -8.70 -8.60 -8.40 -8.70 -8.60+0.14
AChE_019 -8.60 -8.50 -8.60 -8.60 -8.58 +0.05
AChE_107 -8.80 -8.80 -8.80 -790 -8.58 +0.45
AChE_077 -8.90 -8.70 -8.00 -8.60 -8.55+0.39
AChE_120 -8.70 -8.60 -8.50 -8.40 -8.55+0.13
AChE_070 -8.50 -8.50 -8.50 -8.60 -8.53+0.05
AChE_099 -8.40 -8.60 -8.70 -840 -8.53+0.15
AChE_110 -8.50 -8.50 -8.50 -850 -8.50+0.00
AChE_118 -8.50 -8.50 -8.50 -850 -8.50+0.00
AChE_126 -8.50 -8.50 -8.50 -850 -8.50 +0.00
AChE_128 -8.50 -8.50 -8.50 -850 -8.50 +0.00
AChE_177 -8.60 -8.60 -8.20 -8.60 -8.50+0.20
AChE_071 -8.50 -8.50 -8.50 -8.40 -8.48 £ 0.05
AChE_181 -8.50 -8.40 -8.50 -850 -8.48 +0.05
AChE_124 -8.40 -8.50 -8.40 -850 -8.45+0.06
AChE_139 -8.40 -8.40 -8.50 -850 -8.45 +0.06
AChE_162 -8.40 -8.40 -8.50 -850 -8.45 +0.06
AChE_230 -8.40 -8.50 -8.40 -850 -8.45+0.06
AChE_115 -8.40 -8.40 -8.40 -840 -8.40 +0.00
AChE_150 -8.40 -8.40 -8.40 -8.40 -8.40 +£0.00
AChE_219 -8.40 -8.40 -8.40 -8.40 -8.40 +£0.00
AChE_247 -8.40 -8.40 -8.40 -8.40 -8.40 £ 0.00
AChE_158 -8.40 -8.30 -8.40 -8.40 -8.38 £ 0.05
AChE_103 -8.30 -8.40 -8.30 -8.40 -8.35+0.06
AChE_130 -8.40 -8.40 -8.40 -8.20 -8.35+0.10
AChE_148 -8.40 -8.30 -8.40 -8.30 -8.35+0.06
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AChE_027 -8.30 -8.30 -8.30 -8.30 -8.30+0.00
AChE_089 -8.30 -8.30 -8.30 -8.30 -8.30+0.00
AChE_157 -8.00 -8.60 -8.20 -8.40 -8.30+0.26
AChE_212 -8.30 -8.20 -8.40 -8.30 -8.30 £0.08
AChE_030 -8.30 -8.30 -8.20 -8.30 -8.28 £ 0.05
AChE_155 -8.20 -8.30 -8.30 -8.30 -8.28 £0.05
AChE_182 -8.20 -8.30 -8.30 -8.30 -8.28 £ 0.05
AChE_161 -8.40 -8.10 -8.30 -8.20 -8.25+0.13
AChE_156 -8.10 -8.30 -8.30 820 -8.23+0.10
AChE_018 -8.20 -8.20 -8.20 -8.20 -8.20+0.00
AChE_049 -8.20 -8.20 -8.20 -8.20 -8.20 £0.00
AChE_054 -8.20 -8.20 -8.20 -8.20 -8.20 £0.00
AChE_113 -8.20 -8.20 -8.30 -8.10 -8.20+0.08
AChE_093 -8.20 -8.10 -8.20 820 -8.18 +0.05
AChE_160 -8.20 -8.20 -8.10 -8.10 -8.15+0.06
AChE_152 -8.20 -8.20 -8.00 -8.10 -8.13+0.10
AChE_221 -8.40 -7.40 -8.40 -830 -8.13+0.49
AChE_246 -8.60 -8.50 -7.70 -7.70 -8.13+0.49
AChE_165 -8.10 -8.00 -8.00 -8.30 -8.10+0.14
AChE_100 -8.10 -8.10 -8.10 -8.10 -8.10+0.00
AChE_136 -8.10 -8.10 -8.10 -8.10 -8.10+0.00
AChE_218 -8.10 -8.10 -8.10 -8.10 -8.10+0.00
AChE_073 -8.10 -8.10 -8.20 -7.90 -8.08 £0.13
AChE_117 -8.10 -8.10 -8.10 -8.00 -8.08 +0.05
AChE_223 -8.00 -8.10 -8.10 -8.00 -8.05 +0.06
AChE_001 -7.90 -8.10 -8.10 -8.00 -8.03+0.10
AChE_052 -8.00 -8.00 -8.00 -8.10 -8.03 +0.05
AChE_119 -8.00 -8.10 -8.00 -8.00 -8.03+0.05
AChE_154 -8.00 -7.80 -8.30 -8.00 -8.03+0.21
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AChE_167 -8.20 -7.60 -8.20 -8.10 -8.03+0.29
AChE_159 -8.00 -7.70 -8.10 -8.30 -8.03+0.25
AChE_097 -8.00 -8.00 -8.00 -8.00 -8.00 +£0.00
AChE_153 -8.10 -8.00 -8.00 -7.90 -8.00 £0.08
AChE_166 -8.10 -8.00 -8.00 -790 -8.00 +0.08
AChE_215 -8.00 -8.00 -8.00 -8.00 -8.00 +£0.00
AChE_216 -8.00 -8.00 -8.00 -8.00 -8.00 +£0.00
AChE_141 -8.00 -7.90 -7.90 -7.90 -7.93 £0.05
AChE_062 -7.80 -7.90 -7.80 820 -7.93+0.19
AChE_017 -7.90 -7.90 -7.90 -790 -7.90 = 0.00
AChE_026 -8.00 -7.80 -7.80 -8.00 -7.90+0.12
AChE_028 -7.90 -7.90 -7.90 -7.90 -7.90 £0.00
AChE_121 -7.90 -7.80 -7.90 -790 -7.88 +0.05
AChE_002 -7.90 -7.90 -7.70 -790 -7.85+0.10
AChE_042 -7.80 -7.90 -7.80 -7.80 -7.83 +£0.05
AChE_081 -7.90 -7.80 -7.70 -7.90 -7.83+0.10
AChE_082 -7.80 -7.80 -7.80 -790 -7.83+0.05
AChE_020 -7.80 -7.80 -7.80 -7.80 -7.80 = 0.00
AChE_021 -7.80 -7.80 -7.80 -7.80 -7.80 £0.00
AChE_023 -7.80 -7.80 -7.80 -7.80 -7.80 £0.00
AChE_134 -7.80 -7.80 -7.80 -7.80 -7.80 +=0.00
AChE_163 -7.70 -7.80 -7.90 -7.80 -7.80 +0.08
AChE_164 -7.90 -7.80 -7.80 -7.70 -7.80 £0.08
AChE_217 -7.90 -7.90 -7.70 -7.70 -7.80+0.12
AChE_008 -7.70 -7.80 -7.80 -7.70 -7.75 £ 0.06
AChE_094 -7.70 -7.80 -71.70 -7.70 -7.73 £0.05
AChE_048 -7.70 -7.70 -7.70 -7.70 -7.70 £0.00
AChE_209 -7.70 -7.70 -7.70 -7.70 -7.70 £ 0.00
AChE_245 -7.70 -71.70 -71.70 -7.70 -7.70 £0.00
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AChE_104 -7.80 -7.60 -7.70 -7.70 -7.70+0.08
AChE_129 -7.60 -7.70 -7.70 -7.60 -7.65+0.06
AChE_003 -7.50 -7.70 -7.70 -760 -7.63+0.10
AChE_005 -7.60 -7.60 -7.70 -7.60 -7.63 £0.05
AChE_007 -7.70 -7.70 -7.40 -7.70 -7.63+0.15
AChE_102 -7.60 -7.70 -7.60 -760 -7.63 +0.05
AChE_079 -7.40 -7.60 -7.70 -7.70 -7.60+0.14
AChE_210 -7.60 -7.60 -7.60 -7.60 -7.60 £0.00
AChE_032 -7.50 -7.60 -7.60 -7.60 -7.58 = 0.05
AChE_144 -7.50 -7.50 -7.50 -740 -7.48 +£0.05
AChE_142 -7.50 -7.50 -7.40 -7.40 -7.45+0.06
AChE_011 -7.40 -7.40 -7.40 -7.40 -7.40 +£0.00
AChE_013 -7.40 -7.40 -7.40 -740 -7.40 = 0.00
AChE_222 -7.30 -7.40 -7.40 -740 -7.38 +£0.05
AChE_009 -7.40 -7.30 -7.30 -7.30 -7.33+£0.05
AChE_114 -7.30 -7.30 -7.30 -7.40 -7.33 £0.05
AChE_010 -7.30 -7.30 -7.30 -7.30 -7.30 +0.00
AChE_095 -7.20 -7.10 -7.40 -740 -7.28 +£0.15
AChE_143 -7.30 -7.30 -7.20 -7.20 -7.25+0.06
AChE_147 -7.20 -7.60 -7.30 -6.90 -7.25+0.29
AChE_040 -7.20 -7.20 -7.20 -7.30 -7.23+0.05
AChE_006 -7.40 -7.20 -6.90 -740 -7.23+x0.24
AChE_033 -7.20 -7.30 -7.20 -7.20 -7.23+0.05
AChE_031 -7.20 -7.20 -7.20 -7.20 -7.20+0.00
AChE_037 -7.20 -7.20 -7.20 -7.20 -7.20 +0.00
AChE_039 -7.20 -7.20 -7.20 -7.20 -7.20 +0.00
AChE_045 -7.20 -7.20 -7.20 -7.20 -7.20 £0.00
AChE_096 -7.20 -7.10 -7.20 -7.20 -7.18 £0.05
AChE_034 -7.10 -7.10 -7.20 -7.10 -7.13+0.05
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AChE_043 -7.10 -7.10 -7.10 -7.10  -7.10 +0.00
AChE_151 -7.00 -7.00 -7.10 -7.00 -7.03 +0.05
AChE_220 -6.90 -6.90 -6.90 -7.30  -7.00 £0.20
AChE_046 -7.00 -7.00 -7.00 -6.90 -6.98 + 0.05
AChE_051 -6.90 -6.90 -6.90 -6.90 -6.90 +0.00
AChE_213 -6.90 -6.90 -6.90 -6.90 -6.90 +0.00
AChE_211 -7.00 -7.00 -6.70 -6.70 -6.85+0.17
AChE_047 -6.80 -6.80 -6.90 -6.80 -6.83 +0.05
AChE_145 -6.70 -6.80 -6.80 -6.70 -6.75* 0.06
AChE_044 -6.70 -6.70 -6.70 -6.70 -6.70 = 0.00
AChE_050 -6.70 -6.70 -6.70 -6.70 -6.70 £0.00
AChE_041 -6.60 -6.60 -6.60 -6.60 -6.60 +0.00
AChE_038 -6.50 -6.50 -6.60 -6.60 -6.55 =+ 0.06
AChE_029 -6.50 -6.50 -6.50 -6.50 -6.50+0.00
AChE_035 -6.30 -6.30 -6.30 -6.30 -6.30 +0.00
AChE_036 -6.10 -6.10 -6.10 -6.10 -6.10+0.00
AChE_214 -5.50 -6.30 -6.10 -6.30 -6.05+0.38
AChE_012 -5.60 -5.90 -5.90 580 -5.80+0.14
AChE_171 -5.70 -5.70 -5.70 570 -5.70 £0.00
AChE_169 -5.40 -5.40 -5.40 -5.40 -5.40 +£0.00
AChE_Acetilcolina -5.10 -5.10 -5.10 -5.10 -5.10 +0.00
AChE_168 -5.00 -5.00 -5.00 -5.00 -5.00 +0.00
AChE_004 -4.80 -4.80 -4.80 -4.80 -4.80+0.00
AChE_170 -4.30 -4.50 -4.50 -450 -4.45+0.10
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Tabla D.1. Propiedades fisicoquimicas de los compuestos analizados y regla de cinco de

Lipinski.
PM TPSA Fraccion
ID LogP HBD HBA LogS NrotB
g/mol A2 C sp3
090 3.22 5 10 468.41 170.82 -6.2 0.12 7
204 3.28 6 10 53846  189.66 -6.79 0.07 1
179 2.95 0 4 290.27 52.6 -3.79 0 2
190 1.43 4 7 314.25 132.13 -3.87 0.06 1
116 1.79 3 9 372.28 139.59 -3.92 0.17 1
186 2.38 2 4 254.24 74.6 -4.11 0.07 0
092 3.46 4 10 482.44 159.82 -6.07 0.16 8
135 2 3 1l 314.25 117.2 -3.92 0.12 1
172 2.61 1 5 306.27 72.83 -3.71 0 1
201 2.46 2 4 292.29 74.6 -3.82 0 2
189 1.87 3 5 270.24 94.83 -3.67 0.07 0
191 1.97 3 6 300.26 104.06 -4.08 0.12 1
206 1.72 4 8 352.25 141.34 -4.38 0 0
207 2.03 3 6 300.26  104.06 -4.08 0.12 1
194 2.77 2 5 318.71 83.83 -4.47 0.12 1
091 3.5 4 10 482.44 159.82 -6.07 0.16 8
138 2.53 2 g 270.24 79.9 -4.07 0.13 0
183 1.07 2 6 272.21 104.81 -2.55 0.07 0
195 1.26 4 7 314.25 132.13 -3.51 0.06 1
199 2.27 2 5 284.26 83.83 -3.87 0.12 1
064 16 5 8 334.28 14452 -4.08 0.12 4
131 1.56 3 7 34432 12113 -3.35 0.28 2
132 -4.16 4 7 316.26 128.2 -4.16 0.12 2
188 1.07 4 7 300.22 132.13 -3.22 0 1
200 15 3 7 31425  121.13 -3.43 0.06 2
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225 2.76 2 4 256.25 70.67 -4.2 0.13 0
192 1.64 2 6 298.25 100.9 -3.31 0.06 2
123 1.04 4 10 388.28 159.82 -3.16 0.17 2
125 191 2 9 386.31 128.59 -3.79 0.21 2
187 1.08 4 6 286.24 115.06 -2.9 0.07 1
196 1.33 2 7 304.25 110.13 -3.34 0.27 1
208 5.73 0 0 272.47 0 -5.88 0.9 0
184 154 0 6 300.26 82.81 -2.63 0.19 2
Donepezilo 4 0 4 379.49 38.77 -4.81 0.46 6
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Tabla D.2: Propiedades farmacocinéticas de metabolitos con SwissADME

Absorcion  Permeabilidad Sustrato  Inhibicion  Inhibicion Inhibicion Inhibicion Inhibicion  Puntuacion de
ID Gl BHE P-gp CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4 biodisponibilidad
090 BAJA NO NO NO NO NO NO NO 0.11
204 BAJA NO NO NO Sl Sl NO NO 0.17
179 ALTA Sl NO Sl Sl Sl NO NO 0.85
190 ALTA NO NO NO NO NO NO Sl 0.56
116 ALTO NO NO NO NO Sl NO NO 0.55
186 ALTA Sl NO Sl NO NO NO Sl 0.55
092 BAJA NO NO NO NO NO NO NO 0.11
135 ALTA NO NO Sl NO NO NO NO 0.56
172 ALTA Sl NO Sl NO Sl NO NO 0.85
201 ALTA Sl NO Sl NO Sl NO Sl 0.85
189 ALTA NO NO Sl NO NO NO Sl 0.55
191 ALTA NO NO Sl NO Sl NO Sl 0.55
206 BAJA NO NO Sl NO Sl Sl Sl 0.55
207 ALTA NO NO Sl NO Sl NO Sl 0.55
194 ALTA NO NO Sl NO Sl NO Sl 0.55
091 BAJA NO NO NO NO NO NO NO 0.11
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138 ALTA NO NO Sl NO NO Sl Sl 0.55
183 ALTA NO NO NO NO NO NO Sl 0.56
195 ALTA NO NO NO NO NO NO Sl 0.55
199 ALTA NO NO Sl NO Sl NO Sl 0.55
064 BAJA NO NO NO NO NO NO NO 0.56
131 ALTA NO NO NO NO Sl NO Sl 0.56
132 ALTA NO NO Sl NO NO NO NO 0.56
188 ALTA NO NO NO NO NO NO NO 0.56
200 ALTA NO NO NO NO NO NO Sl 0.55
225 ALTA Sl NO Sl NO NO Sl Sl 0.55
192 ALTA NO NO NO NO NO NO Sl 0.55
123 BAJA NO Sl NO NO NO NO NO 0.55
125 ALTA NO Sl NO NO Sl NO NO 0.55
187 ALTO NO NO NO NO NO NO Sl 0.56
196 ALTO NO NO NO NO NO NO NO 0.55
208 BAJA NO NO Sl Sl Sl NO NO 0.56
184 ALTA NO NO Sl NO NO NO Sl 0.55

Donepezilo ALTA Sl Sl NO NO NO Sl Sl 0.55
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Tabla E.1: SMILES de los compuestos con mayor afinidad.

ID Metabolito SMILES

090 Acido giralico CC1=CC(=CC(=C1C(=0)0C2=CC(=C(C(=C2)C)C(=0)0C3=CC(=C(C(=C3)C)C(=0)0)0)0)0)0
204 Esquirina CC1=CC2=C(C(=C1)0)C(=0)C3=C(C=C(C(=C3C2=0)C4=C5C(=C(C=C40)0)C(=0)C6=C(C5=0)C=C(C=C60)C)0)O
179 Dilactona de acido pulvinico C1=CC=C(C=C1)C2=C3C(=C(C(=0)03)C4=CC=CC=C4)0C2=0

190 Endocrocina CC1=CC2=C(C(=C1C(=0)0)0)C(=0)C3=C(C2=0)C=C(C=C30)0

116 Acido norstictico CC1=CC(=C(C2=C1C(=0)0C3=C(02)C4=C(C(=C3C)0)C(=0)OC40)C=0)0

186 Crisofanol CC1=CC2=C(C(=C1)0)C(=0)C3=C(C2=0)C=CC=C30

092 Acido umbelicarico CC1=CC(=CC(=C1C(=0)0C2=CC(=C(C(=C2)C)C(=0)0C3=CC(=C(C(=C3)C)C(=0)0)0)0)0C)0
135 Acido porfirilico CC1=CC(=C2C3=C(C=C(C4=C3COC4=0)0)0C2=C1C(=0)0)0

172 Calicina C1=CC=C(C=C1)C2=C(/C(=C\3/C4=CC=CC=C40C3=0)/0C2=0)0

201 Acido polipérico OC(C(C(C1CCCCC1)=C10)=0)=C(C2CCCCC2)C1=0

189 Emodina CC1=CC2=C(C(=C1)0)C(=0)C3=C(C2=0)C=C(C=C30)0

191 Eritroglauquina CC1=CC(=C2C(=C10)C(=0)C3=C(C2=0)C(=CC(=C3)0C)0)O

206 Acido teleférico C1=C2C(=CC(=C10)0)0C3=C2C(=0)C4=C(C3=0)C5=CC(=C(C=C504)0)0

207 Xantorina CC1=CC2=C(C(=C1)0)C(=0)C3=C(C2=0)C(=C(C=C30)0C)0

194 Fragilina CC1=CC2=C(C(=C1)0)C(=0)C3=C(C(=C(C=C3C2=0)0C)Cl)O

091 Acido 6vico CC1=CC(=CC(=C1C(=0)0C2=CC(=C(C(=C2)C)C(=0)0C3=CC(=C(C(=C3)C)C(=0)0)0)OC)0)O
138 Estrepsilina CC1=CC(=CC2=C1C3=C(02)C=C(C4=C3COC4=0)0)0

183 Canariona CC1=CC(=0)C2=C(01)C=C3C(=C20)C(=CC(=0)C3=0)0
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Hematomona
Parietina
Acido diplosquistésico
Acido isousnico
Acido panarico
Acido emédico
Acido parietinico
1,6-Dihidroxi-3,8-
dimetilxantona
Falacinal
Acido salazinico
Acido stictico
Citreoroseina
Hemoventosina
Isocaurano
Canariona dimetiléter

Donepezilo

CC(=0)C1=C(C=C2C(=C10)C(=0)C3=C(C2=0)C=C(C=C30)0)0
CC1=CC2=C(C(=C1)0)C(=0)C3=C(C2=0)C=C(C=C30)0C
CC1=CC(=CC(=C1C(=0)0)0)0C(=0)C2=C(C(=C(C=C2C)0)0)O
CC1=C(C(=C(C2=C10C3=CC(=C(C(=0)C32C)C(=0)C)0)0)C(=0)C)O
CC1=CC(=C2C3=C(C=C(C(=C3C)C(=0)0)0)0C2=C1C(=0)0)O
C1=C(C=C(C2=C1C(=0)C3=C(C2=0)C(=CC(=C3)0)0)0)C(=0)0

COC1=CC2=C(C(=C1)0)C(=0)C3=C(C2=0)C=C(C=C30)C(=0)O

CC1=CC(=C2C(=C1)0C3=C(C2=0)C(=CC(=C3)0)C)0
COC1=CC2=C(C(=C1)0)C(=0)C3=C(C2=0)C=C(C=C30)C=0
CC1=CC(=C(C2=C1C(=0)0C3=C(02)C4=C(C(=C3C0O)0)C(=0)0C40)C=0)0
CC1=CC(=C(C2=C1C(=0)0C3=C(02)C4=C(C(=C3C)0)C(=0)0C40)C=0)0C
C1=C(C=C(C2=C1C(=0)C3=C(C2=0)C(=CC(=C3)0)0)0)CO
C[C@H]1CC2=C(C(=C3C(=0)C=C(C(=0)C3=C20)0C)0)C(=0)01
CC1=CC23CCC4C(CCCCA(C2CCCIC3)C)(C)C
CC1=CC(=0)C2=C(01)C=C3C(=C20C)C(=CC(=0)C3=0)0C

COC1=C(C=C2C(=C1)CC(C2=0)CC3CCN(CC3)CC4=CC=CC=C4)OC
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ANEXO F. Analisis de dinamica molecular de 0 a 100ns
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Figura F.1: RMSD de la cadena A durante los 50 a 100ns.
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Figura F.2: RMSD de la cadena B durante los 50 a 100ns.
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Figura F.3: RMSD de la proteina durante los 100ns.
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Figura F.4: RG de la proteina durante los 100ns.
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Figura F.5: SASA de la proteina durante los 100ns.
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GLOSARIO

1. LDB: Lichen DataBase.

2. APP: Proteina precursora amiloide.

3. EA: Enfermedad de Alzheimer.

4. SAD: Enfermedad de Alzheimer esporédica.

5. FAD: Enfermedad de Alzheimer familiar.

6. OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

7. PSEN1: Presenilina 1.

8. PSENZ2: Presenilina 2.

9. ApoE: Apolipoproteina E.

10. DCL.: Deterioro Cognitivo Leve.

11. AP: Placas beta-amiloides.

12. NFT: Ovillos neurofibrilares.

13. ROS: Especies reactivas de oxigeno.

14. ACh: Acetilcolina.

15. CAT: Colina acetiltransferasa.

16. H-ATPasa: Bomba dependiente de energia.

17. VAChAT: Transportador de acetilcolina vesicular.

18. SNARE: Proteinas de fijacion soluble de NSF.

19. AChE: Acetilcolinesterasa.

20. hAChE: Acetilcolinesterasa humana.

21. BChE: Butirilcolinesterasa.

22. RMN: Resonancia magnética nuclear.

23. FDA: Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos.

24, EMA: Agencia Europea de Medicamentos.

25. PET: Tomografia por emision de positrones.

26. PET-Ap: Tomografia por emision de positrones con beta-amiloide.

27. G1: AChE monomeérica.

28. G2: AChE dimérica.

29. G4: AChE tetramérica.

30. A: Formas asimétricas de AChE.

31. G: Formas globulares de AChE.

32. GPI: Glicosilfosfatidilinositol.
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33. SNC: Sistema Nervioso Central.
34. SNP: Sistema Nervioso Periférico.
35. PRiIMA: Anclaje membranal rico en proteinas.
36. ES: Sitio esteérico o sitio catalitico.
37. PAS: Sitio anidnico periférico.
38. CAS: Sitio anionico catalitico.
39. OAS: Bolsillo de axianion.
40. APS: Sitio de bolsillo de acilo.
41. Ser-S: Serina.
42. His-H: Histidina.
43. Glu-G: Glutamato.
44, Phe-F: Fenilalanina.
45, Asp-D: Aspartato.
46. Ala-A: Alanina.
47. Trp-W: Triptofano.
48. Tyr-Y: Tirosina.
49. DM: Dindmica molecular.
50. PDB: Protein Data Bank.
51. ADMET: Absorcion, Distribucion, Metabolismo, Excrecion y Toxicidad.
52. ns: Nanosegundo.
53. RMSD: Desviacion Cuadratica Media de la Raiz.
54. RMSF: Fluctuacion Cuadratica Media de la Raiz.
55. SASA: Area Superficial Accesible al Solvente.
56. Rg: Radio de giro.
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