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Diseio y estudio 1n silico de posibles ligandos de la
integrina aiib 3 como tratamiento para la 1squemia
cerebral
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Resumen— La isquemia cerebral es una enfermedad vascular
cerebral originada por la obstruccion de flujo sanguineo, asi
como de sustratos en el cerebro, debido a las condiciones de este
padecimiento las funciones motoras y cognitivas se ven
deterioradas. La principal causa de la isquemia cerebral es la
formacion de trombos debido a irregularidades en la agregacion
plaquetaria, por esta razon el disefio de ligandos que actien en la
inhibicion de este proceso es una opcion viable para plantear un
posible tratamiento. Uno de los firmacos usados para este fin es
el tirofiban, un antagonista de la integrina oy, 3, que tiene como
limitante un tiempo de vida media bajo en el organismo, lo que
obliga a la administracion frecuente del firmaco. A partir de
diversas estrategias para la modificacion estructural de firmacos
se disefiaron varias moléculas basadas en la estructura del
tirofiban como potenciales ligandos de la integrina o ,B;. Los
resultados de la evaluacién in silico muestran que varias de las
moléculas que se disefiaron presentarian mayor afinidad hacia la
diana biolégica y tendrian un tiempo de vida media mayor que el
tirofiban, por lo que se constituyen como potenciales puntos de
partida para el disefio de nuevos firmacos para el manejo de uno
de los riesgos asociados a la isquemia cerebral.

L INTRODUCCION

Las enfermedades cerebrovasculares (ECV) como su nombre
lo indica son aquellas enfermedades que abarcan ciertas
alteraciones en la vasculatura del cerebro, lo que ocasiona una
disminucion del flujo sanguineo en el mismo y por
consecuencia el deterioro de funciones motoras y cognitivas.
Estas pueden clasificarse en 2 tipos, obstructivas o
hemorragicas. En la ECV de tipo obstructiva una arteria del
cerebro se estenosa o bloquea por la presencia de un trombo
causando asi un déficit en el suministro de sangre, oxigeno y
diversos sustratos.
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En este trabajo nos centraremos en la isquemia cerebral, la
cual es una enfermedad cerebrovascular de tipo obstructiva
que afecta la funcion normal y estructura del cerebro
ocasionando diversas alteraciones en el organismo como por
ejemplo déficit motor, sensitivo y trastornos del lenguaje.
Cabe mencionar que la sintomatologia de la enfermedad
puede variar segin la localizacion del trombo, pues puede
estar en el territorio vertebrobasilar o carotideo.

Cuando el trombo esta localizado en la zona vertebrobasilar

las manifestaciones clinicas presentadas pueden ser
hemianopsia homoénima, ceguera total transitoria, ataxia,
diplopia, vértigo, disfagia, disartria, por mencionar
algunas, cuando el trombo se encuentra localizado en el
territorio carotideo se presentan sintomas como hormigueo en
un lado del cuerpo, pérdida del equilibrio, coordinacion,
vision entre otros.[7]

Esta ECV es de gran importancia médica pues de no tratarse
ademds de toda la sintomatologia anteriormente descrita
puede causar incluso la muerte.

La isquemia cerebral tiene tres causas principales: trombosis,
embolia y arteriosclerosis. La trombosis hace referencia a la
formacién de un tapén en la arteria que bloquea el suministro
sanguineo, este tapoén se forma por la adherencia de las
plaquetas en los bordes de la misma. Cuando se refiere a
embolia como agente causal de la isquemia cerebral se habla
de la formacién de un trombo en otra locacion del organismo
distinta al cerebro, el cual tiene un didmetro menor respecto al
de un vaso sanguineo, lo que facilita su distribucion a distintas
zonas del cuerpo, en el caso de la isquemia cerebral, este
trombo se puede viajar a la vasculatura cerebral. Por tltimo, la
arteriosclerosis provoca que las paredes de las arterias se
endurezcan y los conductos se estrechan pudiendo ocasionar
el cierre completo de los vasos sanguineos.[6]

La formacion de trombos debido a una falla en el proceso de
agregacion plaquetaria es uno de los principales factores
relacionados con la isquemia cerebral, por lo cual evitar la
formacion de estos es un mecanismo altamente estudiado en
el disefio de farmacos, asi como también es importante
recalcar que el mecanismo de los farmacos empleados para
tratar esta enfermedad sigue en area de investigacion pues la
mayoria de estos tiene el riesgo de provocar una ECV de tipo
hemorragica.
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Con base a lo anterior, se concluye que la formacion de
trombos debido a la agregacion plaquetaria es uno de los
principales factores relacionados de la enfermedad, por lo cual
evitar la formacion de estos es un mecanismo altamente
estudiado en el disefio de farmacos.

La formacion de trombos ocurre por medio de mecanismos
de hemostasia, los cuales son activados en los procesos
hemorragicos del organismo para evitar la pérdida de sangre,
normalmente cuando ocurre una lesion.[7]
En estos mecanismos el factor principal son las plaquetas y
ocurren una serie de pasos que conllevan a su adhesion,
activacion y agregacion.[1] La adhesion de las plaquetas se
produce cuando hay un dafio en el endotelio, estas se adhieren
a la superficie dafiada por medio de ligando que se presentan
cuando hay una lesion, como el colageno, la trombina, el

factor de Von Willebrand.
Otros compuestos como el difosfato de adenosina,
tromboxano A2, serotonina, noradrenalina, adrenalina,

colageno y trombina se encargan de activar las plaquetas para
que ocurra la degranulacion de sus componentes y con ello un
cambio conformacional, lo que expone a la integrina allbp3,
para unirse con el fibrindgeno, generando asi un trombo que
finalmente se estabiliza con la trombina convirtiendo el
fibrindgeno en fibrina, este ultimo paso da como resultado el
final de la agregacion plaquetaria.[3] Por ello, la integrina
alIbB3 se ha convertido en objeto de estudio para el disefio de
farmacos antiplaquetarios.

La integrina alIbB3, también llamada glicoproteina IIb/I1la, es
una de las mas abundantes en la membrana de las plaquetas.
Su estructura se basa en un heterodimero, compuesto por dos
subunidades, o y P, las cuales tienen un largo dominio
extracelular y un solo dominio transmembrana. La subunidad
a consta de una cadena pesada y una cadena ligera unidas por
un puente disulfuro, mientras que la subunidad B consta de
solo una cadena pesada.[2] La formacién del heterodimero
ocurre por medio de la union del dominio propulsor p de la
subunidad o y por el dominio f I de la subunidad 3, los cuales
forman la cabeza de la proteina, parte fundamental de union al
ligando. Cabe mencionar que el dominio 3 I tiene tres sitios
de unién a iones metalicos como Mg+2 (MIDAS) y
Cat+2 (ADMIDAS), los cuales son importantes reguladores
en la union receptor-ligando, por este motivo se considera que
la integrina allbB3 es dependiente de Ca+2. Se ha estudiado
que este heterodimero es el principal sitio de union del
fibrindgeno y por ende parte crucial de la agregacion
plaquetaria.

La integrina olIbP3 se une especificamente en la terminacion
del carboxilo de la molécula dimérica del fibrinogeno de la
subunidad vy (péptido yC). El elemento biolégicamente
importante que contiene el fibrindgeno para ser reconocido
por parte de la integrina allbB3 es el pentapéptido QAGDV
(Glutamina-Alanina-Glicina-Acido aspartico-Valina; péptido
vC). El péptido yC se une en la interface entre el propulsor
beta de la subunidad oy el dominio B I de la subunidad B, en
esta Gltima subunidad también se da la presencia de MIDAS y
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ADMIDAS (unioén de los iones metalicos reguladores Mg+2 y
Cat2).

Es importante resaltar el papel de MIDAS y ADMIDAS en la
union ligando-receptor. Gracias a la coordinacion en la que
estos iones metalicos participan se pueden estabilizar algunas
interacciones, favoreciéndolas y generando una mayor
afinidad del ligando, por lo que este proceso en el mecanismo
de unién también se puede tomar en cuenta para el disefio de
farmacos. El principal aminoacido con los que se coordina
ADMIDAS es Val-411 en la subunidad 3, por medio de los
carboxilos libres.[2]

Se ha visto en estudios que la falta del pentapéptido QAGDV
en el fibrindgeno causa desordenes hemorragicos en ratones,
por lo cual el disefio de nuevos antitromboticos especificos de
la integrina allbP3, que sigan su ruta de unién pueden ser
eficaces contra el tratamiento de la isquemia cerebral. [2]

Un ejemplo de lo anterior es el tirofiban, firmaco antagonista
de la integrina allbB3, el cual funge como inhibidor de la
agregacion plaquetaria. Tiene una vida media de 2 horas, por
lo cual se requiere de su administracion constante. Su via de
administracion es intravenosa y la dosis recomendada es de
0,4 mg/Kg/min en 30 min. Este farmaco inhibe la agregacion
plaquetaria en un 90% y este proceso regresa a su estado
anterior después de 4 u 8 horas luego de su administracion. [1]

La Figura 1 muestra la estructura de este firmaco.
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Figura 1. Estructura de la molécula tribofan, dibujada con
ChemDraw Professional 15.0.
El tirofiban interacciona con la mayoria de los aminoacidos
implicados en el proceso de agregacion plaquetaria. En la
Figura 2 se ilustran los aminoacidos principales de la integrina
alIbB3 con los que interacciona, siendo estos Ser225, Arg214,
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Asn215, Glu220, Ser123, Arg216, Ser121, Tyr122 y Asp224.

Figura 2. Interacciones de la molécula tirofiban con los aminoacidos
de la integrina alIbB3. Imagen obtenida de Molegro Virtual Docker
version 6.0.1

A pesar de su efectividad terapéutica, una de las limitantes del
tirofiban es su bajo tiempo de vida media, que obliga a la
administracion frecuente del firmaco. Por ello, en este
proyecto pretendemos diseflar nuevas estructuras con
potencial antiplaquetario que tengan una afinidad similar o
mayor que la del tirofiban, pudiendo permanecer en la diana
bioldgica afectada un mayor tiempo, y que dependiendo de su
sitio de accion puedan tener distintos mecanismos de accion,
disminuyendo la capacidad hemorragica de los mismos.

Estas propuestas se evaluardn por métodos in silico,
incluyendo analisis quimioinformatico y estudios de
acoplamiento molecular (docking).

1. METODOLOGIA.

Se seleccioné el Tirofiban como la estructura base para
posteriormente realizar las modificaciones pertinentes. Estas
consistieron de estrategias de modificacion racional de
farmacos, de las cuales se utilizaron la conjuntiva,
duplicativa, disyuntiva, andloga, modificacion anular,
isosterismo clésico, entre otras .La estructuras que surgieron
de las modificaciones antes mencionadas se construyeron en
el software ChemDraw Professional 15.0 y se optimizé su
estructura por mecanica molecular a través de Chem3D. La
estructura tridimensional de la integrina ollbBf3 ,a su
antagonista tirofiban se descargd del ProteinDataBank

(https://www.rcsb.org)(codigo PDB: 2VDM), con resolucion
de2.9A.

El andlisis quimioinformatico se realizd utilizando las
plataformas Molinspiration Cheminformatics
(http://www.molinspiration.com/)fue utilizado para el calculo
predictivo de las propiedades fisicoquimicas de los ligandos
disefiados, como logP, peso molecular, donadores y aceptores
de electrones y la plataforma admetSAR
(http://Immd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/) con la cual se
calcularon las propiedades farmacolégicas predictivas basadas
en la relacion estructura-actividad del perfil ADMET
(Absorcién, Distribucion, Metabolismo, Excrecion vy
Toxicidad).

Para los estudios de acoplamiento molecular se empled el
programa Molegro Virtual Docker Version 6.0.1 utilizando el
protocolo convencional descrito por el fabricante. Se
obtuvieron valores de puntaje (Moldock score) que se
relacionan con la afinidad tedrica de los ligandos evaluados
con el receptor. A menor valor de score, mayor afinidad
teorica.

III. RESULTADOS Y DISCUSION.

A partir de la base de datos original, se identificaron en total
37 ligandos con mayor afinidad que el antagonista de
referencia tirofiban, segun los datos obtenidos con Molegro
Virtual Docker a partir de los valores de score calculados. Las
estructuras de los 5 ligandos con mayor afinidad teérica (fop-
5), se muestran en la Figura 3. Las propiedades
farmacologicas predictivas obtenidas y la energia de
interaccion de los ligandos con la integrina olIbB3, se
muestran en la Tabla 1. La toxicidad es relacionada con el gen
de inhibicion Human Ether-a-go-go, donde WI significa
inhibidor débil.

Tabla 1. Propiedades farmacoldgicas del top 5 de las
moléculas con mayor afinidad hacia la integrina allbp3.

Molécula F oral Toxicidad Gradode Score
(HERG) toxicidad
Tirofiban 0.9934 0.5278 1T -116.2
WI
mec.is. 1 1 0.7118 1T -176.9
WI
mc.is. 14 0.9721 0.5373 1T -165.6
WI
xi.is. 10 1 0.6915 1T -149.1
WI
Je.is.1 0.9007 0.5395 111 -144.3
WI
xi.is. 1 1 0.6915 1T -143.3
WI
F oral= Fraccion de biodisponibilidad oral
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Figura 3. Estructuras de los ligandos fop-5 .

Como se puede observar en la Tabla 1, la toxicidad de los
ligandos disefiados es baja (la mayoria de los farmacos se
consideran grado III) y la biodisponibilidad es buena
manteniéndose en el rango cercano a la unidad, cabe
mencionar que la mayoria de las moléculas en estudio tienen
similitud en estas caracteristicas, por lo que se puede decir
que el perfil ADME predictivo de los ligandos es favorable.

Una de las propiedades fisicoquimicas mas importantes
relacionadas con el tiempo de vida media es el logP. En la
Tabla 2 se encuentra el logP del top 5 de las moléculas con
mayor afinidad hacia la integrina allbB3 y el tirofiban. Se
puede apreciar que las moléculas disefiadas presentan un logP
mayor que el tirofiban por lo que se infiere que su tiempo de
vida media puede ser mas largo que este debido a que puede
haber una mayor distribucion y permanencia en tejidos. Otro
de los puntos importantes a considerar en la vida media es el
metabolismo de farmacos, por lo que una de las perspectivas
de este trabajo incluiria la prediccion y evaluacion in silico de
los potenciales metabolitos de los ligandos propuestos.
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Tabla 2. LogP de Tirofiban y el top5 de las moléculas
disefadas.

Molécula  LogP
mc.is. 1 2.83
mc.is.14 5.93
xi.is.10 7.58
je.is.1 3.00
xi.is.1 7.07
Tirofiban 1.98

En cuanto a las interacciones observadas en la union ligando-
proteina se comparo el top 3 de las moléculas disefiadas, y se
observd que aquellas que presentan un mayor numero de
atomos de carbono involucrados en la formacion de anillos y
cadenas hidrocarbonadas revelan un incremento en la afinidad
hacia nuestro receptor de interés debido a interacciones
nuevas con aminodcidos de la integrina allbB3, asi como
mayores interacciones en comparacion con el tirofiban
reflejados en un mayor niimero de puentes de hidrogeno e
interacciones estéricas.

En la Figura 4 se puede observar que la molécula mc.14.is
ocupa una mayor superficie en el sitio de union del receptor,
situandose sobre la subunidad A y parte de la subunidad B de
la integrina allbp3, lo que le confiere una mayor afinidad,
mientras que el tirofiban al ser estructuralmente mas pequefio
ocupa mayormente la subunidad A y con la subunidad B
interacciona en menor proporcion.

Ser 123

Tyr122

Asp 159

Figura 4. Moléculas mc.is.14 y tirofiban unidas con la
integrina alIbf mostrando los aminoacidos de interaccion y el
lugar de acoplamiento. En color rojo se encuentra la estructura
del mc.is.14 y en color azul claro se encuentra la estructura de
tirofiban. La subunidad B de la integrina allbB3 se nota de
color naranja y la subunidad A de color azul oscuro. Imagen
realizada con Molegro Virtual Docker version 6.0.

Los ligandos analizados presentan interacciones en comun
con el tirofiban con los residuos de Arg216, Asn215, Phe 160,
Ser225 y Tyrl9, por lo que se deduce que la interaccioén con
estos aminoacidos es clave para una mayor afinidad de los
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ligandos. Asimismo, se identificaron interacciones con otros
aminoacidos pertenecientes al sitio activo lo cual puede influir
en una mayor afinidad o bien ser nuevos sitios de exploracion
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