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Resumen

Los quimiosensores son estructuras quimicas con capacidad de reconocer
sustancias quimicas especificas y reportar su presencia a través de un cambio
detectable o una sefal. Los quimiosensores se pueden usar en la deteccion de
marcadores o estructuras quimicas relacionadas con diversas enfermedades.
El antigeno carcinoembrionario (CEA) es una glicoproteina que se usa como
marcador tumoral para el diagndstico y seguimiento de cancer de mama, colén,
entre otros. En este proyecto se utilizaron técnicas de acoplamiento molecular
(Docking) para estudiar la interaccion entre el CEA y sus ligandos endégenos,
usando la informacién disponible en la base de datos de estructuras
tridimensionales de proteinas y acidos nucleicos (Protein Data Bank).
Posteriormente, utilizando la informacion obtenida se propusieron dos
estructuras base de farmacéforos para quimiosensores épticos, usando como
estructuras moleculares base al xanteno y antraceno debido a sus propiedades
Opticas ampliamente reportadas en la literatura. A partir de los farmacéforos se
generaron 64 posibles quimiosensores utilizando el programa Smilib.
Adicionalmente, usando el programa Autodock4 se realizd el acoplamiento
molecular para determinar la energia de afinidad de cada posible quimiosensor
con la proteina. De esta manera se clasificaron los quimiosensores obtenidos
de acuerdo con desempefio, de mayor a menor. Los cuatro posibles
quimiosensores con mayor energia de afinidad fueron seleccionados para

proponer un disefio.



1.

Introduccion.

El término cancer engloba a un conjunto de enfermedades que tienen en comun
un crecimiento incontrolable de células anormales, en cualquier érgano o tejido
del cuerpo y que pueden invadir partes adyacentes del cuerpo o migrar a otros
organos. A este proceso se le conoce como metastasis. De acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS; WHO, por sus siglas en inglés), el
cancer es la segunda causa de muerte a nivel mundial [1]. Es por esto que el
cancer se considera un gran problema de salud publica, ya que ocasiona cerca
de 10 millones de defunciones por afo, segun datos de la Agencia Internacional
de Investigaciones sobre el Cancer (IARC, por sus siglas en inglés), institucion
perteneciente a la OMS [2]. Entre los diferentes tipos de cancer, los mas
comunes son; el cancer de mama, pulmén y colorrectal, siendo los ultimos dos,
los causantes del mayor numero de muertes (datos de la OMS).

En 2017, en medio del dia mundial contra el cancer (4 de febrero), la OMS, en
voz de Etienne Krug, director del departamento de enfermedades no
transmisibles, discapacidad, violencia y prevencion de lesiones; asegurd que
“el diagndstico del cancer en una fase tardia y la imposibilidad de recibir
tratamiento condenan a muchas personas a sufrimientos innecesarios y a una
muerte precoz” [3]. Por lo que la adopcion de medidas orientadas al diagnéstico
temprano, son de gran importancia para garantizar un tratamiento seguro y
eficaz. Lo que aumenta la probabilidad de éxito del tratamiento y disminuye los
costos asociados al mismo.

La presencia de cancer, asi como ciertas afecciones benignas (pre malignas)
relacionadas con el cancer, generan alteraciones bioquimicas, por lo que
determinadas sustancias quimicas producidas por las células tumorales
(cancerosas) o por células o tejidos circundantes, sirven como marcadores
tumorales, también Illamados biomarcadores. La mayoria de estos
biomarcadores son producidos tanto por las células normales como por las
células cancerosas. Sin embargo, se producen en concentraciones mayores
como respuesta a enfermedades cancerosas, por lo que se pueden usar para
identificar la presencia de células cancerosas, incluso en etapas tempranas [4].

Los biomarcadores ofrecen, ademas informacién sobre el cancer, como el



grado de malignidad, si es posible usar terapia dirigida o si el cancer responde
al tratamiento. Se pueden clasificar en biomarcadores circulantes vy
biomarcadores en tejidos tumorales, con usos diferentes en el tratamiento del
cancer [5]. Los biomarcadores en tejido se encuentran en las células
cancerigenas y se obtienen por medio de una biopsia; se usan para
diagnosticar, clasificar el cancer, calcular el prondstico, y elegir el tratamiento
adecuado. Mientras que los biomarcadores circulantes, se encuentran en la
sangre, orina, materia fecal u otros liquidos del cuerpo (como la saliva) y se
usan para calcular el prondstico, evaluar la respuesta de un paciente al
tratamiento, determinar si hay resistencia al tratamiento y para el diagndstico o
deteccidn del cancer [6].

Dentro de los biomarcadores circulantes se encuentra el antigeno
carcinoembrionario (CEA, por sus siglas en inglés), el cual es un antigeno que
se encuentra presente en la etapa fetal, pero disminuye su concentracién
después del nacimiento, llegando incluso a desaparecer en adultos. Si
embargo, con ciertas neoplasias (tipos de cancer), particularmente tumores
epiteliales, se produce nuevamente este antigeno en concentraciones altas.
Debido a que el CEA, incrementa su concentracién con diversos tipos de
cancer, se considera un biomarcador no especifico, usado para el diagnéstico
de mas de un tipo de cancer.

En este sentido, el desarrollo de nuevos materiales que reporten la presencia
del CEA en sangre, orina u otros liquidos corporales, puede abrir nuevas
opciones para el desarrollo de herramientas de diagndstico y seguimiento de
diferentes tipos de enfermedades cancerigenas; lo cual seria de gran impacto
en la deteccidon temprana y en el seguimiento terapéutico de la enfermedad.

El trabajo que aqui se presenta, esta enfocado al disefio de nuevos materiales
con propiedades adecuadas para actuar como sensores moleculares en la
deteccion del CEA. Para lo cual se implementé una metodologia de desarrollo
acelerado de sensores moleculares, basada en herramientas de interaccion
moleculares o herramientas docking, usadas con gran éxito en el disefio y

desarrollo de nuevos farmacos.



2. Marco Teoérico

2.1 Antecedentes.

2.1.1 Antigeno carcinoembrionario (CEA)

El antigeno carcinoembrionario (CEA) es una proteina que ayuda a las células
a adherirse entre ellas y es producida por los embriones durante el desarrollo;
una vez que el feto se ha formado, la produccién del CEA disminuye
progresivamente, hasta alcanzar niveles minimos. En adultos, los niveles
normales de CEA en sangre se encuentran dentro del rango de 0 a 2.5 ng/mL.
Sin embargo, frente a algunas condiciones de estrés bioquimico, el cuerpo
humano incrementa la produccién del CEA, por lo que el rango de
concentracion de CEA se ve aumentado. Por ejemplo, en fumadores adultos el
contenido de CEA en sangre se encuentra dentro del rango de 0 a 5 ng/mL [7].
Los niveles de CEA por arriba de 5 ng/mL suelen estar asociados a diversas
alteraciones o desviaciones del estado normal fisiolégico de un humano sano.
Alteraciones como: problemas del higado y/o vesicula biliar (cirrosis 6
colecistitis), tabaquismo, enfermedades intestinales inflamatorias (colitis),
infeccion pulmonar, inflamaciéon del pancreas y Ulcera gastrica. Asi como a
diversos tipos de cancer como; cancer de mama; canceres del aparato
reproductor y vias urinarias, cancer de colon, cancer de pulmon, cancer
pancreatico y cancer de tiroides [8].

Hall et al. [9] realizaron una revisidn sistematica de 2,712 articulos que
abordaban el papel del CEA en el diagnodstico de algun tipo de cancer o en el
seguimiento del tratamiento. El analisis de estos articulos indic6 que niveles
superiores a 10 ng/mL de CEA preoperatorio se asociaron con enfermedad
avanzada o metastasica y, por lo tanto, un prondstico mas precario. Después
de la operacién, se encontré que el hecho de que el CEA no volviera a la
normalidad era indicativo de enfermedad residual o recurrente.

Si bien el CEA no debe usarse como unica herramienta de diagndstico, debido
a que existen algunos habitos o enfermedades benignas que producen CEA o
elevan su concentracién, si puede utilizarse como biomarcador no especifico
en el diagnostico y sobre todo en el seguimiento (vigilancia de la respuesta) del
tratamiento de los tipos de cancer antes mencionados. Esto significa que la

deteccion del CEA y sus niveles en sangre no son una prueba determinante de



un padecimiento o enfermedad especifica, pero su presencia en un nivel
anormal es un signo de alguna alteracién fisiolégica o enfermedad grave como
la presencia de cancer. Debido a ello, la presencia de la proteina CEA se utiliza,
actualmente como prueba clinica para detectar el cancer y determinar si los
tratamientos contra el cancer estan actuando favorablemente.

Adicionalmente, varias organizaciones o sociedades de Oncologia Clinica
como la Sociedad Estadounidense de Oncologia Clinica (ASCO) y el Instituto
Nacional de Excelencia Clinica del Reino Unido (NICE), recomiendan la
vigilancia del CEA para casos especificos de algunas neoplasias, como es el

caso del cancer colorrectal humano (CCR) [10]-[12].

La deteccion, cuantificacion y monitoreo de los niveles de concentracion de
la proteina CEA en sangre ayuda al profesional de la salud en el seguimiento
terapéutico de diversas neoplasias. Y pueden ayudar también como punto de
partida para un diagndstico temprano, el cual se puede complementar con una
historia clinica, asi como con un examen clinico completo, en busca de
sintomas y signos relevantes de enfermedades benignas y malignas que

producen CEA y antecedentes de tabaquismao.

2.1.2 Biosensores

De acuerdo con la IUPAC, un biosensor es un dispositivo integrado por un
receptor y un transductor, que puede convertir una respuesta biolégica en una
sefnal cuantificable [13]. El disefio y desarrollo de biosensores ha ocupado un
lugar central para los investigadores o cientificos en la ultima década, debido a
la amplia gama de aplicaciones de biosensores;  como la atencion médica y
el diagnéstico de enfermedades, el control ambiental, el control de la calidad
del agua y los alimentos y la administracion de medicamentos. Los principales
desafios involucrados en el progreso del biosensor son (i) la captura eficiente
de sefales de biorreconocimiento y la transformacién de estas sefiales en
sefales electroquimicas, eléctricas, opticas, gravimétricas o acusticas (proceso
de transduccion), (i) mejorar el rendimiento del transductor, es decir, aumentar
sensibilidad, tiempo de respuesta mas corto, reproducibilidad y limites de

deteccion bajos incluso para detectar moléculas individuales, y (iii)



miniaturizacion de los dispositivos biosensores utilizando tecnologias de micro
y nano fabricacién.

Los biosensores explorados para la deteccion de CEA, al interior de la
academia y grupos de investigacion, se han basado principalmente en
aptameros debido a su alta afinidad [14]-[16]. Un aptamero es una molécula de
ADN o ARN monocatenario seleccionada in vitro de la biblioteca molecular de
acidos nucleicos mediante la evolucidon de ligandos por enriquecimiento
exponencial (SELEX) para combinar especificamente dianas con alta afinidad
(acidos nucleicos, moléculas pequefas, proteinas, etc.) [16]. El aptamero es
flexible, repetible, facil de reparar y regenerar, sin diferencias entre lotes, lo que
ha sido ampliamente utilizado en el campo de los sensores [17]-[22]. Sin
embargo, los biosensores basados en aptameros, requieren de un sistema de
transduccion que reporte la presencia de CEA cuando el aptamero lo ha
detectado. En este sentido, los sensores moleculares basados en variaciones
de sus propiedades 6pticas pueden ser una buena opcién debido a que exhiben
propiedades de reconocimiento molecular que se reflejan en una sefial dptica
o quimica (electroquimica) facil de monitorear. Generalmente, el cambio de las
propiedades opticas (espectros UV-vis o de fluorescencia) o electroquimicas de
los sensores moleculares es drastico en presencia del analito objetivo; por lo
que se les ha denominado como quimiosensores [18], [19].

Los quimiosensores opticos tienen varias ventajas analiticas para la deteccion
del analito objetivo, como ser faciles de disenar, de bajo costo, alta selectividad
y sensibilidad, deteccidn a simple vista y aplicaciones en tiempo real. Ademas,
estos quimiosensores 6pticos se pueden aplicar para la monitorizacion in vitro
e in vivo del analito diana. Un quimiosensor Optico se puede disenar
considerando tres partes importantes; unidad de reconocimiento, unidad de
sefalizacion y mecanismos de deteccion [23].

Recientemente Mahmoudi, et. al. (2021), lograron la deteccion in situ de CEA
usando peliculas a base de celulosa y nanocelulosa, las cuales dan sefiales
colorimétricas en presencia de CEA. Estas sefales colorimétricas se
procesaron y midieron usando un sistema basado en teléfonos inteligentes por
lo resulta una propuesta interesante que apunta hacia el diagndstico en el punto
de atencion con la capacidad de enviar datos clinicamente relevantes a los

proveedores de atencion médica incluso en entornos de bajos recursos, como



aseguran los autores [24]. Esto es un claro ejemplo de como el disefio y
desarrollo de nuevos quimiosensores puede ayudar a lograr un diagnostico
temprano en varias enfermedades de importancia médica y social.

Otro ejemplo, pero sobre la capacidad de los quimiosensores para detectar
bajas concentraciones se muestra en el reporte de Pornthip Piyanuch, et. al.
(2019), donde se desarrolla un quimiosensor éptico (a base de isotiocianato)
capaz de detectar cianuro en concentraciones del orden de 19 ppb (partes por
billén) [25].

Adicionalmente Tianyu, et. al. (2019) reportaron el desarrollo de un biosensor
plasmoénico para la deteccion de biomarcadores de cancer de pulmén [26], un

quimiosensor con alta sensibilidad y reproducibilidad.

2.2 Justificacion de la investigacion

El desarrollo de nuevos quimiosensores Opticos que detecten la presencia del
CEA en sangre, orina u otros liquidos corporales, puede proporcionar opciones
prometedoras para el diagnéstico y seguimiento de diferentes tipos de
enfermedades cancerigenas. Lo cual tendria un gran impacto en la deteccion
temprana y en el seguimiento terapéutico de la enfermedad. Las lineas de
investigacion relacionadas con el desarrollo de quimiosensores han seguido
una metodologia principalmente experimental —como se explico en la seccion
de antecedentes—, para la propuesta de nuevos materiales. Sin embargo, aun
hay retos para llevar esta tecnologia a una etapa comercial, debido a que
requiere grandes inversiones de tiempo y recursos. La industria farmacéutica
ha encontrado caminos menos demandantes de tiempo —no asi de recursos—
al incorporar herramientas de computo y supercomputo en la etapa del disefio
de farmacos. Al existir similitudes en la metodologia de desarrollo de farmacos
y de quimiosensores (0 biosensores), es posible implementar una metodologia
de desarrollo acelerado de sensores moleculares basada en herramientas de
computo.

En este trabajo, se usaron herramientas de quimica computacional (interaccién
molecular o Docking), para modelar y estudiar el acoplamiento molecular, entre

el CEA y ligandos especificos. Con el objetivo de entender su mecanismo de



acoplamiento y trasladar ese mecanismo al reconocimiento molecular del CEA
por un sensor molecular, siguiendo estrategias probadas en el desarrollo de
nuevos farmacos.

Este proyecto es el primer paso exploratorio, dentro del contexto de la ciencia
e ingenieria de materiales, para desarrollar de manera acelerada y racional

nuevos quimiosensores.

2.3 Fundamentos teoricos.

2.3.1 Quimica Supramolecular en Ciencia e Ingenieria de Materiales

El estudio de los materiales aborda el conocimiento fundamental sobre las
propiedades fisicas macroscépicas de los materiales e incluye las aplicaciones
en diversas areas de la ciencia y la ingenieria, con un enfoque multidisciplinario,
indispensable para lograr que dichos materiales cubran necesidades de la
sociedad. En este quehacer, diversas ramas del conocimiento cientifico, como
la fisica, la quimica, y diferentes ingenierias, se involucran conformando la
ciencia e ingenieria de materiales.

En este contexto, la quimica supramolecular aporta un fuerte soporte al disefio,
caracterizacion y estudio de las “entidades organizadas que resultan de la
asociacion de dos o0 mas especies quimicas unidas por fuerzas
intermoleculares [27].

La quimica supramolecular se ocupa del estudio de interacciones no covalentes
entre moléculas para auto-ensamblarse en complejos moleculares [28]. Estas
interacciones van desde el enlace de hidrégeno, interacciones hidrofébicas, y
electrostaticas hasta el auto-ensamblaje dirigido por plantillas [29]. Por lo que,
tanto las estructuras supramoleculares como los biosensores pueden
abordarse mediante la quimica supramolecular y las interacciones no

covalentes entre moléculas de reconocimiento y moléculas objetivo.

2.3.2 Interacciones No Covalentes

Generalmente, se reconoce a Johannes Diderik van der Waals, como el primero



en reconocer las interacciones no covalentes, también llamadas interacciones
supramoleculares. Estas interacciones no covalentes tienen menor fuerza que
los enlaces covalentes, con valores de enlace entre 2 - 300 kdJ/mol, mientras
que los enlaces covalentes presentan valores de enlace de entre 150 - 450
kd/mol. De acuerdo con estos valores, puede haber entornos quimicos en
donde las interacciones no covalentes presentes fuerzas de enlace
equiparables a algunas interacciones covalentes [30].

Es por esta razdén que las interacciones intermoleculares, son las que
constituyen la base de los procesos de auto-ensamblaje supramolecular en
sistemas biolégicos. Tomando como inspiracion estos sistemas de la
naturaleza, es factible disenar nuevos sistemas sintéticos que presenten una
elevada eficiencia y selectividad.

Las interacciones no covalentes se pueden clasificar tomando como criterios
como fuerza, direccionalidad, distancia o angulo de enlace. Asi, las
interacciones no covalentes se clasifican en interacciones electrostaticas,
interacciones 1, enlace de hidrogeno, enlace de halégeno y fuerzas de Van der
Waals [31].

2.3.21 Interacciones Electrostaticas.

Las interacciones electrostaticas se clasifican, a su vez, en interacciones ion-
ion, ion-dipolo y dipolo-dipolo y su modelo mas generalizado las aproxima a
interacciones de cargas puntuales, por lo que la ley de Coulomb puede
describirlas perfectamente. En las interacciones electrostaticas, la atraccién
entre cargas de signo opuesto puede considerarse como su principal
componente. Y las diferencias entre ellas son sutiles pero de gran impacto en
la quimica supramolecular, es asi como las interacciones ion-ion no son
direccionales, mientras que las interacciones ion—dipolo y dipolo-dipolo si lo
son, debido que el dipolo debe orientarse en una determinada direccién para

maximizar la intensidad de la interaccién [30].

2.3.2.2 Interacciones 1.



Existen tres tipos de interacciones 1r; anidén-1r, catién-1r y apilamiento m-11. Su
nombre se debe a que son interacciones moleculares no covalentes en donde
interviene la cara de un sistema 1T que participa en una interaccion con otro
sistema 11, un anion o un catidn [32]. Un sistema 11 se forma cuando existen
enlaces covalentes dobles, donde los I6bulos de los orbitales involucrados se
solapan entre si, generando una distribucién de cargas caracterizada por la falta
de densidad electronica a lo largo de su eje inter nuclear, lo que ocasiona el
surgimiento de un cuadrupolo. El sistema ™ modelo es el benceno, como se
ilustra en la figura 1, la distribucion de la nube electrénica genera un momento
dipolar permanente rico en electrones en las caras del benceno. Mientras que
la baja densidad electrénica a lo largo de su eje Inter nuclear (donde también
se situan los atomos de hidrogeno) presenta un dipolo positivo, generando un
par de dipolos (un cuadrupolo eléctrico) que no se cancelan entre si. Esto es
debido a que las contribuciones de los enlaces carbono-hidrogeno débilmente

polares se cancelan debido a la simetria molecular.

+ +

Figura 1. Distribucion de la nube electronica del benceno.

Las interacciones 1 son fundamentales para eventos bioldgicos tales como el
reconocimiento de proteina-sustrato y de manera similar a las interacciones
electrostaticas, existe una entidad con carga negativa que interactua con una
carga positiva. Los polos ricos en electrones de un sistema 1 pueden
interactuar con los polos positivos de otro sistema 11, asi como con un metal
(catién o neutro) [33], con un anién o con cualquier otra molécula polar. Por lo

que las interacciones 11 se pueden modelar como interacciones electrostaticas




con un componente de polarizacion.

El plegamiento de proteinas y la estructura tridimensional del ADN se pueden
explicar por el apilamiento de interacciones 1T-11 entre anillos aromaticos de las
estructuras [34]. El apilamiento de interacciones es resultado de pequefios
desplazamientos en el acomodo cara-cara entre anillos, lo cual evita la
repulsion debida a la densidad de carga negativa de la nube de electrones 1, y
las cargas positivas quedan en posicion correcta para que se pueda ejercer una

fuerza atractiva entre sistemas 1 apilados [35].

23.23 Enlace de hidrégeno.

El enlace de hidrégeno es una interaccion no covalente (dipolo-dipolo) entre el
atomo de hidrégeno unido a un donante electronegativo (por ejemplo N, O 6 F)
y el par solitario de electrones de un aceptor (electrones no compartidos 6 1
polarizables), con una energia de enlace de 4 a 50 kJ/mol [36].

El enlace de hidrégeno desempefia un papel integral en la estructura bioldgica..
Su estudio y aplicacion ha permitido disenar sistemas supramoleculares en
diversas aplicaciones, por lo que el enlace de hidrogeno es considerado como

la interaccién intermolecular mas importante de la quimica supramolecular [37].

2324 Enlace de halégeno.

El puente o enlace de halégeno es importante en areas de quimica, bioquimica,
y ciencia de materiales y se presenta entre un atomo de halégeno (elementos
del grupo 17) que posea un enlace covalente (haloorganicos) y un atomo
electronegativo que actue como base de Lewis. Los atomos de halégeno
presentan alta densidad de electrones debido a su alta electronegatividad, por
lo que pueden formar interacciones atractivas al funcionar como sitios donantes
de electrones (es decir, nucledfilos) [38]. Es conocida, desde hace un siglo atras,
la capacidad de los atomos de halégeno para funcionar como aceptores de
enlaces de hidrégeno, ademas los atomos de halégeno de los halocarbonos
pueden funcionar como sitios donadores de electrones para varios elementos

quimicos. Sin embargo, la densidad de electrones en los atomos de halégeno



se distribuye anisotrépicamente siempre que el atomo se encuentre unido
covalentemente. Los enlaces de halégeno presentan fuerzas de enlace de 5 -
180 kJ/mol y tienden a formar angulos de 180° o muy cercanos a este valor; y la
longitud del enlace es corto.

La formacién de complejos con enlaces halégenos (bromo y cloro como
especies aceptoras de electrones) fue reportada por primera vez a finales del
siglo XIX por I. Remsen y JF Norris. Desde entonces, los halogenuros se han
estudiado ampliamente para el reconocimiento molecular y desarrollo de

sensores moleculares [38], [39].

2.3.25 Fuerzas de Van der Waals.

Las fuerzas de dispersion o van der Waals no covalentes fueron descritas por
primera ocasion en 1873, por Johannes Diderik van der Waals. Estas fuerzas
se presentan en moléculas naturales o sintéticas e influyen en la estructura,
estabilidad, dinamica y funcion de moléculas y materiales. Por lo que su estudio
y entendimiento son fundamentales en las areas de quimica, biologia, fisica y
la ciencia de los materiales [40].

Las fuerzas van der Waals surgen de interacciones electrostaticas entre
fluctuaciones en la distribucién de electrones entre dos especies que se
encuentran cercanas. Incluyen tres diferentes tipos de asociacion entre dipolos
(i) interacciones entre moléculas con un dipolo permanente que induce un
dipolo en otra molécula cercana denominadas como interaccion de Debye; (ii)
interacciones entre moléculas que poseen dipolos permanentes alienados
forma atrayente denominadas como interacciones de Keesom e (iii)
interacciones entre moléculas no polares, pero polarizables conocidas como

interaccion de London o tipo London [41].

El entendimiento de las interacciones no covalentes es fundamental en el
estudio de diversos fendmenos que se manifiestan en la naturaleza, asi como
en el estudio, disefio y caracterizacién de diversos materiales y tecnologias,
como los biosensores. Pero ademas de las interacciones no covalentes,
también existen ciertos fendmenos fisicoquimicos de similar importancia en el

disefio y estudio de los biosensores; como el efecto hidrofobico y la solvatacion
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que se describen a continuacion.

2.3.3 Efecto hidrofébico

En la quimica supramolecular, el efecto hidrofébico se ha estudiado
diligentemente debido a su frecuente aparicion e importante papel en la
quimica, la biologia y en la ciencia e ingenieria de los materiales.

El efecto hidrofébico se puede entender como la tendencia de las moléculas no
polares y los segmentos moleculares en una solucién acuosa a evitar el
contacto con las moléculas de agua [42]. Es causado por la exclusion de restos
apolares de un ambiente acuoso, impulsando la agregacion de estos solutos
apolares.

La combinacién del efecto hidrofébico y las interacciones de Van der Waals
entre solutos, es la principal fuerza impulsora en la formacién de muchos
complejos supramoleculares en la naturaleza [43]. Por lo que son de gran
importancia en el disefio de nuevos farmacos, estudios fisicoquimicos de
adsorcion y absorcion, disefio de membranas y también, en el disefo de
sensores Yy biosensores, asi como en diversos materiales inteligentes.

El efecto hidrofobico solo se presenta bajo un conjunto de factores
termodinamicos, responsables del agrupamiento de especies o dominios no
polares en un medio acuoso. Se pueden distinguir dos componentes
energéticos importantes en el efecto hidrofébico; el entalpico y el entrépico.
Cuando un huésped desplaza de la cavidad de un anfitrién, moléculas de
disolvente, se presenta una prevalencia del componente entalpico.
Normalmente la cavidad del anfitridn es hidrofébica y las moléculas del
disolvente polar estan ubicadas dentro de la cavidad, lo que disminuye su
interaccién con los grupos situados en su superficie. Al desplazarse a la matriz
del disolvente se estabilizan por interacciones con otras moléculas de

disolvente, disminuyendo su energia y, por lo tanto, su entalpia [29].

Por otro lado, cuando un huésped que se encuentra fuera de una cavidad, entra
a la cavidad desplazando moléculas de agua y aumentando los grados de

libertad, el componente entropico prevalece. En este caso, el agua que se



encuentra previamente interaccionando dentro de la cavidad presenta menores
grados de libertad, cuando estas son desplazadas de la cavidad, por la
formacion del complejo huésped-anfitridon, aumentan los grados de libertad y la

entropia del sistema [44].

2.3.4 Solvatacion

La solvatacion es otro fendomeno de importancia en la naturaleza, que se
encuentra con frecuencia en los procesos de la vida. Este fendmeno compite
con todos los fendmenos de complejacion en disoluciones, debido
principalmente a que el disolvente se encuentra en exceso la mayoria de las
veces. Por lo tanto, la solvatacidon del huésped y/o del anfitrion puede tener un
efecto importante y determinante, sobre la dinamica y cinética de la asociacién.
En la mayoria de los casos, para que la asociacion huésped-anfitrion ocurra,
deben romperse las interacciones entre el disolvente el huésped y el anfitridn,

lo que no ocurrira sin consecuencias entalpicas y entropicas.

2.3.5 Reconocimiento Molecular

El reconocimiento molecular es el fendmeno mediante el cual una especie
quimica, denominada molécula objetivo, es reconocida e identificada
selectivamente por otra molécula receptora o huésped, la cual tiene grupos
funcionales adecuados para interactuar de manera no-covalente con la
molécula objetivo [45]. Este mecanismo de reconocimiento supramolecular es
el mismo que se presenta en diversos mecanismos naturales; por ejemplo, el
sistema inmune logra identificar a los microorganismos a través de un
reconocimiento molecular de los mismos. De manera similar, sucede con la
activacion de las enzimas para que actuen sobre sus respectivos sustratos.

Adicionalmente, el reconocimiento molecular se basa en la complementariedad
del tamafio, la formay las fuerzas intermoleculares, explorando y aprovechando
estas ultimas. El entendimiento de las fuerzas de interaccién involucradas en el

reconocimiento entre especies quimicas ha ayudado al disefio y sintesis nuevos



farmacos [46], de forma acelerada a través de la conceptualizacion de una
unidad quimica con caracteristicas estéricas y electronicas necesarias para
asegurar tanto el reconocimiento molecular entre un agente externo (farmaco)
y un objetivo biolégico especifico. Esta unidad quimica recibe el nombre de
farmacoéforo y ha resultado util para desarrollar compuestos complejos de

manera acelerada.

2.3.5.1 Farmacoéforos.

El término farmacdforo fue acufiado por primera vez por Paul Ehrlich a
principios de la década de 1900, y posteriormente Monty Kier introdujo el
concepto fisicoquimico de farmacéforo que se usa actualmente [47].

De acuerdo con la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC), un
farmacoéforo es una unidad o conjunto de caracteristicas estéricas y electronicas
necesarias para asegurar la Optima interaccidn supramolecular entre un
objetivo bioldgico especifico y un agente externo; con la intencidén de activar (o
bloquear) la respuesta biolégica del objetivo[39]. Se puede considerar a los
farmacdéforos como un marco molecular que define los componentes minimos
necesarios que son responsables de la actividad biolégica de los compuestos.
De esta forma, los farmacoforos son un modelo abstracto basico, que se
desarrolla usando el conocimiento estructural sobre un objetivo bioldgico
especifico. Los modelos farmacoforos se desarrollan utilizando las propiedades
estructurales de los ligandos activos que se unen al objetivo biolégico. En el
desarrollo de farmacos estos modelos se usan para generar una biblioteca de
compuestos candidatos a ser farmacos eficientes. Después se genera una lista
final con los compuestos con mejor desempefio, esta etapa se le conoce como
cribado de candidatos.

El concepto del farmacoéforo, ha resultado extremadamente util para el disefio
de farmacos asistido por computadora, sirviendo de como interfaz entre la
quimica médica y la quimica computacional y logrando acelerar el disefio de
nuevos farmacos debido a que posibilitd el uso de técnicas y conceptos in silico
[48].

La informacién del sitio de enlace entre el objetivo bioldgico y la molécula que


https://www.zotero.org/google-docs/?GLFTVm
https://www.zotero.org/google-docs/?GLFTVm

se liga al sitio, también se puede utilizar para crear modelos para el disefio de
sensores moleculares. En este caso, el modelo abstracto (farmacdéforo) puede
generar una biblioteca de compuestos candidatos a quimiosensores y
simplificar la busqueda de la informacion minima necesaria para el disefio [49].
Por otro lado, existe software que ayuda en el proceso de busqueda de
farmacoforos para el cribado de los compuestos, en el caso de este trabajo, se
selecciond el ZINCPharmer (http://ZINCPharmer.csb.pitt.edu/) considerando
que es un software gratuito y que tiene compatibilidad con las otras

herramientas computacionales que se utilizan en la propuesta [50].

2.3.6 Cromoforos y auxocromos

En quimica se denomina cromaoforo a un arreglo de atomos unidos de manera
continua dentro de una molécula organica, cuya nube de electrones fotones de
determinada longitud de onda y la transmisién o reflexion del resto de la luz da
lugar a un color observable del compuesto [51].

Por otro lado, un grupo de atomos unidos a un croméforo y que logre modificar
la capacidad del croméforo para absorber luz y por lo tanto su color observabile,
se conoce como auxocromo [52].

El fluoreno, el antraceno y el xanteno, son compuestos aromaticos policiclicos,
ampliamente estudiados y usados en la industria del color y en la industria
farmacolégica y médica como sustancias de contraste en diversas técnicas de
diagnostico por imagenologia [53]-[55]. También son usados como precursores
quimicos para diversos derivados quimicos con amplia aplicacion en la industria
veterinaria y en medicina [56], [57].

El conocimiento de las propiedades quimicas del antraceno y del xanteno sobre
sus rutas de sintesis, asi como de sus derivados esta ampliamente
documentado en la literatura [58]-[64]. Por lo que suelen ser buenos
candidatos, como estructuras cromdforas para la sintesis de nuevos materiales

con propiedades 6pticas especiales [65].
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2.3.7 Quimiosensores.

Los quimiosensores son entidades quimicas que al igual que los farmacos
basan su funcionamiento en el reconocimiento molecular con una molécula
objetivo. La IUPAC los define como dispositivos que transforman la informacién
quimica procedente desde la concentracion de un componente especifico
(analito), presente en la muestra, en una sefal analiticamente util [66]. Se
compone de dos unidades funcionales basicas; un receptor de senal y un
transductor fisicoquimico. El receptor es el encargado de reconocer
selectivamente al objetivo biolégico o molecular (analito) y lo hace a través del
reconocimiento molecular derivado de grupos funcionales presentes en el
receptor. Mientras que el transductor es el encargado de transmitir la
informacion macroscopicamente. El reconocimiento molecular debe llevarse a
cabo a través de una variacion clara de una propiedad fisicoquimica bien
definida, susceptible a ser medida a través de un instrumento. En este sentido,
es factible utilizar como indicador de un reconocimiento molecular efectivo, la
variacion de intensidad de una banda tanto de absorcion como de emision de
energia en la region del ultravioleta-visible (Uv-Vis); pero también es factible
utilizar el desplazamiento de una sefal en RMN, y el desplazamiento de un
modo vibracional detectable en el infrarrojo, o el desplazamiento de una onda
voltamperométrica.

Los quimiosensores opticos basados en emisiéon de fluorescencia, variacion en
la absorcién del uv-vis y/o variacion cromatica son apropiados para un
reconocimiento molecular efectivo, debido a la posibilidad de usar una
instrumentacion ligera para la deteccion del objetivo, asi como alta sensibilidad,
e incluso existe la posibilidad de percibir la variacion de la emision de
fluorescencia o color de manera visual, sin la necesidad de instrumentacion

Optica adicional [67].

2.3.71 Procesos fotofisicos en quimiosensores opticos

Los procesos fotofisicos son procesos fisicosresultado de la excitacién de una

molécula o un sistema de moléculas por radiacién electromagnética no-



ionizante (fotones).
Los procesos fotofisicos unimoleculares como absorcion foténica, conversién

interna, fluorescencia, cruces intersistemas, fosforescencia, fluorescencia
retardada y transiciones electronicas triplete-triplete, son propios de los

quimiosensores y se pueden visualizar usando el diagrama de Perrin-Jablonski

(fig. 2)
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Figura 2. Diagrama de Perrin-Jablonski para visualizar los procesos de absorcion, fluorescencia y
fosforescencia en quimiosensores; idealizadas como moléculas aisladas en fase vapor a muy baja

presion o incluso en disoluciones diluidas.

El diagrama de Perrin-dablonski explica los procesos de absorcion,
fluorescencia y fosforescencia de quimiosensores concebidos como moléculas
aisladas en fase vapor a muy baja presion o en disoluciones diluidas con
comportamiento ideal. En este diagrama se observa, que una molécula en el
estado electréonico fundamental SO puede absorber un foton de energia
suficiente para que un electron sea promovido a uno de los niveles

vibracionales de los estados electronicos excitados S1 o S2. Este proceso



fotofisico es representado por las flechas dirigidas de SO a S1 y S2 de la parte
izquierda del diagrama y es conocido como “transicién por excitacion
(absorcioén) radiativa”.

Esta absorcion energética puede desactivarse de forma no radiativa entre
niveles vibracionales isoenergéticos de diferentes estados electrénicos. Este
fendmeno esta representado por las fechas de cuerpo ondulado en la seccion
izquierda, central y derecha del diagrama y recibe el nombre de “transicion no-
radiativa”. Normalmente estas transiciones no-radiativas son resultado de la
activacién térmica del estado electronico inicial, seguidas de una desactivacion
térmica para regresar al estado electronico final. Y cuando este tipo de
transiciones se efectia entre dos estados de la misma multiplicidad se
denomina conversion interna. Mientras que una transicién entre dos estados de
distinta multiplicidad se denomina cruces intersistemas.

Sin embargo, las transiciones de excitaciones por absorcion también pueden
desactivarse de forma radiativa, emitiendo un fotén y generando luminiscencia
(fluorescencia o fosforescencia). Estas transiciones se denominan de
desexcitacion (luminiscencia) radiativa y si se manifiestan entre estados de la
misma multiplicidad se denominan fluorescencia; representadas por las fechas
centrales en el diagrama. Mientras que, si se manifiestan involucrando dos
estados de distinta multiplicidad se describen como fosforescencia y estan
representadas por las fechas de la seccion derecha del diagrama.

Las transiciones por excitacion radiativa o simplemente transiciones por
absorcion pueden darse, a su vez por 4 diferentes procesos de promocién
electronica:

Absorcién de SO — S1 y SO — SP, donde el subindice p denota subsecuentes
estados electronicos para estados singlete. Esta transicion es permitida por
espin, por lo que, normalmente las bandas mayoritarias de un espectro de
absorcion corresponden a estas transiciones.

Absorciéon de SO — T1 y SO — Tq, aqui, el subindice q también denota
subsecuentes estados electronicos, para estados triplete. Esta transicion es
prohibida por espin, sin embargo, puede ser observado usando fuentes
intensas de luz.

Absorcién de T1 — Tq, donde el subindice q tiene el mismo significado antes

mencionado. Esta transiciéon es comunmente observada mediante fotdlisis flash



y T1 se puede poblar mediante cruce intersistemas de S1, el cual es
inicialmente excitado.

Absorcion de S1 — Sp, donde S1 es inicialmente poblado mediante luz flash
intensa de muy corta duracion. Esta transicion se puede observar mediante
fotdlisis flash (en nanosegundos).

De estas cuatro transiciones por absorcion de fotones, la que nos interesa es la

de SO-T1y S0 — Tq, la cual es detectable por espectroscopia uv-vis

2.3.7.2 Absorcion electrénica de quimiosensores organicos

Los quimiosensores Opticos con variacion en la transicion por absorcion en la
region del ultravioleta-visible, pueden presentar absorcién electronica en la
region del ultravioleta cercano (longitudes de onda de 200 - 400 nm), si estan
basados en compuestos organicos insaturados y en el rango visible (longitudes
de 400 - 800 nm). Pero si estan basados en compuestos organicos saturados,
entonces presentaran absorcion electronica en la region del ultravioleta lejano,
a longitudes de onda menores de 200 nm.

Esto resulta claro si se considera que, una transicion por absorcion es una
promocion del estado electronico inferior de la molécula, como un Orbital
Molecular ocupado, hacia un estado electrénico de mayor energia no ocupado.
Por lo que esta transicion se conoce como “transicion HOMO-LUMO” 6 “gap
electronico” debido a que toma el acronimo en inglés de Orbital Molecular
Ocupado mas Alto (Highest Occupied Molecular Orbital; HOMO), asi como el
acrénimo en inglés de Orbital Molecular vacante mas Bajo (Lowest Unoccupied
Molecular Orbital; LUMO).

Adicionalmente, los orbitales 1 enlazantes tendran mayor energia que los
orbitales o enlazantes, mientras que los orbitales 1T antienlazantes (11*) tendran
menor energia que los orbitales o antienlazantes (orbitales o *).

Por lo que, la transicidn (0-0%), se caracterizara por una absorcion electronica
desde orbitales o a orbitales de antienlace o (0*), la cual ocurren, normalmente
en la region del ultravioleta lejano. Mientras que, la transicion (1T-1%), presentara
una absorcidn electronica desde orbitales 1T enlazante a 1 antienlazante (11%),

la cual ocurre, usualmente a longitudes de onda mas largas, principalmente en



el ultravioleta cercano y la regidn visible.

Por otro lado, los compuestos con electrones libres no compartidos, pueden
presentar orbitales no enlazantes (orbitales n) con mayor energia que los
orbitales enlazantes 1T; lo que explica que las transiciones n — 1, usualmente
ocurren en el ultravioleta cercano y en la region visible. Mientras que las

transiciones n-c* ocurren cerca de los 200 nm o longitudes de onda mas largas.
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Figura 3. Esquematizacion de transiciones entre orbitales de enlace y antienlace en la region UV-
Visible.

2.3.8 Quimica computacional

Las herramientas asistidas por computadoras contribuyen significativamente
en el proceso de toma de decisiones a lo largo de todo el proceso del
descubrimiento de nuevo farmacos, incluida la validacién de dianas adecuadas,
el cribado de alto rendimiento de bibliotecas moleculares, la optimizacién de los
compuestos principales y el equilibrio entre la potencia farmacologica y las
propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas [68].

La sintesis de compuestos y las pruebas biolégicas son fundamentales para el
proceso de desarrollo de farmacos contra el cancer, sin embargo, la quimica
computacional puede contribuir significativamente al éxito de nuevas

estrategias terapéuticas [69]. Por ejemplo, las técnicas de simulacion




consolidadas, como la dinamica molecular (MD), el acoplamiento molecular, los
célculos de energia libre, la quimioinformatica y los algoritmos de aprendizaje
automaticos se utilizan principalmente para: i) disefar nuevas entidades
quimicas capaces de unirse a un objeto determinado y ii) para mejorar la
selectividad de compuestos conocidos y compuestos con posibilidad de unién
[70].

2.3.8.1 Acoplamiento molecular.

El acoplamiento molecular es uno de los métodos mas utilizados en el disefio
de farmacos, especificamente en el disefio de farmacos basado en la estructura
(SBDD), por su habilidad de predecir, con cierto grado de exactitud, la
conformacién de ligandos de molécula con el sitio de union a la diana apropiada
[71]. El primer algoritmo de acoplamiento molecular se desarrollé en 1980 [72].
Las formas de unién del ligando e interacciones intermoleculares que
estabilizan el complejo ligando-receptor han sido ampliamente estudiadas
desde entonces [73]. Los algoritmos de acoplamiento molecular ejecutan
predicciones cuantitativas de las energias de union, proporcionando
clasificaciones de compuestos acoplados segun la afinidad de unién de los
complejos ligando-receptor.

La identificacion de las conformaciones mas probables requiere de dos etapas:
i) exploracion de un gran espacio conformacional que representa varios modos
de unién potenciales; ii) prediccion precisa de la energia de interaccién

asociada con cada una de las conformaciones de unién predichas [74].

2.3.8.2 Busqueda conformacional.

En la etapa de busqueda conformacional, los parametros estructurales de los
ligandos, como los grados de libertad de torsion (diedro), de traslacién y de
rotacién, se modifican de forma ascendente. Los algoritmos de busqueda
conformacional realizan esta tarea mediante la aplicacion de métodos de

busqueda sistematicos y estocasticos [75].



Los métodos de busqueda sistematica promueven ligeras variaciones en los
parametros estructurales, cambiando gradualmente la conformacién de los
ligandos [76]. El algoritmo sondea el panorama energético del espacio
conformacional y, después de numerosos ciclos de busqueda y evaluacion,
converge a la solucidon de energia minima correspondiente al modo de unién
mas probable. Aunque el método es eficaz para explorar el espacio
conformacional, puede converger a un minimo local en lugar de un minimo
global. Este inconveniente puede superarse realizando busquedas simultaneas
a partir de diferentes puntos del panorama energético (es decir, conformaciones
distintas) [77].

Los métodos estocasticos realizan la busqueda conformacional modificando
aleatoriamente los parametros estructurales de los ligandos. Para ello, el
algoritmo genera conjuntos de conformaciones moleculares y prueba una
amplia gama del panorama energético. Esta estrategia evita atrapar la solucién
final en un minimo de energia local y aumenta la probabilidad de encontrar un
minimo global. Como el algoritmo promueve una amplia cobertura del
panorama energético, el costo computacional asociado con este procedimiento

es una limitacion importante [78].

2.3.8.3 Evaluacion de la energia de unién.

Los programas de acoplamiento molecular utilizan funciones de puntuacién
para estimar la energia de union de los complejos de receptor de ligando
predichos. La variacion de energia, debido a la formacion de la estructura
ligando-receptor, viene dada por la constante de union (Kd) y la energia libre
de Gibbs (AG) [79]. La prediccion de la energia de union se realiza mediante la
evaluacion de los fendbmenos fisico- quimicos mas importantes involucrados en
la unién ligando-receptor, incluyendo interacciones intermoleculares,
desolvatacion y efectos entrépicos [80]. Las funciones de puntuacién se
clasifican en los tres siguientes grupos: funciones basadas en el campo de
fuerza, empiricas y basadas en el conocimiento [81]. Las funciones de
puntuacion basadas en el campo de fuerza estiman la energia de enlace

sumando las contribuciones de los términos enlazados (estiramiento del enlace,
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flexion del angulo y variacion diédrica) y no enlazados (interacciones
electrostaticas y de van der Waals) en una funcién general. Este tipo de funcién
de puntuacién aplica un meétodo ab initio para calcular la energia asociada con
cada término de la funcion utilizando las ecuaciones de la mecanica clasica
[82].

Las funciones de puntuacién empirica son otro tipo de método de evaluacion.
Cada término de la funcion describe un tipo de evento fisico involucrado en la
formacion del complejo ligando-receptor. Estos incluyen enlaces de hidrégeno,
interacciones ionicas y no polares, asi como efectos de desolvatacion y
entropicos [83]. Como primer paso en el desarrollo de una funcién empirica, se
utiliza una serie de complejos proteina-ligando con afinidades de union
conocidas como conjunto de entrenamiento para realizar un analisis de
regresion lineal multiple. Luego, las constantes de ponderacion generadas por
el modelo estadistico se utilizan como coeficientes que ajustan los términos de
la ecuacién. Un inconveniente de las funciones de puntuacién empirica es su
dependencia de la precisidon de los datos utilizados para desarrollar el modelo
[84].

Otro enfoque utilizado para evaluar la energia de unién ligando-receptor son las
funciones de puntuacion basadas en el conocimiento. EI método utiliza
potenciales de energia por pares extraidos de complejos ligando-receptor
conocidos para obtener una funcién general [85]. Estos potenciales se
construyen teniendo en cuenta la frecuencia con la que se encuentran dos
atomos diferentes dentro de una distancia determinada en el conjunto de datos
estructurales. Los diferentes tipos de interacciones observadas en el conjunto
de datos se clasifican y ponderan segun su frecuencia de ocurrencia. La
puntuacion final se da como la suma de estas interacciones individuales. Como
las funciones basadas en el conocimiento no se basan en la reproduccion de
afinidades vinculantes (métodos empiricos) o calculos ab initio (métodos de
campo de fuerza), ofrecen un equilibrio adecuado entre precision y velocidad
[86].



24 Problema de Investigacion.

Como se menciond previamente, el antigeno carcinoembrionario (CEA) es un
biomarcador no especifico, asociado a diversas enfermedades cancerosas.
Actualmente se utiliza en el diagnostico y sobre todo en el seguimiento
(vigilancia de la respuesta) del tratamiento de estos tipos de cancer. La
deteccion del CEA y sus niveles en sangre no son una prueba determinante de
un padecimiento o enfermedad especifica, pero su presencia en niveles
anormales es signo de alguna alteracion fisiologica o enfermedad grave como
la presencia de cancer. Debido a ello, la presencia de la proteina CEA se utiliza
como prueba clinica para detectar el cancer y determinar si los tratamientos
contra el cancer estan actuando favorablemente.

Sin embargo, en la ultima década, ha ganado interés el desarrollo de nuevos
materiales que permitan el traslado de las pruebas clinicas tradicionales a
pruebas de cabecera o pruebas en el lugar de atencion (POCT). Las pruebas
POCT se refieren a biometrias que se realizan cerca del paciente; en el
consultorio, al pie de la cama de hospital, o incluso en la casa del propio
paciente; lo que supone una reduccion dramatica en el tiempo de obtenciéon de
resultados clinicos, asi como una mejora sustancial en el diagndstico temprano
y en la vigilancia y seguimiento de los tratamientos y su eficacia.

El desarrollar nuevos materiales, adecuados para el disefio de pruebas POCT,
conlleva varios retos tecnolégicos, que van desde la toma de muestra, hasta la
obtencion e interpretacion de datos, sin la intervencion de personal altamente
capacitado. Por lo que se requiere disefar el mecanismo de deteccién, asi
como el proceso para reportar la presencia de la sustancia o molécula objetivo,
en este caso, la proteina de CEA.

En este sentido, dentro de los sensores quimicos, existe un subgrupo de
sensores moleculares, también llamados quimiosensores cuya funcion es la del
reconocimiento de una molécula objetivo, seguido por un cambio 6ptico notable,
que anuncie la presencia de dicha molécula objetivo. Este cambio éptico, debe
ser detectable facilmente por el paciente, por lo que normalmente se recurre a
un cambio de coloracién, o del perfil de absorbancia dentro de la regién del uv-

vis, o al encendido/apagado (o viceversa) de fluorescencia. Un ejemplo de



estos quimiosensores, se encuentra en las pruebas rapidas de embarazo, las
cuales presentan un cambio de coloracion ante la presencia de la hormona
gonadotropina coriénica humana (hCG).

Para lograr disefiar un material que detecte y reporte de manera sencilla para
cualquier persona, la presencia de la proteina CEA en una muestra de sangre,
es necesario levantar y analizar informacion cualitativa respecto a los posibles
sitios del CEA, susceptibles de realizar una uniéon no covalente con sensor
molecular o quimiosensor. Este analisis debe considerar informacion sobre el
tipo de interacciones no covalentes que los aminoacidos presentes en la
proteina del CEA pueden realizar, asi como el tipo de grupos funcionales
quimicos adecuados para dicha interaccion. Adicionalmente, debe resolverse
el reto del proceso fisicoquimico por el cual se reportara la presencia de la
proteina del CEA.

Por lo que, en este proyecto se plante6 abordar la problematica del disefio de
nuevos materiales adecuados para la deteccién de la proteina CEA a través del
estudio de nuevos sistemas huésped-anfitrion, con selectividad y afinidad a la
proteina CEA para mimetizar los fendmenos de asociacion de ligandos
endoégenos del CEA; ademas de considerar una estructura molecular base
capaz de presentar propiedades oOpticas como fluorescencia o un perfil de
absorcién uv-vis bien definido que pueda utilizarse para reportar la presencia

del complejo CEA-quimiosensor.

2.5 Hipotesis

A través de técnicas de acoplamiento molecular (docking), usadas en el
desarrollo de nuevos farmacos, es posible estudiar las interacciones quimicas
entre el antigeno carcinoembrionario (CEA) y algunos ligantes co-cristalizados.
A partir del estudio de estas interacciones quimicas sera posible disefar una
estructura general derivada de la modificacion quimica del antraceno y xanteno
que interactue de manera selectiva con algunos aminoacidos del antigeno
carcinoembrionario y que presente propiedades Opticas modulables en
presencia/ausencia del CEA, las cuales se podran seguir a través del uso de

un espectrémetro uv-vis.



2.6 Objetivo General

Disefliar y evaluar nuevos sensores moleculares con propiedades Oopticas
modulables de absorcion en la region del uv-vis, basados en la estructura del
antraceno o del xanteno, que contengan sitios de acoplamiento molecular para

generar un sistema huésped-anfitrion con la proteina del CEA.

2.7 Objetivos Especificos

e Analizar sistemas Ligando-Receptor entre la proteina del CEA y sus ligandos
endogenos, reportados previamente en la base de datos Protein Data Bank
(PDB).

e Obtener las coordenadas cartesianas del antigeno carcinoembrionario (ACE
por sus siglas en inglés) con sus ligandos co-cristalizados (ligandos
endogenos), consultando la base PDB.

e Preparar las estructuras de los ligandos co-cristalizados del CEA, eliminando
solventes y residuos.

e Generar el archivo de entrada con la informacién estructural y atdmica de
cada ligando co-cristalizado del CEA.

e Obtener las coordenadas cartesianas del CEA sin sus ligandos co-

cristalizados.



e Optimizar la estructura de cada ligando co-cristalizado del CEA por dinamica
molecular.

e Estimar las interacciones ligando-objetivo de los acoplamientos moleculares
entre el CEA y sus ligandos co-cristalizados usando la funcién de puntuacion
(scoring function).

e Obtener el modelo general de la estructura del quimiosensor adaptando la
técnica de disefio de farmacoforo usando la base de datos/servidor
ZINCPharmer tomando en cuenta las interacciones ligando-obijetivo.

e Disenar un banco de moléculas candidatos como quimiosensores a partir del
modelo estructural general.

e Evaluar las interacciones entre la molécula objetivo y los candidatos como
quimiosensores.

e Definir los parametros para generar una base de criterios para clasificar y
ordenar por prioridad los quimiosensores candidatos, usando los

parametros.

3 Desarrollo.

3.1. Metodologia.

Debido a las similitudes del desarrollo de farmacos con el desarrollo de
materiales, se puede utilizar el concepto de farmacoforos para el disefio de

biosensores moleculares.

La estrategia para disefiar nuevos sensores moleculares con propiedades
modulables de absorcion en la region del uv-vis esta inspirado en el proceso de
disefio de farmacos, el cual consiste en 3 etapas principales: i) la preparacién
del objetivo molecular, ii) seleccion del compuesto del banco de datos v iii)
realizar el acoplamiento molecular [87]. Sin embargo, se realizan ciertas
modificaciones para cumplir con los diferentes objetivos del proyecto. Por lo
tanto, la estrategia aplicada consiste en usar una estructura molecular con
propiedades Opticas de absorcién uv-vis o de fluorescencia, ampliamente
estudiadas, como es el caso del antraceno y el xanteno. Estas estructuras se

usaran como cabeza de sintesis 0 como estructuras moleculares base, para



realizar una decoracién quimica con grupos funcionales que reconozcan e

interactuen con el CEA.

Para ello, se realizaran las siguientes etapas:

i) Estimacion de las interacciones de ligandos endégenos con el CEA
realizando un acoplamiento molecular.

a. Realizar una busqueda en base de datos sobre ligando endogenos del CEA.

b. Preparacién del objetivo molecular (CEA) y de los ligandos enddgenos.

i) Analisis de la naturaleza de las interacciones de los ligandos endégenos con
el CEA.

i) Definir un farmacdéforo base usando la informacion obtenida del paso
anterior.

iv) Generar un banco de moléculas candidatas a quimiosensor.

v) Evaluar las interacciones entre el CEA y cada candidato mediante
acoplamiento molecular y clasificarlos en funcién de la energia y la eficiencia
de la union. En las siguientes secciones se detalla toda la metodologia

utilizada.

3.1.1 Estimacion de las interacciones de ligandos endégenos con el CEA
realizando un acoplamiento molecular.

Se selecciond al banco de datos de proteinas (PDB, por sus siglas en inglés,
https://www.rcsb.org/) del Laboratorio de Investigacion en Bioinformatica
Estructural (RCSB; Research Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein
Data Bank) como la base de datos para la busqueda de estructuras

tridimensionales del CEA y sus ligandos enddgenos.

En la base de datos RCSB-PDB se encontraron las diversas estructuras
cristalinas de CEA, pero solo cuatro de ellas contenian ligandos enddgenos, los

cuales se muestran en la figura 4.


https://www.rcsb.org/

Figura 4. Estructuras cristalinas del CEA con ligandos endogenos, (obtenidos de rcsh.org); (a) estructura
1L6Z; (b) estructura 5VST; (c) estructura 2VER, (d) estructura 4WHD.

3.1.2 Preparacion del objetivo molecular y de los ligandos.

A partir de las estructuras cristalinas obtenidas de la base de datos del RCSB,
con codigos de registro 1L6Z; 5VST; 2VER y 4WHD, se obtuvieron las
estructuras, por separado, del CEA, asi como la de los ligandos enddgenos.

Un total de 6 estructuras (figura 5) fueron obtenidas, de las cuales 5
corresponden a los ligandos enddgenos L1, L2, 2VER, 4WHD, y 5VST (figs. 5a-
5e), fueron optimizados energéticamente, utilizando un campo de fuerza

universal (UFF), para encontrar su geometria mas probable.

La sexta estructura (fig 5f) corresponde al cristal del CEA, al cual se le
eliminaron impurezas como moléculas de agua no estructurales y remanentes

de solvente derivado del proceso experimental de cristalizacion.
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Figura 5. Moléculas obtenidas a partir de las estructuras cristalinas de codigos de registro
1L6Z; 5VST; 2VER y 4WHD CEA: (a) ligando L1; (b) ligando L2; (c) ligando 2VER, (d)
ligando 4WHD, (e) ligando 5VST, (f) CEA.

3.1.3 Analisis de la naturaleza de las interacciones de los ligandos
enddégenos con el CEA.

Una vez llevado a cabo la optimizacién geométrica de cada ligando, asi como
la limpieza o depuracion del CEA se prepara el archivo de entrada para el
software autodock4, con el cual se realizd el calculo de interacciones del

acoplamiento molecular existente entre el CEA y cada ligando.

La preparacion de archivos de entrada consiste en agregar hidrégenos polares
y cargas tanto a la proteina como los ligandos, debido a que los hidrogenos
polares, asi como las cargas formales estan involucrados directamente en la

interaccion entre la proteina y los ligandos.

Posteriormente, se realiza la simulacién del acoplamiento molecular para
obtener la informacion correspondiente a las interacciones no covalentes que

se manifiestan entre el CEA y cada uno de los ligandos enddgenos. A través de



un campo de fuerza semi-empirico, se cuantifica y se evalua la energia libre
resultante de la union entre el complejo proteina-ligando donde se puede

especificar el numero de conformaciones de cada ligando.

Autodock Suite4 contiene dos funciones principales, Autogrid y Autodock4; la
primera funcion, Autogrid, se encarga de realizar el algoritmo de busqueda, el
cual se encarga de buscar diferentes posiciones probables energéticamente de
cada uno de los ligandos, acoplados molecularmente al CEA. Para ello realiza
el método Monte Carlo, asi como un algoritmo genético tipo lamarckiano [88].
Por otro lado, Autodock se encarga de realizar la funcion de puntuacion, la cual
utiliza el campo de fuerza AMBER para calcular la energia asociada a cada
pose (posicion probable energéticamente), asi como las interacciones no
covalentes involucradas en cada pose. Es decir, determina fuerzas de Van der
Waals, interacciones electrostaticas, enlaces de hidrégenos, entropia
conformacional e interacciones de solvatacién, en cada pose que toma el

ligando endégeno con el CEA.

Finalmente, se analizan las interacciones no covalentes entre los diferentes
grupos funcionales de cada ligando con grupos funcionales de los aminoacidos
del CEA. La informacion obtenida se utilizara para determinar las interacciones
no covalentes mas adecuadas para lograr el acoplamiento molecular entre el

quimiosensor y el CEA.

3.1.4 Definir un farmacoéforo base.

Con la informacién relativa a las interacciones no covalentes que permiten el
acoplamiento molecular entre cada uno de los cinco ligandos enddgenos vy el
CEA, se podra disefar una estructura quimica general, a la cual llamaremos
farmacoforo, y a partir del cual se generara una base de moléculas candidatas
a quimiosensores. Para lo cual se usara el software ZINCPharmer
(http://ZINCPharmer.csb.pitt.edu/) debido a que tiene compatibilidad con las

demas herramientas computacionales utilizadas en este trabajo [50].



3.1.4.1 Generacién del banco de candidatos como quimiosensor.

Para la generacién de los posibles quimiosensores, se utiliza el software Smilib
el cual su funciébn es concatenar andamios moleculares y bloques de
construccion esto para poder generar una gran cantidad de diferentes
estructuras con variacion de grupos funcionales, en conjunto con el programa
Molinspiration, un visualizador de moléculas, se podra obtener los posibles
candidatos a quimiosensor, esto ya que mediante los grupos funcionales
caracteristicos obtenidos anteriormente en el acoplamiento molecular, se
adaptan a la estructura base que seran el antraceno y el xanteno (figura 6),
utilizando el programa Smilib se crea diferentes localizaciones de los grupos
funcionales en la estructura base y asi se obtiene el universo posible de

quimiosensores.

(@)
(b)

Figura 6. Estructura en dos dimensiones de (a) antraceno y (b) xanteno.

3.1.4.2 Evaluar las interacciones entre el CEA y cada candidato.

Finalmente, ya que se obtiene el banco de candidatos a quimiosensores, se
analizan realizando Docking a cada quimiosensor con la molécula CEA, para
determinar cual presenta mejores propiedades y de esta manera catalogar de

mejor a menor la prioridad como posible quimiosensor.

4 Resultados.

4.1. Optimizacion.

En la tabla 1 se muestran, en la tercera columna, la optimizacion de geometria
de cada uno de los cinco ligandos enddgenos, seleccionados de la base de datos

PDB. Esta optimizacion de geometria se realizd en Avogadro usando como




modelo el campo de fuerza universal (UFF, por sus siglas en inglés), el cual es
capaz de reproducir la geometria optimizada de todos los elementos de la tabla
periddica, asi como de compuestos organicos y organometalicos con buena
aproximacion energética, a un costo computacional bajo. Adicionalmente, UFF
presenta un nivel de teoria congruente con las siguientes etapas, como el
analisis de acoplamiento molecular (docking) de cada ligando con la proteina
CEA [89].

Tabla 1. Ligandos endbégenos optimizados.

Ligando Estructura en 2D Estructura optimizada en 3D

L1

L2

2VER

4WHD




5VST B

La geometria optimizada, representa la disposicion espacial mas probable en
términos energéticos, de cada ligando. Por lo que, la representacion mostrada
en la tercera columna de la tabla 1 equivale al conjunto de longitudes y angulos
de enlace mas probables para cada ligando. Y en este sentido sera esta

representacion geométrica la usada en los siguientes pasos.

4.2 Interaccion de los ligandos endégenos con el CEA.

Una vez determinada la geometria minimizada por energia, se utilizé el programa
informatico de simulacién de modelado molecular AutoDock 4 para predecir el
acoplamiento proteina-ligando de cada uno de los ligandos enddgenos con el
CEA. Es decir, se determind la factibilidad energética de union (no covalente) de
cada ligando con la proteina CEA como receptor, asi como la posicion y
orientacidon mas probable en caso de acoplamiento proteina-ligando, entre el
CEA y cada uno de los ligandos enddgenos.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 2, en la cual, en la primer
columna se muestra la pose (posicion vy orientacion) mas probable
energéticamente del ligando en cuestibn, como los remanentes de los
aminoacidos del CEA con los que interactua en el acoplamiento proteina-ligando.
En la segunda columna de la tabla 2, se representan las interacciones no
covalentes involucradas en el acoplamiento proteina-ligando, asi como los
grupos funcionales responsables de cada interaccion no covalente. Para facilitar
la representacion grafica de esta informacion, se usé el siguiente cédigo de color:
esfera de color gris corresponde a donadores de hidrégenos, esfera de color
amarillo correspondiente a aceptor de hidrogeno y esferas verdes corresponden
a interacciones entre grupos hidrofébicos.

En la tercera columna se muestra la energia total de unién del acoplamiento

proteina-ligando en Kcal/mol.



Tabla 2. Sitio de union e identificacion de grupos funcionales de los ligandos

endogenos y el CEA.
Energia
Grupos funcionales e i
tedrica del
Pose del acoplamiento interacciones )
. acoplamient
involucradas.
o
-6.56
Kcal/mol.

-5.71 Kcal/mol




-5.06 Kcal/mol

Tabla 2 (continuacion). Sitio de union e identificacion de grupos funcionales de

los ligandos endégenos y el CEA.

Energia
Grupos funcionales e i
tedrica del
Pose del acoplamiento interacciones )
. acoplamien
involucradas.
to
-4.77

Kcal/mol




-5.68

Kcal/mol

Por ejemplo, en el caso del ligando L1 el acoplamiento proteina-ligando es

factible con algunos remanentes de los aminoacidos ASN70, ASN23, SERG9,
PRO50, ALA27, LEU26, PRO25, LEU24, del CEA; con una energia de union de

-6.56 Kcal/mol. En la tabla 3 se presenta esta informacién para los cinco ligandos

enddgenos.

Tabla 3. Interaccidn entre los ligandos enddgenos y el CEA.

Grupos de
Remanentes de interaccion
Ligando aminodacidos de aceptory Energia de union
interaccion. donador de
hidrégeno
ASN70, ASN23,
SER69, PROS0, Grupo hidroxilo
L1 -6.56 Kcal/mol
ALA27, LEU26, . .
Amina secundaria
PRO25, LEU24
ILE182, VAL110,
ASN164, HIS107, Grupo hidroxilo
L2 -5.71 Kcal/mol

GLN108, ASP136,
ILE137

Amina secundaria




VAL110, PRO109,

GLN108, HIS107, Grupo hidroxilo
5VST -5.06 Kcal/mol
ASN104, VALSO, ) .

Amina secundaria

ASP136, ILE137

Grupo tiol

SER62, ALA6O, ILE4S, Grupo hidroxilo

2VER TYR86, LYS35, -4.77 Kcal/mol
ASN81, ARG64 Amina terciaria

ASN42, ASP40,
ARG38, GLU99,
AWHD Grupo hidroxilo -5.68 Kcal/mol
THR101, THR87,

GLU37

De acuerdo con los resultados presentados en las tablas 2 y 3, para que una
molécula logre acoplarse con la proteina CEA, debe tener en su estructura
quimica grupos funcionales que sean buenos aceptores de hidrégenos, pero
también se requiere al menos un grupo funcional que sea buen donador de
hidrogeno, grupos hidrofobicos.

En los ligandos enddégenos analizados, los grupos hidroxilo y éter actuan como
aceptores de hidrégeno; mientras que los grupos amina secundaria con
carbonilos vecinos actuan como donadores de hidroégeno; y los grupos tiol y etilo
actuan como hidrofobos. Adicionalmente, un mayor numero de grupos aceptores
de hidrogeno (esferas naranjas) arrojé una energia tedrica de acoplamiento mas
estable (ver ligando L1), por lo que se usara estos rasgos quimicos responsables
del acoplamiento proteina-ligando para generar una unidad central molecular
que sirva de base para generar un banco de ligando no endégenos. Esta unidad
central molecular sera denominada farmacoforo, en congruencia con la
definicion de Paul Ehrlich [90], adicionalmente la estructura del antraceno o
xanteno formara parte de este farmacoéforo para que sea sensible al espectro uv-

vis.



4.3 Generacion del farmacélogo.

Siguiendo la metodologia descrita por Cortés-Garcia et al. [91], |la estructura
quimica del antraceno y/o xanteno fueron decoradas con los rasgos estructurales
responsables del acoplamiento proteina-ligando descritos en la seccidn anterior;

en la figura 13 se muestran, como ejemplo, dos estructuras quimicas propuestas.

W

Figura 7. a) Antraceno con decoraciones quimicas caracteristicas en la interaccion ligando-CEA.

b) Xanteno con decoraciones quimicas caracteristicas en la interaccion ligando-CEA.

Las estructuras de la figura 13 fueron obtenidas decorando la estructura del
antraceno y del xanteno con 5 rasgos estructurales tomados del analisis del
acoplamiento proteina-ligando entre el CEA y sus 5 ligandos enddgenos. Se
seleccionaron solo 5 rangos estructurales para evitar efectos desfavorables por
impedimento estérico y el 60 por ciento de estos rasgos estructurales son
aceptores de hidrégeno (esferas naranjas), considerando los rasgos
estructurales del ligando L1, el cual presentd la energia tedrica de acoplamiento
mas estable.

La combinacion de todas las posiciones posibles para estos 5 rasgos
estructurales dara un primer banco de moléculas candidatas a quimiosensores
del CEA. También es posible ampliar este banco de moléculas cambiando desde
uno hasta los 5 rasgos estructurales seleccionados en la figura 13.

En este trabajo se explora la combinacién de posiciones posibles, para lo cual
se uso Smilib [92]. Para usar Smilib fue necesario generar los modelos que se

presentan en la figura 14.




b)

Ri
Rs

Figura 8. a) Estructura base del antraceno y b) del xanteno para la generacion del

banco de candidatos.

Para ambos modelos presentados en la figura 14, R1 y R2 representan el mismo
rasgo estructural, asi como R3, R4 y R5 representan grupos hidroxilos. Es decir,
en estos dos modelos los grupos “R” no siguen la convencion tradicional de la

nomenclatura quimica debido a los requerimientos del paquete Smilib.

4.4 Generacién del banco de candidatos a quimiosensor.

Usando los modelos presentados en la figura 14, Smilib encontré un total de 32
moléculas basada en la estructura del antraceno y 32 moléculas basadas en la
estructura del xanteno, explorando todas las combinaciones posibles de posicién
de los rasgos estructurales R1 a R5. En la tabla 5 se muestran las 64 moléculas

obtenidas, las cuales conforman la biblioteca de candidatos a quimiosensores:

Tabla 4. Biblioteca generada de moléculas candidatos a quimiosensor.

A partir del antraceno

A partir del xanteno

A1

OH
OH

HO 000 OH

HO'
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OH
OH

NH

OH

X1

HO.

HO' OH
HO OH
o

OH
OH
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A5 AG X5 X6

SN ”‘Ti l iml o X
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Tabla 4 (continuacion). Biblioteca generada de moléculas candidatos a

quimiosensor.

A partir del antraceno

A partir del xanteno

A9 A10 i X9 xio
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Tabla 4 (continuacion). Biblioteca generada de moléculas candidatos a

quimiosensor.

A partir del antraceno

A partir del xanteno

A20
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Tabla 4 (continuacion). Biblioteca generada de moléculas candidatos a

quimiosensor.
A partir del antraceno A partir del xanteno

A29 A30

L
H0—< 4<NH H0—<
A3 A32

) OHH . HN)\
"T:f Y eoely

4.5 Energias obtenidas entre los ligandos propuestos y la proteina.

De igual manera que con los ligandos enddgenos, a los ligandos propuestos se
realiza el acoplamiento molecular con el CEA para ver su energia de union y de
esta manera observar cual ligando presenta mejor estabilidad. En la tabla 6 se
muestran los resultados obtenidos de las mejores energias entre los ligandos

propuestos y el CEA.



Tabla 5. Energias de union mas bajas de los ligandos propuestos.

Ligando Energia de unién (Kcal/mol)
A26 -7.32
A18 -6.81
A19 -6.59
A14 -6.59
A2 -6.59
A29 -6.58
A8 -6.55
A13 -6.54
A11 -6.54

Observando los resultados obtenidos de las energias de union a partir de
acoplamiento molecular mostrados en la tabla 6, se eligen los 3 primeros
ligandos no enddgenos, los ligandos A26, A18 y A19 debido al valor de su
energia de unién minima; debido a que estos valores, predicen interacciones

mas estable en comparacion con los demas ligandos no endoégenos.

4.6 Interacciones entre las moléculas promisorias y el CEA.



En la figura 15, se muestran las interacciones de los ligandos A26, A18 y A19,
ordenados de acuerdo con la energia de unién de cada uno, con el CEA. El
ligando A26 y el CEA forman un complejo ligando-proteina como se ilustra en
la figura 15a, interactuando a través de un puente de hidrogeno con los
remanentes del aminoacido Asp136, ademas de presentar interacciones por
efectos hidrofébicos con los remanentes de los aminoacidos Gly138, His107 y
GIn108.

O A L
o ) )%
(D

lJ//

Q

\

)
Ligando Energia de union

(Kcal/mol)

A26 -7.32
A18 -6.81
Al19 -6.59

Figura 9. Interaccion proteina-ligando; a) entre el ligando A26 y el CEA; b) entre el ligando A18 y el
CEA; c) entre el ligando A19 y el CEA; d) Valores tedricos de Energia de union.

De acuerdo con el diagrama obtenido en la Figura 15b, se observan las
interacciones involucradas en el complejo que forma el ligando A18 y el CEA,

se muestra que esta interaccionando mediante puente de hidrégeno con los



aminoacidos His22, Val21, Asn70 y Leu26, ademas que esta presentando
interacciones hidrofébicas con los remanentes de los aminoacidos Asn70,
Leu24 y Asn23.

En la figura 15c se observa el complejo formado por el ligando no enddégeno
A19y el CEA, el cual consiste en interacciones mediante puentes de hidrogeno
con los remanentes del aminoacido Arg103 e interacciones hidrofébicas con los

remanentes de los aminoacidos Glu5 y Pro9.

4.7 Espectros Uv-Vis predictivos.

Para observar las propiedades Opticas de en la region del uv-vis, se obtuvieron
los espectros ultravioleta-visible de manera tedrica realizando el calculo de la
teoria del funcional de la densidad dependiente del tiempo (TD-DFT) el cual
trata con sistemas de estados excitados, en donde se utilizé el calculo para 6
estados excitados.

En la tabla 17a se muestra el espectro uv-vis del ligando A26. Se observa un
primer pico de absorcidon en 260 nm, y ademas se presenta otro pico de
absorcion en 380 nm. Debido a que el ligando A26 muestra actividad en el rango
del ultravioleta en el espectro electromagnético, por lo tanto, estos resultados
nos demuestran que este ligando presenta propiedades fluorescentes.

Por otro lado, en la tabla 17a’ de muestra el espectro uv-vis del complejo entre
la proteina y el ligando A26. La figura 19 muestra un pico de absorcién en 433
nm, en este caso se encuentra en la region visible del espectro
electromagnético, esto debido a que el ligando se encuentra acoplado a la
proteina donde se encuentra interaccionando con los remanentes de la proteina

y por lo tanto muestra cambios en su resonancia.
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Figura 10. Resultados tedricos de los espectros UV-Vis de los ligandos no enddgenos individuales y el complejo

formado entre la proteina y el ligando no enddgeno; a) ligando A26, a’) complejo proteina-ligando A26, b) ligando

A19, b’) complejo proteina-ligando A19.



5 Conclusiones.

A partir de los resultados obtenidos, se evidencia la practicidad de realizar un
estudio de acoplamiento molecular a partir de ligandos endégenos del CEA
disponibles en bases de datos o literatura. Estos ligandos enddgenos son de
gran utilidad para identificar y localizar grupos funcionales con relevancia
quimica para realizar la interaccion tipo ligando-proteina.

En el caso del CEA, los grupos funcionales aminos, especificamente aminas
secundarias, y los grupos hidroxilos, tienden a actuar como grupo aceptor de
hidrogeno y grupo donador de hidrogenos, también se observd que el efecto
hidrofdbico es importante en la interaccion ligando-proteina, proveniente de
secciones hidrofobicas de las cadenas de aminoacidos.

El analisis de acoplamiento molecular entre ligandos enddgenos y el CEA arrojo
informacion relevante para establecer parametros quimicos para generar una
estructura con rasgos estructurales adecuados para el acoplamiento proteina-
ligando con el CEA.

Los rasgos estructurales de los ligandos endogenos fue trasladala como
motivos quimicos, en una estructura quimica base decorada con ellos.
Adicionalmente, partiendo de una estructura quimica base, ampliamente
conocida y estudiada, la cual presenta propiedades opticas de absorcién en la
region del uv-vis, o incluso propiedades de fluorescencia, fue posible generar
una serie de propuestas moleculares (moléculas) con probabilidades de formar
complejos ligando-proteina con el CEA y reportar la formacion del complejo con
la variacién en sus propiedades opticas.

La biblioteca obtenida fue de 32 moléculas por cada estructura quimica base
decorada; esto es, 32 posibles moléculas que pueden desempefiarse como
quimiosensores del CEA.

Cada una de los 32 quimiosensores obtenidos en cada una de las dos
bibliotecas de candidatos, fue sometido a un estudio computacional de
acoplamiento molecular con el CEA, encontrado que todos lograban formar
complejos ligando-proteina con el CEA. Usando como criterio de clasificacion
a la energia de union del complejo ligando-proteina, se logré catalogar de

manera prioritaria ambas bibliotecas de quimiosensores.



Los resultados obtenidos a partir del segundo acoplamiento molecular el cual
se realiz6é con los ligandos candidatos, (tabla 4), muestran los ligandos mas
promisorios para llevar a cabo un analisis mas profundo, siendo A26, A18 y A19
los ligandos prioritarios.

A través de un analisis profundo al complejo proteina-ligando de cada ligando,
se obtuvo como resultado, que el ligando A26 (el cual presenta una energia de
uniéon de -7.32 Kcal/mol), mantiene interaccion con el aminoacido Asp136
mediante puente de hidrogeno, y por otra parte, también muestra interaccion
con los aminoacidos GIn108, Gly138 y His107 de tipo hidrofébicos.

Mientras tanto el ligando A18 con (energia de union de -6.81 Kcal/mol) cuenta
con interacciones tipo puente de hidrégeno con los aminoacidos His22, Val21,
Asn70 y Leu26, aunque también mantiene interaccion con los aminoacidos
Asn23, Leu24 y Asn70 mediante interacciones hidrofobicas.

El tercer ligando propuesto, A19 (con energia de unién de -6.59 kcal/mol),
mantiene interaccion por medio de puente de hidrégeno con el aminoacido
Arg103 y ademas también presenta interacciones hidrofébicas con los
aminoacidos Glu5 y Pro9.

Finalmente, se obtuvieron los espectros uv-vis de manera tedrica tanto del
quimiosensor candidato, como del complejo formado por la proteina y el
candidato para observar la actividad 6ptica modulable.

Se observo el espectro del ligando A26 (figura 10a), mostrando un pico maximo
en 257 nm, correspondiente a la seccion del ultravioleta en el espectro
electromagnético.

Comparandolo con el espectro al formar el complejo ligando proteina (figura
10a’) se puede observar que existe un corrimiento hacia la seccion visible del
espectro electromagnético, hacia los 433 nm, correspondiente a la parte azul.
De manera siguiente, se observa en la figura 10b el espectro uv-vis del ligando
A19, que también presenta un pico maximo en la seccion ultravioleta, y si se
compara con el espectro uv-vis del complejo proteina con el ligando A19, no
existe ningun cambio notable.

Analizando el espectro uv-vis del ligando A18, se observa que existe absorcion
en la seccion ultravioleta del espectro electromagnético, correspondiente al
antraceno, por otro lado, observando el espectro uv-vis de la formacion del

complejo proteina con el ligando A18 (figura 10c’) se muestra que también



existe un corrimiento hacia la seccion visible del espectro electromagnético en
612 nm.

Estos resultados de espectros uv-vis indican que las decoraciones quimicas
adaptadas a la estructura principal no afectan sus propiedades de absorcién en

la regidn del uv-vis, ya que presentaron absorcion en el espectro ultravioleta.
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