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Disefio basado en herramientas quimioinformaticas
de agonistas del receptor X hepatico como
potenciales farmacos para el tratamiento de la
ateroesclerosis
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Resumen— De acuerdo con el Instituto Nacional de
Estadistica y Geografia (INEGI), en el afio 2012 se registraron
602, 354 defunciones a causa de cardiopatias isquémicas, siendo
una de las enfermedades mas recurrentes entre los mexicanos la
ateroesclerosis. Este trastorno se caracteriza por la formacion de
ateromas o placa que estrechan los vasos sanguineos
disminuyendo el flujo de sangre. Entre los tratamientos que
mejores resultados en la intervencion contra la ateroesclerosis
han presentado se encuentra la manipulacion del metabolismo de
lipoproteinas, especificamente en el transporte reverso del
colesterol. Este proceso es la principal via de eliminaciéon de
dicho compuesto del organismo y es regulado por el Receptor X
Hepatico, diana bioldgica de la presente investigacion.
Conociendo previamente al receptor diana, se eligié la molécula
base que presentard una previa interaccion con la proteina.
Realizando varias técnicas de modificacion estructural, con el fin
de optimizar la molécula hasta llegar a un prototipo de farmaco,
se desarrollaron 13 moléculas, las cuales fueron sometidas a
diversos estudios quimioinforméaticos con el objetivo de mejorar
su actividad farmacoldgica principal, selectividad, afinidad e
interacciones ligando-receptor. Estos estudios influyeron en la
eleccién de la molécula lider, ya que proporcionaron parametros
farmacocinéticos y farmacodindmicos, tales como: solubilidad,
toxicidad, logP, toxicidad y problemas de formulacién
farmacéutica. La eleccion de dos moléculas lider se basé en el
score del programa Molegro Virtual Docker, el cual indico la
potencia a los sitios de unién. Ambas propuestas pueden ser
elecciones satisfactorias para ser trabajadas en estudio in vitro.

I. INTRODUCCION

La aterosclerosis es un trastorno comun que afecta a las
arterias de tamafio mediano provocada por la acumulacion de
la alipoproteina B que contiene colesterol LDL, grasas y otras
sustancias que forman ateromas o placas en las paredes de los
vasos sanguineos [1].
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Entre las causas mas comunes se encuentran: la ausencia de
gjercicio fisico y una dieta alta en grasas, problemas de
obesidad, diabetes y estrés, y en algunos casos por herencia.

Los sintomas caracteristicos de esta enfermedad: signos de
suministro  inadecuado de sangre en las piernas,
entumecimiento y sensacion de frio en los pies, calambres y
dolores. Si se presenta en las arterias coronarias, puede haber
dolores agudos caracteristicos de la angina de pecho, mientras
que si se presenta en arterias que conducen al cerebro, los
vasos pueden estallar causando hemorragias [2].

De acuerdo con las estadisticas, el conjunto de las
enfermedades del corazén son la primera causa de mortalidad
general en México [3]; sin embargo, cuando se desagrupan
como causa Unica, la méas prevalente es la cardiopatia
isquémica, la cual se convierte en la segunda causa de
mortalidad general, debajo de la diabetes mellitus.

Existe una correlacion directa entre los bajos niveles de
colesterol HDL con un riesgo elevado de desarrollar
aterosclerosis. El Programa Nacional de Educacién sobre el
Colesterol (NCEP) considera factor de riesgo de desarrollar
ateroesclerosis si se presentan niveles de HDL menores a
40 mg/dL.

Segun datos de la Federacion Mundial del Corazon, las
enfermedades cardiovasculares causan 17,5 millones de
muertes al afio.

La disminucién de colesterol HDL afecta el transporte
reverso del colesterol, ruta metabolica responsable del
desplazamiento excedente de este compuesto, desde células
periféricas al higado para reciclarlo o eliminarlo. Estudios han
demostrado buenos resultados contra la ateroesclerosis
cuando se interviene en el metabolismo de las lipoproteinas
[4].

En la actualidad se han desarrollado diversos tratamientos
para la arterioesclerosis empleando diferentes moléculas
diana, sin embargo es posible clasificarlos en dos categorias
de accion: la manipulacion del metabolismo de las
lipoproteinas plasmaticas y del metabolismo celular del
colesterol, asi como la manipulacion de los procesos
inflamatorios.

Los receptores X del higado (LXRs), LXR a (NR1H3) y
LXR B (NR1H2), pertenecen a la superfamilia de receptores
nucleares de factores de transcripcion ligando-activado [4].
Los LXRs acttan como sensores de colesterol: cuando los
oxisteroles celulares se acumulan como resultado del
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incremento de concentraciones de colesterol, dichos
receptores inducen la transcripcién de genes que protegen a
las células de sobrecargas de colesterol.

La funcion de los LXRs como sensores de colesterol con
roles importantes en la regulacién homeostatica de colesterol,
y por lo tanto existe un amplio interés en el desarrollo de
ligandos sintéticos de dicho tipo como agentes terapéuticos.
En este trabajo, se ha decidido explicar un mecanismo que
interviene en el metabolismo de las lipoproteinas, puesto que
en diversos estudios ha sido uno de los que mejores resultados
en la intervencién contra la ateroesclerosis ha presentado.

Debido a sus maltiples funciones, las cuales se resumen en
el aumento del transporte reverso de colesterol, el receptor
hepético X fue el elegido como molécula diana.

II. CONCEPTOSBASICOS

Ateroesclerosis: Trastorno comdn que afecta a las arterias de
tamafio mediano provocada por la acumulacion de la
alipoproteina B la cual contiene colesterol LDL, grasas y otras
sustancias que forman ateromas o placas en las paredes de los
vasos sanguineos, promoviendo su estrechamiento vy
disminucion de la elasticidad causando interferencia en el
flujo sanguineo.

Receptor X Hepético: Receptor nuclear que transcribe las
proteinas ABCA1l y ABCG1 las cuales intervienen en la
mayor ruta de eliminacién de colesterol del organismo,
transporte reverso del colesterol, activando su conversién a
bilis en el higado [5].

Modificaciones estructurales de farmacos: Proceso de
optimizacion en la estructura molecular de un prototipo de
farmaco con el fin de mejorar su actividad farmacoldgica
principal, selectividad, asi como pardmetros farmacocinéticos
y farmacodinamicos, disminuyendo su toxicidad y problemas
de formulacion farmacéutica [6].

Disefio de fArmacos basado en el receptor: Se define como
la busqueda de moléculas que encajen en el sitio de unién de
un blanco molecular de manera que puedan formar
interacciones favorables. Se inicia con un farmaco conocido
pero que no tiene el efecto requerido o del que se busca
aumentar alguno de sus efectos, la estructura tridimensional
del complejo molécula-blanco proporciona informacién para
realizar la optimizacion [7].

Acoplamiento molecular (Docking): Este método consiste
en calcular con la computadora cual es la posicion mas
favorable que tendria una molécula con el blanco molecular.
Permite predecir la orientacion del enlace de una serie de
moléculas candidatos a farmacos, con la proteina que sera
donde ejerceran su accidn, con lo que se podra predecir la
afinidad y la actividad de la molécula pequefia. A partir del
resultado, se puede trabajar con moléculas hipotéticas que no
se tienen en el laboratorio, 0 que aln no han sido preparadas a
esto se le conoce como “bibliotecas virtuales™: colecciones de
miles o millones de moléculas hipotéticas. Sin embargo,
después de hacer los célculos, estas moléculas virtuales
pueden ser preparadas y evaluadas biolégicamente [8].

Quimioinformatica: Se define como el uso de recursos
informaticos para transformarlos en informacion Util que
pueda ser Util para el desarrollo de nuevos farmacos [9]. En la
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practica la quimioinformatica permite el uso de bases de datos
para calcular y predecir algunos valores fisicoquimicos (como
liposolubilidad, pKa) 0 bioldgicos (teratogenicidad,
irritabilidad) para filtrar las bibliotecas virtuales de
compuestos que podrian tener caracteristicas indeseables.

I1l. METODOLOGIA

Construccion de la base de datos. A partir de una molécula
inicial n-(2, 2,2-trifluoretil)-n-{4-[2, 2,2-trifluor-1-hidroxi-1-
(trifluormetil)etil]fenil}benzosulfulamina la cual se encontré
a través de la base de datos Protein Data Bank, se plantearon
algunas modificaciones estructurales (isosterismo, homologia,
modificaciones anulares) hasta construir una base de datos de
13moléculas. Estas moléculas se construyeron en el programa
ChemSketch (ACDLabs, Toronto, Canada) y su estructura
bidimensional se convirtié en una estructura tridimensional
usando la herramienta 3D Optimization incluida en el mismo
programay se guard6 en formato .mol.

Diana bioldgica. La estructura tridimensional del receptor
farmacologico, la proteina LXRalfa-RXRbeta LBD
heterodimero, se descargé en formato .pdb de la pagina del
Protein Data Bank (www.pdb.org) con el cédigo 1UHL. La
eleccion del archivo con el cual se trabajaria se basé en la
resolucién de la estructura cristalina, buscando que fuera la
maxima disponible y la presencia de un ligando que sugiriera
el sitio de unién mas probable. La preparacion de la proteina
se realizdé en el programa Molegro Virtual Docker version
6.0.1 (Molegro, Aarhaus, Dinamarca) incorporando los
atomos de hidrogeno faltantes y eliminando las moléculas de
agua estructural.

Filtros quimioinformaticos. Las moléculas que formaron
parte de la base de datos se construyeron en los siguientes
programas quimioinformaticos para obtener la informacion
que a continuacion se describe:

Osiris Property Explorer (http://www.organic-
chemistry.org/prog/peo/). En este programa se obtiene
informacion sobre la teratogenicidad, mutagenicidad,

lipofilicidad y solubilidad acuosa, las cuales son calculadas
por comparacion con bases de datos generadas a partir de
compuestos ya existentes. Ademas, calcula un parametro
denominado drug-score que puede ser empleado para valorar
si la molécula propuesta tiene atributos y perfiles
fisicoquimicos y toxicol6gicos similares a los de farmacos
que se encuentran en el mercado.

Molinspiration Cheminformatics
(http://www.molinspiration.com). Este programa calcula si la
molécula propuesta cumple con las reglas de Lipinski, las
cuales se relacionan con un adecuado perfil farmacocinético,
principalmente en cuanto a la absorcion via oral. Ademas
incluye una herramienta que permite predecir el tipo de
receptor al cual se potencialmente se unird la molécula
(receptor nuclear, canal idnico, enzimatico, receptor acoplado
a proteina G, receptor asociado a tirosin cinasa).

Marvin  Calculator Plugin and Chemical Terms.
(http://www.chemaxon.com/marvin/sketch/index.php)  Este
programa permite calcular algunos parametros fisicoquimicos,
incluyendo el valor de pKa el cual permite predecir el
potencial sitio de absorcion de las moléculas planteadas.
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Estudios de acoplamiento molecular (docking). Los
estudios de acoplamiento molecular se realizaron empleando
el programa Molegro Virtual Docker version 6.0.1. Este
programa determina el potencial sitio de unién y los
candidatos mas prometedores son identificados por un
algoritmo de acoplamiento molecular Ilamado MolDock
Optimizer, el cual estd basado en un nuevo sistema de
bisqueda que combina la evolucion diferencial con un
algoritmo de prediccion de cavidades. El esquema de
evaluacién de cada complejo molécula-proteina es a través de
un pardmetro denominado dock score, el cual se refiere a las
energias aproximadas de unién ligando-receptor (incluyendo
las cargas electrostaticas y los puentes de hidrogeno
formados) y las interacciones intraligando. Se utilizd el
protocolo estadndar incluido en esta version de Molegro y que
a continuacién se describe: el receptor farmacolégico se
prepara mediante la eliminacién de las moléculas de agua y
otras moléculas provenientes de la cristalizacion y
procesamiento de la proteina. A continuacion se realiz6 la
busqueda de las cavidades presentes en la proteina, las cuales
sugieren los potenciales sitios de unién ligando-receptor. La
cavidad que coincidiera con el sitio activo o con un sitio de
unién alostérica se selecciond para continuar la rutina de
acoplamiento molecular. Se utilizd la herramienta Docking
Wizard para especificar el protocolo de busqueda, cuyas
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especificaciones incluyeron un mayor nimero de corridas
(25) a las sugeridas en el protocolo estandar (10) para
aumentar la probabilidad de encontrar la conformacién méas
favorable del complejo ligando-receptor, lo cual se realizo
para todas las moléculas de la base de datos. Al final de la
rutina de acoplamiento molecular, se obtuvieron los
resultados de Dock Score para cada molécula de la base de
datos. Aquellas moléculas con un menor Dock Score, son
aquellas que potencialmente presentarian mejor afinidad con
el receptor.

IV. RESULTADOS OBTENIDOS

Se construyé una base de datos, a partir de la molécula
inicial-(2,2,2-trifluoretil)-n-{4-[2,2,2-trifluor-1-hidroxi-1-
(trifluormetil)etil]fenil}benzosulfulamina, a la que se le
plantearon algunas modificaciones estructurales, teniendo una
base de datos de 13 moléculas, hasta llegar a la eleccion de la
molécula lider.

Homologia: consiste en la reduccion o alargamiento de
cadenas lineales o anillos cabo o heterociclicos, la cual
permiti6 el acercamiento a posibles sitios de union,
mejorando el paso por membranas biolégicas.

Modificacion anular: se basa en la apertura o cierre de
anillos, reorganizandolos al cambiar su posicién o provocar

CUADRO |
MOLECULAS QUE INFLUYERON EN LA SELECCION DE LA MOLECULA LIDER

Molécula / " ho / 2 it LH f w G
" N/ t:\/// \HO>§ { ‘\’ /[\ NHI\‘ M
/ ”‘/\QN" 7 \Qm R Q ¢ "\/Q WSy H%
ﬂo—’g HHO7Z Q» N HO' 04\\0 < HO
3 NH HN = OHO¢ \\0 F H
Toxicidad Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno
Solubilidad -5.95 -1.6 -2.02 -3.29 -2.29 -2.35 -0.96
logP 4.0 2.0 24 2.0 0.01 0.71 3.74
DrugScore 0.22 0.91 0.89 0.86 0.85 0.86 0.94
Receptor Receptor nuclear Ligando GPCR Ligando GPCR Ligando GPCR Inhibidor de Inhibidor de Inhibidor
proteasa proteasa enzimatico
pH en su 2.4 7.2 8.8 8.4 10.6 9.6 8.0
forma
neutra
No. 2 3 4 5 7 2 5
Iteraciones
MolDock - -164.71 -164.12 -137.89 -129.16 -118.75 -118.67
Score
Molécula N 2 //o OH OH " e \> N 5
Ay | o o=t - HN—}—\ H‘N_’_\ n h\/_\ L I
H%W NH, »—O NH, /N—@ Nz /»—<:> NN OH }~ C;\\ o7 \r\D
H o= o= | Ho 0
Ho J & \ N 0) 0
Toxicidad Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno
Solubilidad -1.92 -1.06 -2.03 -2.03 -1.8 -1.53 -0.65
logP 2.65 3.19 1.92 -1.92 0.29 -0.97 2.34
DrugScore 0.93 0.93 0.91 0.91 0.81 0.89 0.94
Receptor Inhibidor de Canal iénico Canal iénico Canal iénico Inhibidor Inhibidor de Inhibidor de
proteasa enzimético proteasa proteasa
pHensu 8.0 8.0 8.0 8.0 3.2 8.6 4.8
forma
neutra
No. 5 7 2 4 2 3 2
Iteraciones
MolDock -114.03 -100.3 -98.50 -97.94 -88 -77.24 -60.78

Score




CEN-8

una fusién de anillos. Esta variacion estructural mejord la
selectividad y afinidad dando una estabilidad quimica y
metabdlica.

Etinilogia: se basa en la formacion de triples ligaduras.
Esta variacion permiti6 mejorar el logaritmo de particion
logP. Se siguieron algunas reglas de la quimica heterociclica,
ayudando a mejorar el logP y la absorcién.

En el Cuadro | se pueden observar los valores de las 13
moléculas que influyeron en la seleccidn de la molécula lider.

De acuerdo con la construccion de base de datos se
eligieron dos moléculas lideres, véase Cuadro 11y I1I.

CUADRO Il
MOLECULA LIDER 1
HO. // 9
o/
/
N NH
/ N%{
H
H
NH
Solubilidad -1.6 La molécula en su forma neutra
logP 2.09 se encuentra presente en un
DrugScore 0.91 100% al pH fisioldgico de 7.4,
No 3 por lo tanto la formulacién se
Iteraciénes podra realizar en cualquier via de
administracion.
MolDock -164.71
Score
CuADRO Il
MOLECULA LIDER 2
HO, O§//
/
N NH
/ Nm-\z
H
H
NH
Solubilidad -2.02 La molécula en su forma neutra
logP 2.43 se encuentra presente en un
DrugScore 0.89 66.08 % a un pH fisioldgico de
No 4 7.4 por lo que se recomienda
Iteraciénes que la via de administracion sea
V.
MolDock -164.122
Score

V. CONCLUSIONES

El objetivo principal del trabajo fue el disefio de
estructuras, a partir de una molécula base, con posible efecto
farmacoldgico que actuara como agonistas del receptor X
Hepatico, utilizando andlisis quimioinformaticos. Las
moléculas se basaron en un ligando conocido del receptor y se
sometieron a variaciones estructurales para buscar una mejora
de las caracteristicas farmacocinéticas y farmacodinamicas.

Se eligieron dos moléculas como prototipos de farmacos
debido al alto puntaje en el docking y a su perfil
farmacocinético.
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En el prototipo dos se obtuvo una biodisponibilidad del
100%, por lo que una via de administracion satisfactoria
podria ser oral.

Con el andlisis de la informacion recaudada, empleando
estudios quimioinformaticos y docking, ambos prototipos
podrian someterse a estudios in vitro, los cuales de llegar a
presentar resultados satisfactorios, podrian sugerirse para
estudios in vivo.
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