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Resumen. La enfermedad de Von Willebrand es un trastorno sanguineo en el que la sangre no
coagula adecuadamente debido a una deficiencia de la proteina denominada Factor de Von Wille-
brand (FvW). Actualmente no existe un tratamiento conciso para esta enfermedad, por lo que en
este trabajo se plante6 como alternativa el disefio de un ligando que sirva como puente molecular
entre la glicoproteina Ib (GpIB) y el colageno, formando un complejo ternario Gplb-ligando-cola-
geno que promueva la hemostasia primariay con ello el proceso de coagulaciéon. El proyecto busca
contribuir con el tercer Objetivo de Desarrollo Sostenible referente a la Salud y el Bienestar con
un mayor enfoque en la meta 3.b de dicho objetivo, ya que la molécula propuesta al imitar la fun-
cion del FYW podria funcionar como un tratamiento de emergencia seguro y eficaz para todas las
personas que padezcan la enfermedad. El disefio molecular de novo se basé en los sitios de unién
del FYW en la Gplby el colageno buscando la formacién del complejo ternario. La evaluacion de la
molécula propuesta se realizé6 mediante acoplamiento molecular con la Gplb, la construccién del
complejo ternario Gplb-ligando-colageno y la evaluacion de su estabilidad mediante dindmica mo-
lecular. Por @ltimo, se le realizo el perfil farmacocinético y toxicolégico. En conclusion, se diseid
una molécula que logré formar un complejo ternario estable y que hasta nuestro conocimiento es
la primera propuesta de disefio de puentes moleculares con aplicaciones terapéuticas.

Palabras Clave: FvW, glicoproteina, colageno, puentes moleculares.

1 Descripcion de la problematica prioritaria abordada

La sangre contiene muchas proteinas que ayudan a que el cuerpo pare de sangrar en caso de una
hemorragia, una de estas proteinas se Ilama factor de Von Willebrand (FVW). La enfermedad de Von
Willebrand es un trastorno sanguineo en el que la sangre no coagula adecuadamente debido a una
deficiencia o defecto de esta proteina coagulante que funciona como pegamento a fin de ayudar a las
plaquetas a sellar roturas de vasos sanguineos dafiados (tap6n plaquetario). Si la persona no tiene
suficiente FVW o si éste no funciona bien, las plaquetas no pueden adherirsea adecuadamente al area
lesionada, entonces no podra formarse un tapdn plaquetario y la hemorragia persistira durante mas
tiempo (CDC, 2020).

Memorias del Concurso Lasallista de Investigacion, Desarrollo e innovacién

Vol.10, Nam. 1, pp. Sal 77-83, 2023, DOI: 10.26457/mclidi.v10i1.3836 Universidad La Salle México

AYNA MARBELLA MIRANDA-MARROQUIN, ELENA ISABELA FLORES-PEREZ, MARIA FERNANDA MACIAS-FLORES de la carrera
en QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO de la FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS de la UNIVERSIDAD LA SALLE MEXICO.
MARCO ANTONIO LOZA MEJIA es el asesor de este trabajo


mailto:ei.flores@lasallistas.org.mx

Sal-78 Memorias del Concurso Lasallista de Investigacion, Desarrollo e innovacién
CLIDi 2023

Asimismo, el FVW ayuda a |a supervivencia del factor VIII, otra proteina involucrada en el proceso
de la coagulacion. Por lo tanto, la ausencia relativa del FVIIl puede conducir a problemas de la coagu-
lacion (CDC, 2020 y FHRM, s.f.).

Es el trastorno hereditario de coagulacion mas comin en seres humanos, afectando aproximada-
mente al 1% de la poblacion. Se estima una frecuencia de 30 casos por millén de habitantes y en el
mundo se cuenta con aproximadamente 620,000 casos sintomaticos. Hay tres tipos principales de
EVW, el tipo 1 que se debe a una disminucién cuantitativa en la proteina del FVYW, el tipo 2 a un FVW
disfuncional y el tipo 3 a FVW ausente o muy reducido. De los pacientes, el tipo 1 representa el 70-
80%, del 5-15% son tipo 2 y menos del 5% son tipo 3 (Tovar et cols, 2020).

Esta enfermedad afecta con la misma frecuencia a hombres y mujeres; sin embargo, las mujeres
tienen mas probabilidad de sentir los sintomas de esta afeccion debido al mayor sangrado que causa
durante los periodos menstruales, durante el embarazo y después del parto. Entre el 2012 y el 2016,
mas de 14 600 hombres, mujeres y nifios fueron atendidos en centros de tratamiento para la hemofilia
para brindarles tratamiento para la enfermedad de Von Willebrand. Alrededor de 2/3 eran mujeres y
nifias (FHRM, s.f.).

Algunos cuidados generales que deben tener los pacientes con esta enfermedad de acuerdo con
los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades, 2020, son:

« Siempretener en casa compresas frias y el medicamento prescrito por el Hematélogo para tratar
los episodios de sangrando (en su caso).

« Evitar medicamentos antiinflamatorios no esteroideos (AINE), como aspirina, ibuprofeno, diclo-
fenaco, naproxeno, metamizol.

+ Las mujeres que padecen EVW tienen que afrontar diversos retos, debido a que el nivel del FvW
varia con los cambios hormonales por lo que las manifestaciones de la enfermedad pueden cambiar
con el tiempo.

« Para el uso de hormonales y anticonceptivos debe evaluarse cada caso individualmente depen-
diendo de la edad de la paciente, el tipo de enfermedad que tenga y sus deseos reproductivos.

« Durante la menstruacién, las mujeres con EVW generalmente sangran mas o durante un tiempo
mas prolongado a lo normal, ademéas padecen muchos célicos menstruales o menstruaciones irregu-
lares. Este flujo menstrual excesivo puede provocar anemia por lo que a las mujeres con EvW se les
deben realizar examenes de laboratorio para detectar anemia.

Las anomalias estructurales cualitativas o cuantitativas del FvW disminuyen la adhesion plaqueta-
ria, que provoca una hemorragia sistémica leve. Es mas, la deficiencia cuantitativa de FvW crea una
deficiencia del factor VIl secundaria a la disminucién de la funcién de transporte. En la mayoria de
los casos, el nivel de factor VIII permanece en niveles suficientes para mantener una coagulacién efi-
caz, sin embargo, en la deficiencia grave del FvW los niveles del factor VIII disminuyen a valores que
se asemejan a los de la hemofilia A grave y, en este caso, el sangrado anatémico acompafia al sistémico
(Tovar et cols, 2020).

Actualmente, aunque la Enfermedad de Von Willebrand no tiene cura, el tratamiento puede ayudar
a prevenir o detener los episodios de sangrado, dentro de los cuales de acuerdo al National Center on
Birth Defects and Developmental Disabilities, 2020, se encuentran :
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e Inyeccién de acetato de desmopresina: se inyecta en una vena para tratar personas con la
enfermedad de Von Willebrand de tipo 1; provocando que el cuerpo libere mas cantidad del
FVW en la sangre.

e Atomizador nasal de acetato de desmopresina: para personas con la enfermedad de tipo |,
funcionando de una manera muy similar que el medicamento anterior.

e Tratamiento restitutivo del factor: consiste en el factor de Von Willebrand recombinante
(como Vonvendi®) y los medicamentos con una buena concentracién del factor de Von Wille-
brand y del factor VI (por ejemplo, Humate P®, Wilate®, Alphanate®, or Koate DVI®) usados
para tratar a las personas con las formas mas graves de la enfermedad de Von Willebrand.

2 Objetivo

Disefiar una molécula que funcione como un puente molecular entre la glicoproteina y el colageno
mediante acoplamiento molecular usando el programa Molegro Virtual Docker, para el tratamiento
de la enfermedad de Von Willebrand.

3  Propuesta tedrico-metodologica

Por medio de una investigacion bibliografica se buscaron las regiones clave que reconocian el FvW
por parte de la glicoproteina Gplb y las fibras de colageno. En este caso, se encontr6 que por parte de
la Gplb los residuos de aminoacidos que interaccionan con el FvW son los segmentos 561-566, mien-
tras que para el colageno los que potencialmente lo reconocen son del 983-987.

Mencionado lo anterior, con base en la naturaleza de los aminoacidos se disefid una molécula que
empalmara con la Gplb y una que interaccionara con el colageno; las dos moléculas se unieron me-
diante un linker para realizar un acoplamiento molecular con el programa Molegro Virtual Docker
entre dicha moléculay la glicoproteina Gplb (c6digo PDB:1SQO). Con los resultados obtenidos se eva-
luaron las moléculas con mayor afinidad para realizar el perfil farmacologico y toxicoléogico en el pro-
grama ADMETLab 2.0.

Asimismo, la molécula que obtuvo los mejores resultados en afinidad, perfil farmacolégico y toxi-
colégico se evalué mediante dinamica molecular con la Gplb y las fibras de coldgeno para determinar
la estabilidad del complejo ternario [Gplb-ligando-colageno]. A continuacidn, se coloco el complejo
Gplb-ligando en formato mol2 en el software YASARA Dynamics version 22 y se incorpord la estruc-
tura correspondiente a una fibra de coladgeno (cddigo PDB: 4DMT) de manera manual permitiendo la
interaccion de los residuos de arginina del colageno con el ligando. Posteriormente se llevd a cabo la
simulacién por dindmica molecular formando alrededor del complejo ternario una caja con dimen-
siones de 10 x10 x10 A la cual se llené con moléculas de agua y permitiendo el ajuste de pH a 7.4.

4  Discusion de resultados

Los ligandos disefiados se estructuraron con base a los restos de aminoacidos ubicados en los sitios
de union de la Gplb y el coldgeno a los que se une el FvW, esto con el objetivo de establecer interac-
ciones entre dichas cavidades y las moléculas de interés. El ligando seleccionado para este proyecto
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obtuvo de las mejores afinidades hacia la Gplb (Figura 1)y los mejores resultados de las evaluaciones
farmacocinética y toxicolbgica, ya que de acuerdo a los resultados de la Tabla 1 se obtuvo una ade-
cuada absorcion (Fao), asimismo valores como Vp (volumen de distribucion) de color verde indican
que la molécula permanecera en plasma, lo cual es de suma importancia para el tratamiento de la
enfermedad de von Willebrand ya que la molécula no debe pasar barrera hematoencefalica debido a
que se requiere que la molécula emite la funcién del FvW en la circulacién sanguinea. Igualmente, los
resultados del perfil toxicoldgico indican que la molécula es segura ya que no es hepatotdxica, cardio
toxico ni mutagénica.

Dado lo anterior, fue necesario observar su capacidad como puente molecular al medir la estabili-
dad del complejo [Gplb-ligando-colageno] mediante dinamica molecular para simular las interaccio-
nes del ligando con ambas proteinas, arrojando los resultados mostrados en la Figura3y 4.

En la Figura 3 se muestra la medida del movimiento de cada atomo en cada fotograma (RMSD), si
el RMSD es mayor a 2 A se considera que los atomos estan en demasiado movimiento y esto ocasiona
que el complejo no sea estable, sin embargo, en la Figura 3 se observd que en los primeros 8ns la
variacion de RMSD es mayor a 2 A, lo que sugiere que el complejo alin no alcanza el equilibrio y por
ende alin no es estable. Posterior a los 8 ns y hasta el final de la dindmica, el valor de RMSD va de 2.5
a 3.5 A aproximadamente, indicando que el complejo ha alcanzado el equilibrio y es estable ya que la
diferencia entre ambas no sobrepasa los 2A. En la Figura 4 se muestra la distancia de la interaccion
tipo electrostatica del residuo de Arg 9 hasta el ligando disefiado; este tipo de interacciones pueden
mantenerse incluso hasta 10 A de distancia y en la Figura 4 se aprecia que la distancia ligando-cola-
geno no la sobrepasa, por lo que puede inferirse que esta interacciéon se mantuvo a lo largo de la
simulacién, esto indica que el ligando es capaz de mantener cerca al colageno, haciendo al complejo
ternario [Gplb-ligando-colageno] estable. Por esta razon los resultados obtenidos estan disefiados
para abarcar el tercer objetivo de desarrollo sostenible (ODS) sobre la salud y bienestar ya que la
evidencia computacional anterior sugiere que es posible disefiar puentes moleculares sintéticos que
imiten el FvW como se puede observar en la Figura 2.

5  Conclusiones y perspectivas futuras

En conclusion, mediante la realizacion de dindmicas moleculares, se logro realizar el disefio de una
molécula segura y eficiente, que funcione como un puente molecular entre el colageno y la glicopro-
teina para promover la coagulacion sin la posible formacién de trombos, ya que con base a la literatura
consultaday a los resultados obtenidos de las Unicas pruebas realizadas (in silico) es posible tener un
acercamiento al mecanismo de accion deseado, es decir, no promover la sintesis innecesaria de mas
glicoproteinas o plaquetas en la sangre, sino sustituir al FvW con una molécula que ayude a la glico-
proteinay a las plaquetas disponibles en la sangre a que interaccionen de manera indirecta para es-
timular el proceso de coagulacion. Siendo, asi la molécula propuesta, la primera implementacion de
un puente molecular como una alternativa para el tratamiento contra la Enfermedad de Von Wille-
brand; un padecimiento poco abordado debido a la baja prevalencia reportada a nivel nacional y cuyas
estrategias de tratamiento no han sido definidas de manera clara.

Dicho lo anterior se tiene como perspectiva la realizacién de mas analisis in silico, como lo son las
dindmicas cuanticas que contribuirian con un mayor panorama del comportamiento de la molécula
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estando en el medio fisiol6gico (dentro del cuerpo), con el fin de poder optimizar la molécula y au-
mentar sus valores de eficacia; del mismo modo se tiene pensado el planteamiento de su ruta de
sintesis para posteriormente realizar estudios tanto in vitro como in vivo, destacando que para este
altimo solo se implementarian ensayos en voluntarios que padezcan esta enfermedad, ya que en caso
contrario, podria ocasionar alteraciones en el proceso de coagulacién de los sujetos sanos.

De esta forma se busca colaborar con la resolucion del Objetivo de Desarrollo Sostenible niimero
tres correspondiente a la Salud y Bienestar ofreciendo una alternativa rapida y temporal a la enfer-
medad de Von Willebrand tomando la iniciativa con la meta 3.b referente al apoyo de las actividades
de investigacion y desarrollo de vacunas y medicamentos para las enfermedades transmisibles y no
transmisibles que afectan primordialmente a los paises en desarrollo y facilitar el acceso a medica-
mentos y vacunas esenciales asequibles de conformidad con la Declaracion de Doha relativa al
Acuerdo sobre los ADPIC y la Salud Piblica, en la que se afirma el derecho de los paises en desarrollo
a utilizar al maximo las disposiciones del Acuerdo sobre los Aspectos de los Derechos de Propiedad
Intelectual Relacionados con el Comercio en lo relativo a la flexibilidad para proteger la salud publica
y, en particular, proporcionar acceso a los medicamentos para todos.
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Figura 2. Complejo ternario [Gplb-ligando-colageno].
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Tabla 1. Perfil farmacocinético y toxicoldgico de la molécula con mayor afinidad hacia la Gplb

Figura 3. RMSD durante la simulacién
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Figura 4. Distancia de los residuos de Arginina

del colageno al ligando.




