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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

A: Angstrom.

HC: Hipercolesterolemia.

HDL.: lipoproteinas de alta densidad (Por sus siglas en inglés).

HMG-CoA: Hidroximetilglutaril Coenzima A.

ILD: lipoproteinas de densidad intermedia (Por sus siglas en inglés).

IR: Infrarrojo.

LDL.: lipoproteinas de baja densidad (Por sus siglas en inglés).

NAMD: Dinamica Molecular a Nanoescala (Por sus siglas en inglés).

nm: Nanometros.

ns: Nanosegundos.

PDB: Banco de Proteinas (Por sus siglas en inglés).

PLIF: Patrones de Interaccion Proteina-Ligando (Por sus siglas en inglés).
ps: Picosegundos.

Rg: Radio de giro.

RMN: Resonancia Magnética Nuclear.

RMSD: Desviacion Cuadratica Media de las Posiciones Atomicas (Por sus siglas en inglés).
RMSF: Fluctuacion Cuadratica media (Por sus siglas en inglés).

VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad (Por sus siglas en inglés).

VMD: Dinamica Molecular Visual (Por sus siglas en inglés).



. INTRODUCCION

El presente estudio tiene como objetivo investigar los beneficios y la utilidad del acido lecandrico
presente en la mayor parte de las especies de liquen el cual, es considerado un organismo estable
en varios ecosistemas terrestres en el mundo’. Las actividades bioldgicas de los metabolitos
secundarios del liquen se confirmaron en varios estudios, como la accion antiviral, antibacteriana,

antitumoral, antioxidante, antipirética y analgésica o fotoprotectora2.

El acido lecandrico es un metabolito secundario que muestra una posible polifarmacoldgica en
diversos padecimientos de importancia clinica como lo es para el desarrollo de fibrinoliticos,

antinflamatorios, inhibidor de sintesis de colesterol y regulador del metabolismo de los lipidos.

Dicho lo anterior, se pretende extraer el acido lecandrico a partir de liqguen (Parmelia flaventior),
para su caracterizacion e investigacion, en conjunto a la realizacion de ensayos in silico que
ayuden a hacer una aproximacion viable de la accion farmacolégica como inhibidor de la sintesis

de colesterol.

La importancia de esto se debe a que en México los padecimientos causados por llevar una mala
alimentacion® o de origen hereditario han sido responsables del incremento de casos de infartos
tanto en mujeres como en hombres adultos. Unido a esto, los niveles altos de colesterol malo en
la sangre facilitan que diversas enfermades se desarrollen como lo es la hipercolesterolemia, que
en relacion con las enfermedades cardiovasculares contribuyeron en México en el 2018 a 143
916 muertes, presentando una alta incidencia entre la poblacion que fallece a partir de los 35 afos
y las cifras van aumentando cada ano, por lo que estas enfermedades representan en nuestro

pais un problema de salud publicas.




.  ANTECEDENTES

2.1 Hipercolesterolemia

Se conoce como hipercolesterolemia al aumento del nivel de colesterol que se encuentra
presente en la sangre, esto conduce a que se generen complicaciones posteriormente si la
persona que lo padece no tiene un control o no se realiza los estudios sanguineos preventivos

para detectarlo.

Los niveles de colesterol total se pueden clasificar de la siguiente manera*:
= Deseables:< 200 mg/dL.

= Limite alto: 200-239 mg/dL.

= Alto: = 240 mg/dL.

Se ha escuchado en diversas ocasiones en medios, la gran preocupacion en los altos niveles
de colesterol en el cuerpo humano, ya que cuando estos niveles sobrepasan los niveles
normales, no tienden a presentar algun sintoma. La enzima hidroximetil glutaril-coenzima A
(ver figura 1) representa un paso limitante en la biosintesis del colesterol, ya que convierte la
HMG-CoA en mevalonato® siendo parte fundamental para el desarrollo de medicamentos que

inhiben esta enzima para ayudar a reducir el colesterol.

Figura 1. Estructura de la enzima hidroximetil glutaril-coenzima A.



De acuerdo con la OMS las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte
en todo el mundo. Se calcula que en 2015 murieron por esta causa 17,7 millones de personas,

lo cual representa un 31% de todas las muertes registradas en el mundo®.

En México, durante los Ultimos afos, las cifras de personas que sufren niveles de colesterol
alto se han incrementado; en el 2018, en la Encuesta Nacional de Salud y Nutriciéon se reporto
una prevalencia del 19.5% en personas mayores de 20 afos, incrementandose hasta un 28%

en pacientes de 50 a 79 anos®.

2.1.1 Colesterol

El colesterol es una sustancia presente en el cuerpo que, por tener un caracter hidrofébico en
sangre es transportado cuando se encuentra unido a las lipoproteinas’ (se puede observar su
estructura en la figura 2). Esta sustancia es importante para la digestion de las grasas, las
hormonas dentro del sistema tiroideo y las membranas celulares®, el colesterol es precursor

de lipoproteinas, sales biliares y vitamina D.

Las dos fuentes principales de colesterol en el organismo son: la fuente ex6gena, que es
obtenida por su consumo en la dieta y la fuente endogena, en el que casi todas las células del
organismo tienen la capacidad de sintetizar el colesterol, principalmente por las del higado*.
Sin embargo, entendemos que la presencia del colesterol es de vital importancia, pero el tener
un exceso ya es considerado como un riesgo para la salud.

CH,

CHj

CH3 CHjy

HO CHjg

Figura 2. Estructura quimica del Colesterol



2.1.2 Lipoproteinas

Son complejos de lipidos y proteinas especificas, que se denominan también como
apolipoproteinas, que tienen como funcion el transporte de lipidos en un medio acuoso como
es la sangre. Las apolipoproteinas (apo) son proteinas que tienen la capacidad de solubilizar
los lipidos en la sangre. Las lipoproteinas son esféricas como se puede ver en la figura 3; en
el nucleo se encuentran los lipidos mas hidréfobos (ésteres de colesterol y triglicéridos),
mientras que forman parte de la corteza los dominios mas polares de los fosfolipidos y el
colesterol no esterificado, ademas de los dominios mas polares de las apolipoproteinasg.

0°®oo "
o O Fosfolipidos

. Colesterol

ﬁ. Triglicéridos

! Ester de colesterol

O @)
O0.00

Apolipoproteina(a)
Figura 3. Imagen modificada. Estructura de la lipoproteina®.
Las lipoproteinas son particulas heterogéneas que se pueden clasificar segun sus propiedades
fisicas en cuatro categorias diferentes®, en funcion de su densidad que viene en buena parte
condicionada por su tamafno y por su relacion lipido-proteina. Asi, las lipoproteinas menos

densas son las mas grandes y con mayor contenido en lipidos®:

— Quilomicrones (<1,000 g/ml)

— VLDL. Lipoproteinas de muy baja densidad Particulas grandes poco densas (<1,006 g/ml)
— LDL: Lipoproteinas de baja densidad (1,019 g/ml-1,063 g/ml)

— |IDL. Lipoproteinas de densidad intermedia (1,006 g/ml-1,019 g/ml)

— HDL. Lipoproteinas de alta densidad (1,063 g/ml-1,210 g/ml)
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2.1.3 Estatinas

Para tratar con los niveles de colesterol alto se busca darle al paciente un tratamiento
adecuado, es por lo que comunmente se recure a unos inhibidores llamados estatinas'®, que
son inhibidores competitivos de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-Co A) reductasa
(ver Figura 4), una enzima implicada en la sintesis del colesterol, especialmente en el higado.
Son mas efectivas que otros tipos de medicamentos reduciendo el colesterol-LDL™.

Se pueden clasificar de acuerdo con su origen:

| Sintéticos Naturales |
Fluvastatina Pravastatina
Atorvastatina Mevastatina
Rosuvastatina Lovastatina

- Simvastatina
Tabla 1. Clasificacion de las Estatinas de acuerdo con su origen.

Ademas de su principal mecanismo de accion, también hay evidencia de que poseen otras
propiedades, mas alla de la reduccion del colesterol-LDL, que podrian ser utiles tanto en la
prevencion y el tratamiento de la enfermedad aterosclerdtica, su diana biologica fundamental,
como en otras afecciones pueden tener una serie de efectos extralipidicos o pleotropicos.

Entre ellos destacan la mejoria de la funcion endotelial y las propiedades antioxidantes,

antiinflamatorias y antitrombotica™.
HMG-CoA reductasa

Estatinas

Acetil-CoA —> HMG-CoA % Mevalonato

Colesterol

Isoprenoides o Escualeno —_—

Figura 4. Mecanismo de accion de las estatinas: la inhibicion de la enzima HMG-CoA
(3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A) reductasa bloquea la produccion de mevalonato, precursor del
colesterol ™.



2.1.4 Atorvastatina

La atorvastatina pertenece al grupo de medicamentos llamados inhibidores de la enzima
hidroximetil glutaril-coenzima A (HMG-CoA) reductasa o estatinas (ver figura 5). Esta indicada
para reducir el colesterol total, el colesterol LDL, la apoproteina B y los triglicéridos en
pacientes con hipercolesterolemia primaria, incluyendo hipercolesterolemia familiar, cuando
la respuesta obtenida con dieta no ha sido adecuada para reducir los niveles de colesterol™.
La atorvastatina reduce las concentraciones plasmaticas de colesterol y de lipoproteinas
inhibiendo la HMG-Co A reductasa en el higado, demostrandose una reduccion de sus

concentraciones de colesterol total en un 30-46%, de colesterols.

HO H3C O

HO
HO

F

Figura 5. Estructura de la Atorvastatina
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2.2Liquen

Los liquenes estan formados por la simbiosis de un hongo filamentoso y un alga (clorofita o
cianobacteria), en la cual teniendo en cuenta la asociacion de estos microorganismos cada

uno recibe un nombre de acuerdo con el papel que desempefia’™.

El hongo recibe el nombre de micobionte, el cual se encarga de proteger al alga de las
radiaciones que recibe del sol, ademas de proporcionarle agua y sales minerales (figura 6).
Por otra parte, el alga o bien conocido como el componente fotobionte, realiza la fotosintesis
y proporciona al hongo alimento y vitaminas. Los liquenes aprovechan la capacidad del

fotobionte de sintetizar hidratos de carbono para su desarrollo y la producciéon de metabolitos

secundarios conocidos como sustancias o metabolitos liquénicos™.
s ; :

Figura 6. Liquen en la corteza de un arbol.

Debido a su sensibilidad a cambios abruptos en sus habitats, asi como a la contaminacion
atmosférica, los liquenes se emplean en el monitoreo de contaminacion ambiental. Asimismo,
también se ocupan como indicadores de bosques con altos valores de conservacion y para la

identificacion y mapeo de sitios criticos de biodiversidad™.
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2.2.1 Localizacion o Distribucion Geografica de los Liquenes

El estudio de la liquenologia en México es considerado por muchos muy reciente, dado que
todavia se desconoce la cantidad de especies que existen en el pais y solo se tiene un numero
aproximado. Se estima, por ejemplo, que solo en la porcion tropical del pais puede haber
3,600 especies que es la mitad de las calculadas para todo el neotropico. Si se toma en cuenta
que Mexico es también diverso en climas y tipos de vegetacion no tropicales, el numero de
especies de liquenes quizas alcance las 5000'¢, se puede ver en la Figura 7, las especies

conocidas en México.
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HGD meeessssssssssssssssssss 275
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QRO mm 27
OROO oo 30
SLPF e G4
SN ————— 52
pflpe — WA
TAB 1 1
TAMS = 110
TLAX mm 41
Ve . 7 (10
YUC mm 26
ZAC =mmmm 57

0 100 200 300 400 500 8600 700 800

710

511

Figura 7. Especies de liquenes conocidas en la Republica Mexicana, tomando en cuenta 1424
especies tnicamente’.
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2.2.2 Morfologia y Anatomia del Talo

La simbiosis es ampliamente aceptada como una fuente de innovacion evolutiva en la que dos
organismos se benefician. La morfologia y anatomia de los liguenes son muy adaptadas a las
restricciones impuestas por el medio ambiente a la simbiosis mutualista™. La forma del talo

de liquen lo determina principalmente por el hongo'.

2.2.2.1 Formas de crecimiento de los liguenes

Los liguenes se encuentran en cuatro formas de crecimiento: crustaceos, foliosos, fruticulosos

y escuamuloso, descritas en la tabla 2. Estas formas representan esencialmente diferentes

hifas fungicas que constituye la mayor parte del talo del liquen™@.

Forma de
crecimiento

Lugares de crecimiento

Aparece en superficies de muchos tipos de

Descripcion

En la mayoria de los liquenes, la superficie
superior del talo esta formada por hifas
densamente agregadas, tienen paredes
gruesas y muy gelatinizadas formando una

Crustosa sustratos diferentes en lo que se incluye rocas, :
A . T capa protectora conocida como corteza
o] madera, suelo, vidrio, tejas, pavimiento vy . . :
. . superior. Los pigmentos son importantes para
crustaceos corteza de los arboles, donde usualmente : .
. g el fotobionte ya que reduce los niveles de
estan adheridos’®. o . .
radiacion solar que llegan al interior del talo,
ya que las células de las algas pueden
dafarse al estar expuestas a demasiada luz'®.
Algunos tipos de liquenes foliosos se adhieren
a sus sustratos mas o menos en el centro del
sustrato en la parte inferior de la corteza. Esta | Los liquenes foliosos tienen forma de hoja, son
. forma de fijacion recuerda en cierto modo a un | planos y soélo estan parcialmente adheridos al
Foliosa o . o . . . 17
foli4ceo cordén umbilical. Existe otro tipo de adherencia | sustrato'”.

en la que carecen de corteza inferior, y el talo
esta adherido directamente al sustrato en el
que se encuentra mediante hifas procedentes
de la médula’®.

Fructiculosa

Estan unidos a su sustrato por uno o varios
puntos'®. Siempre sobresalen de la superficie
de la superficie del sustrato. Los liquenes
fruticulosos se encuentran en una amplia gama
de climas, desde el desierto hasta la selva
humeda y en varios tipos de sustratos'’.

El talo de un liquen fruticuloso es una
estructura tridimensional. Existen muchas
formas diferentes, desde relativamente
sencillas, con forma de pelo o de dedo, hasta
otras con forma de tira o intrincadamente
ramificados’®.

Escuamulo

El talo de estos liquenes parece estar formado
por numerosas escamas pequefias que suelen
estar parcialmente libres del sustrato en el que
se encuentran’®,

Particularmente son comunes en el suelo,
pero también pueden encontrarse en otros
sustratos como troncos vivos y muertos'®.

Tabla 2. Cuadro comparativo de formas de crecimiento de liquenes.
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2.3 Sustancias liquénicas

Las condiciones en las cuales viven los liquenes son la razon de la produccion de muchos
metabolitos que proporcionan una buena proteccion contra diversas influencias fisicas y

bioldgicas negativas. Los metabolitos sintetizados por los liquenes se dividen en dos grupos’®:

e Primarios (Intracelulares): Incluyen proteinas, aminoacidos, carotenoides, polisacaridos y
vitaminas.

e Secundarios:

La mayoria de los compuestos organicos que se encuentran en los liquenes son metabolitos
secundarios. Se conocen mas de 700 metabolitos secundarios de los liquenes, la mayoria de

los cuales son exclusivos de estos organismos’®.

Cuando estan formados, los metabolitos secundarios de los liquenes parecen ser
extremadamente estables y la produccion del compuesto puede fluctuar con los cambios de
temperatura. Una de las principales funciones es proteger de los niveles de luz, especialmente

en el rango ultravioleta.

Los liquenes y otros productos naturales siguen siendo una reserva sin explotar de
compuestos quimicos potencialmente Utiles no sdlo como farmacos; mas del 50 % de todos
los medicamentos modernos son de origen natural, y los productos naturales desempefian un

papel importante en los programas de desarrollo de farmacos de la industria farmacéutica™.

Las sustancias secundarias de los liquenes presentan una enorme gama de actividades
farmacéuticas notables y que estas importantes propiedades de las sustancias de los liquenes
las convierten en posibles productos farmacéuticos. Los liquenes y sus metabolitos
secundarios presentan muchas funciones biolégicas como: antimicrobianos, antioxidantes,

antivirales, anticancerosas, antigenotoxicos, antiinflamatorios, analgésicos y antipiréticos’®.
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2.3.1 Acido lecanoérico

El acido lecandrico es un dépsido (figura 8), los cuales son compuestos polifendlicos formados
por dos 0 mas unidades aromaticas monociclicas unidas por un enlace éster. Los mas

comunes son productos de esterificacion intermolecular de unidades similares o idénticas?.

OH O

OH O OH
O CHa
HO CH,4

Figura 8. Estructura del Acido lecandrico

En la tabla 3 podemos observar las propiedades fisicoquimicas del acido lecandrico.

Propiedades
Peso molecular 318.28 g/mol
Punto de fusion experimental 176°C
Punto de ebullicion 557.1 +/- 50.0°C
Presion 760 Torr
Densidad 1.492a20°C
pKa 2.57 +/-0.25
Solubilidad Acetona y Metanol

Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas del Acido lecanérico?’.
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2.4 Métodos generales de extraccion

Para la obtencién de principios activos del material vegetal es importante que se considere el
método de extraccion pertinente para tener el mayor rendimiento posible con el cual sea

posible trabajar, para ser considerado rentable y reproducible.

Teniendo conocimiento del material vegetal con el cual se trabajara, se busca un método
extractivo adecuado para aislar el principio activo. Dentro de la gran variedad de métodos que

se emplean podemos encontrar los mas utilizados en la tabla 422:

Método de extraccion Definicion Tipos

En esta técnica los principios activos estan Expresion, Calor e

Extraccién mecanica = . ) -
disueltos en los propios fluidos de la planta. Incisiones

La técnica se basa en la diferencia de
Por arrastre de vapor,

Extraccion por volatilidad de los componentes que tiene el @ . ,
o g U . . - simple, fraccionada vy al
destilacion principio activo o material vegetal, permitiendo vacio
la separacion de componentes??, '
Discontinuas

Maceracion, Digestion,

El proceso consiste en que la droga vegetal % =
Infusion y Decoccion

tiene que estar en contacto con el disolvente en
el cual el principio activo deseado sea soluble?®?.

Extraccion por

disolventes
Continuas

Percolacion y Soxhlet

Tabla 4. Métodos generales de extraccion.

2.5 Métodos de purificacion y separacion

La purificacion y aislamiento de los principios activos se pueden llevar a cabo por métodos
fisicoquimicos o por métodos cromatograficos?? como se muestran en la tabla 5, siendo los
métodos fisicoquimicos el modo directo de hacerlo, ya que estos métodos incluyen toda una
serie de operaciones como la sedimentacion, decantacion, centrifugacion, filtracion,

cristalizacion, extraccion, etc.

Por otra parte, los métodos cromatograficos la separacion de mezclas (algunas veces mezclas
muy complejas de multicomponentes) se logra por exposicion de la mezcla a un sistema

bifasico que se deja llegar a equilibrio®.



METODO

Fisicoquimico

| TIPO

Filtracion

DESCRIPCION DEL TIPO DE METODO
Se usa para retirar componentes solidos
presentes en liquidos o soluciones.

Decantacion

La decantacion consiste en una separacion
por densidad.

Cristalizacion

La cristalizacion es usualmente el mejor
método para la purificacion de un solido?.
En este proceso, las moléculas se van
uniendo de manera ordenada en una red
cristalina.

Cromatogréficos

Capa fina

Este método es utilizado en la separacion de
mezclas de toda clase de productos
naturales y esta reconocido como técnica
analitica importante?® en ciertas condiciones
de separacion, elegidas en funcion de las
caracteristicas de la mezcla que se necesita
separar?.

Columna

Consiste en colocar una muestra en una
columna cilindrica que contiene una fase
estacionaria solida, permitiendo que su fase
movil liquida sea contenida en la columna
mientras fluye a través de ella por medio de
la gravedad o presion aplicada en la parte
superior del disolvente?®®.

Flash

Consiste en desarrollar una columna
cromatografica mediante la aplicacion de
una presion en la parte superior o inferior de
la columna con objeto de acortar los tiempos
de separacion, para evitar la alteracion de
los compuestos?.

Tabla 5. Tipos de métodos de purificacion y separacion.
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2.6 Estudios in silico

Los estudios in silico son aquellos que tienen por objetivo realizar simulaciones utilizando

métodos computacionales mediante el procesamiento de datos?’.

Cuando nos encontramos con nuevos compuestos extraidos de productos naturales o
sintetizados experimentalmente, de los cuales se desconoce su actividad biologica,
enfrentamos un mundo de posibilidades para encontrar el uso adecuado de ellos.
Particularmente cuando se intenta determinar si seria candidato para un posible farmaco o

actividad biologica.

Actualmente la quimica computacional nos ha ayudado a predecir si ciertos compuestos son
compatibles con blancos bioldgicos determinados o si es un compuesto viable para realizarle
mas estudios en un futuro. Tal como se menciona en el libro Introduccion a la quimica
computacional, dentro la gran diversidad de definiciones sobre la quimica computacional, la

que mejor puede identificarse en esta investigacion es:

“la quimica computacional pretende brindar tanto técnicas operacionales para resolver los
formalismos de los modelos tedricos como probar su validez mediante la comparacion

simultanea con los datos experimentales’.

Por otra parte, los diferentes softwares que existen actualmente nos pueden ayudar a
determinar qué tan buena es la interaccion de las macromoléculas con los nuevos ligandos
(compuestos), complementando la investigacion enfocada hacia algun padecimiento y pueda

ser escalado a pruebas in vitro e in vivo.

Todos los métodos mencionados tienen como proposito realizar un estudio de compuestos
para mejorar su afinidad y selectividad hacia un objetivo farmacologico especifico. O bien se
pueden utilizar para estimar las propiedades fisicoquimicas y bioldgicas, como la solubilidad,

biodisponibilidad o la toxicidad 2.
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2.7 PASS (Prediction of Activity Spectra for Biologically Active Substances)

El software PASS (por su traduccion en esparfiol como Prediccion de Espectros de Actividad
para Sustancias) predice mas de 300 efectos farmacoldgicos y mecanismos biogquimicos
sobre la base de la formula estructural de una sustancia y presenta los resultados de la
prediccion como una lista de tipos de actividades, con las probabilidades de presencia (Pa) y

ausencia (Pi)%.

Este recurso esta disefiado para la prediccion de las actividades biologicas (mas de 4.000
tipos) de compuestos organicos, con una precision promedio superior al 95% de acuerdo con
la investigacion realizada por Filimonvov D & Poroikkov. La prediccion se basa en un analisis
de las relaciones estructura-actividad, que contiene informacion sobre la estructuray actividad

bioldgica de mas de 300.000 compuestos organicos?.

Para la interpretacion de los resultados obtenidos, los valores que nos da el software se

pueden interpretar de la siguiente manera:

— SiPa > 0.7, es muy probable que la sustancia muestre la actividad en el experimento, pero
la probabilidad de que la sustancia sea el analogo de un agente farmacéutico conocido
también es alta®.

— Si0.5<Pa<0,7, es probable que la sustancia muestre la actividad en el experimento, pero
la probabilidad de que sea un analogo de un agente farmacéutico conocido también es alta.
Significa que la actividad en el experimento es grande, pero la probabilidad de que la sustancia
sea analogo de los agentes farmacéuticos conocidos es menor®,

— Si Pa < 0,5, es poco probable que la sustancia muestre la actividad en el experimento. Sin
embargo, si la presencia de esta actividad se confirma en el experimento, la sustancia podria

ser una nueva entidad quimica®.
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2.8 Consenso de Proteinas

Es el analisis de un conjunto de estructuras proteicas, tratandose de la superposicion de varias
proteinas para observar las similitudes en las secuencias de aminoacidos de dos o mas
proteinas. A partir de estos hallazgos es posible determinar si existe una semejanza
significativa entre los aminoacidos de las proteinas cuando se estan realizando una

comparacions'.

La coincidencia maxima se puede definir como el mayor numero de aminoacidos de una
proteina que se puede emparejar con los de otra proteina al tiempo que permite todas las
eliminaciones posibles®!, esto puede evaluarse con los valores obtenidos del RMSD al
momento de realizar un alineamiento y superposicion de las proteinas (como se puede ver en
la figura 9) en las que se esta realizando una comparacion. Si la proteina tiene un valor menor
a4 A, se considera que las proteinas son similares, si estos valores son mayores a 4 A, ya se

puede comenzar a considera que tienen ciertas diferencias.

Figura 9. Ejemplo de consenso de proteinas
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2.9 Acoplamiento Molecular (Docking)

El acoplamiento molecular es un método bioinformatico que permite predecir y calcular
computacionalmente la posicion mas favorable de interaccion entre un ligando y un blanco

(usualmente proteico) a partir de sus representaciones tridimensionales®.

Los ligandos son un amplio grupo de: macromoléculas, moléculas pequenas de diferente
naturaleza, desde hormonas, neurotransmisores, farmacos o compuestos aislados a partir de
diferentes fuentes naturales (como los alcaloides presentes en extractos de plantas) y ligandos
inorganicos. Mientras que, los blancos terapéuticos son generalmente moléculas grandes
como acidos nucleicos (DNA/RNA) o proteinas. De esta forma, un ligando que se une a su

blanco correspondiente puede tener una actividad bioldgica de inhibicién o activacion®.

2.10Molecular Operating Environment (MOE)

Es un software de paga en el que se requiere una licencia para su uso. Es de utilidad en la
investigacion de nuevos farmacos, siendo un programa que integra la visualizacion,
preparacion, acoplamiento y simulacion molecular, facilitando el desarrollo y disefio de nuevas

moléculas, permitiendo su estudio de acuerdo con el enfoque que sea de interés.

Para este proyecto fue indispensable el uso del programa, para conocer la actividad bioldgica
entre el ligando obtenido a partir del liquen y la proteina de interés relacionada con la
hipercolesterolemia. No obstante, el estudio resulta de apoyo para obtener un analisis y
determinar si podria funcionar como el principio activo de un nuevo farmaco, observando su

representacion en 3D junto con las interacciones en el moldeado molecular.

2.11Diagrama de Ramachandran

Hablando desde el punto de vista teorico, el “Diagrama de Ramachandran inicio para poder
explicar la conformacion de los aminoacidos estableciendo reglas muy logicas de atraccion y

repulsion interatomicas en un mapa simple®?.



La conformacion de la estructura secundaria de una proteina puede expresarse en funcion de
algunos angulos en su columna vertebral expresados en pares (¢, W) que pueden
representarse en un grafico tipo Ramachandran para facilitar su interpretacion®. El angulo Phi
() esta constituido por los enlaces C-N-Ca-C (C es parte del carbonilo) y Ca-C, y el angulo

Psi (y) estéa definido por los atomos en los enlaces N-Ca-C-N34,

Por lo que, el diagrama de Ramachandran es una representacion de la distribucion de los
angulos de torsion en la estructura de una proteina y como influye en su funcion biologica.
Existen mayoritariamente dos zonas de angulos @ y Y permitidos, ambas con valores negativos
del angulo @, y que se diferencian por el valor positivo o negativo del angulo y. Cada punto
(@, W) en el diagrama representa a un aminoacido de la cadena polipeptidica®*, como se

muestra a continuacion en la figura 10.

ot 5 +
| P
i ® °© sP
5% ,t'_ X 1
._ Laminas [3
vcr: t
\ %
@t
A
2 0 —o— — N - — — -
o o ‘
ut © B B
<
ot ° +
.
- Helice o
] - ;
y_\‘ R o . . . K
bl 135 %0 “5 0 45 50 %0

P

Figura 10. Imagen modificada de un ejemplo representativo del Diagrama de Ramachandran®.
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2.12Dindmica Molecular

La dinamica molecular es una simulacion computacional, basada en los principios fisicos de
los 4tomos y las moléculas®®, permite analizar el comportamiento o evolucion de un sistema
(fisico, quimico o biolégico) a través del tiempo®. Se establece un periodo de tiempo
determinado para la interaccion entre los atomos y las moléculas. Las trayectorias de los
atomos y las moléculas vienen determinadas por las leyes de Newton y las fuerzas entre

atomos y las moléculas vienen definidas por el campo de fuerza aplicado®.

Operacionalmente, es un método que genera las trayectorias de un sistema compuesto de N
particulas por integracion numérica directa de las ecuaciones de movimiento de Newton (Ley
de la fuerza y aceleracion y Ley de accion y reaccion)®, en las que se aplica en cada particula
presente en el sistema de estudio para calcular las fuerzas que actuan en ellas y poder

determinar la posicion que tendra la particula en la dinamica a lo largo del tiempo.

2.12.1 Root Mean Square Derivation (RMSD)

El RMSD es una medida utilizada para evaluar la similitud o diferencia entre dos estructuras
moleculares; esto se puede interpretar de acuerdo con el valor de RMSD que se tenga, si lo
que se tiene es un valor bajo indica que existe una mayor similitud en las estructuras, pero si

este valor es muy alto entonces existe diferencia en las estructuras.

Sin embargo, el RMSD no solo nos indica si las estructuras que estamos evaluando son
similares, entrando en el contexto de la dinamica molecular se van evaluando los valores de
RMSD en donde observamos los desplazamientos posicionales de los atomos en un tiempo
determinado (puede medirse en picosegundos ©0 nanosegundos) como por ejemplo los
carbono a en una proteina utilizando las estructuras iniciales y la media de cada trayectoria

como estructura de referencia®’ (figura 11).
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Figura 11. Ejemplo de grafico de RMSD (nm) con respecto al tiempo (ps)*'.

2.12.2 Root Mean Square Fluctuation (RMSF)

Esta es una medida numérica similar a RMSD, pero en lugar de indicar las diferencias de
posicion entre estructuras completas a lo largo del tiempo, RMSF es un calculo que mide la
desviacion promedio de una particula a lo largo del tiempo®, es decir la fluctuacion atémica
explica el nivel de flexibilidad de una proteina durante una simulacion en dinamica molecular®,
estos valores se miden utilizando la distancia medida en A para determinar que tanto se
desvian los atomos, esto se puede visualizar en la figura 12.

Si tenemos fluctuaciones mas pronunciadas entre los atomos, nos indica mayor movimiento o
flexibilidad en la proteina, en el caso contrario de no tener fluctuaciones tan pronunciadas los

atomos se mantienen estables.
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Figura 12. Ejemplo de grafico de RMSF (A) con respecto al numero de atomos que fluctuan®.
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2.12.3 Radio de Giro

El radio de giro (Rg) se define como la distribucion de atomos de una proteina alrededor de
su eje. La longitud que representa la distancia entre el punto cuando gira y el punto donde la
transferencia de energia tiene el efecto maximo da Rg. El calculo de Rg y los calculos de
distancia son los dos indicadores mas significativos que se utilizan ampliamente para predecir
la actividad estructural de una proteina cuando esta relacionada con la interaccion con un
ligando ya que cuando un ligando se une a la proteina, se produce un cambio conformacional
que modifica el radio de giro. La compacidad de una proteina se determina con un valor Rg

menor en cambio si este valor aumenta la proteina se va deformando®*(figura 13).

2

Rg (nm)

=k d = 1 "

0 1000 2000 3000 4000 S000
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Figura 13. Ejemplo de grafico de Radio de giro (nm) con respecto al Tiempo en (ps)*.
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. JUSTIFICACION

En las ultimas décadas, hemos sido testigos de la creacion de nuevas moléculas para la
elaboracion de farmacos, basandonos en los remedios utilizados por nuestros antepasados para
curarse. Sin embargo, seguimos enfrentando la necesidad de buscar alternativas que mejoren
nuestra salud sin generar efectos que puedan debilitar aun méas nuestro organismo. Por lo tanto,
se buscan mejores opciones que favorezcan el desarrollo de farmacos obtenidos mediante
productos naturales, ya que estos presentan ventajas significativas en términos de sostenibilidad

y una menor cantidad de efectos adversos para la salud.

El liquen cuenta con mas de 700 metabolitos secundarios, de los cuales se conoce muy poco la
actividad y/o comportamiento bioldgico que tenga cada uno de ellos. Sin embargo, el acido
lecandrico es un metabolito importante ya que se encuentra presente en la mayoria de las especies
de liquenes de las que se tiene conocimiento y se ha llegado a investigar su aislamiento. Partiendo
de esto, se investigo la posible actividad biologica de la molécula mediante métodos in silico,

seleccionando aquella que tuviera un gran impacto en la poblacion.

Desde hace varios afos se ha sido testigo de los problemas de salud relacionadas con una mala
alimentacion, un ejemplo claro es el incremento de casos de obesidad y diabetes tanto en México
como en el mundo. La pregunta que uno se haria en este punto seria ;Cual es relacion que tienen
estas dos enfermedades tan conocidas? Se conoce que es un tema del que el sistema de salud
muestra una gran preocupacion por las complicaciones que se tiene a largo plazo. Si no se sigue
el tratamiento adecuado, una dieta balanceada y actividad fisica, las personas desconocen el
desbalance que tienen en su cuerpo; para conocer el estado de salud es necesario que se realice
la deteccion de los niveles de colesterol en la sangre, si estos niveles son altos pueden ocasionar

problemas graves en la salud o incluso una defuncion.

En el pais el incremento de casos por enfermedades cardiovasculares va en aumento de manera
progresiva ya que se estan presentando en personas jovenes entre los 20 y 35 afios algo que es

preocupante para la salud publica.

Por lo anterior es necesario redoblar los esfuerzos en la investigacion sobre farmacos que

mantengan los niveles de colesterol adecuados para tener una buena salud cardiovascular.
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V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Extraer, purificar y caracterizar el acido lecanérico mediante métodos de extraccion
utilizando como material vegetal liquen (Parmelia flaventior); para realizar estudios in silico
en blancos biologicos relacionados a la hipercolesterolemia que nos permita establecer la

relacion estructura quimica-actividad biologica.

OBJETIVOS PARTICULARES:

e Extraer el acido lecanorico a partir de liquen (Parmelia flaventior) mediante algun
método de extraccion.

e Purificar el acido lecandrico obtenido.

e Caracterizar el acido lecanodrico a través de técnicas espectroscopicas: IR y RMN
("Hy 13C).

e Establecer los posibles blancos biolégicos (Proteinas).

e Elegir los blancos biolégicos para llevar a cabo los estudios.

e Realizar estudios in silico (Docking y Dinamica molecular) del blanco biolégico

seleccionado frente al acido lecanorico.
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Se

V. METODOLOGIA

5.2 Metodologia Experimental

sigui6é una metodologia para extraer, aislar y caracterizar el acido lecandrico, de acuerdo

con el siguiente diagrama.

a
b
C.
d

- o

= Q@

. Recoleccion del material vegetal (liquen).

. Preparar el material vegetal.

Dividir el material recolectado en dos matraces etiquetados como Ay B.

. Utilizar en el matraz A metanol y llevar a cabo un proceso de digestion. Luego en el matraz

B utilizar acetona y efectuar un proceso de maceracion.

Observar el extracto obtenido en una placa cromatografica.

Filtrar el extracto con carbon activado y acetona fria.

Realizar una columna cromatografica para separar los componentes.

Recristalizar los componentes aislados.

Llevar a cabo mediante técnicas espectroscopicas la caracterizacion del acido lecanorico,
en IRy RMN.
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5.3 Estudios in silico del Acido lecandrico

Finalmente se llevd a cabo el analisis computacional para encontrar el posible blanco biologico

en relacion estructura quimica y/o actividad bioldgica, el cual consta de los siguientes pasos:

a. Determinar la posible actividad bioldgica con PASS (Prediction of Activity Spectra for
Biologically Active Substances).

b. Realizar un consenso de proteinas y analisis en los diagramas de Ramachandran, de
acuerdo con la informacion obtenida del PDB.

c. Seleccionar el blanco biolégico favorable para realizar los estudios in silico.

d. Realizar una minimizacion del receptor seleccionado para ajustarse a las condiciones sin
los ligandos que ayuden a la molécula.

e. |dentificar y analizar los sitios obtenidos mediante Site Finder, herramienta dentro del
programa MOE.

f. Realizar un Acoplamiento molecular del acido lecandrico con el blanco bioldgico de interés
con MOE.

g. Encontrar la mejor energia de interaccion Ligando-Receptor.

h. Ejecutar una dinamica molecular del acido lecandrico con el blanco bioldgico seleccionado
y un farmaco de referencia.

I. Analizar los resultados obtenidos de RMSD, RMSF y Rg de las Dinamicas realizadas.
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VI RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

1.- Extraccion: De acuerdo con la metodologia se realizé la extraccion del acido lecandrico en dos
procesos diferentes y con disolventes distintos los cuales se compard con el compuesto de
referencia del acido lecandrico (figura 14). En el proceso de maceracion se logré una extraccion

del acido con un rendimiento del 0.52% que en comparacion al 1% reportado *'.

Figura 14. Compuesto sdlido de Acido Lecandrico color café claro, extraido por medio de la maceracion.
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Mientras que en el proceso de digestion el compuesto que se obtuvo no corresponde con el
acido lecanorico, es posible que el método alterno que se utilizé no era el adecuado con las
condiciones de extraccion a la que fue sometido (figura 15). Sin embargo, se obtuvo otro
componente que, de acuerdo con las condiciones experimentales donde se realizé la

extraccion nos arrojo un producto distinto con un rendimiento del 1.21%.

Figura 15. Compuesto solido desconocido nacarado, extraido por medio del proceso de digestion con un
rendimiento de 1.21%

En la tabla 6 se presenta algunas propiedades de ambos compuestos que fueron extraidos.

Compuesto Punto de . o
extraido fusion Solubilidad Apariencia
Acido Lecanorico 180°C Acetona Polvo de apariencia
Metanol amarillenta-naranja.
Cristales en forma de
Desconocido 146°C Acetona hoja muy finos, de color
aperlado.

Tabla 6. Caracteristicas de los compuestos obtenidos experimentalmente.



2.- Caracterizacion: Posteriormente se realizo la caracterizacion de ambos compuestos mediante
técnicas espectroscopicas como IR y RMN en DMSO, de cada compuesto extraido.
Se comienza con el IR obtenido del Acido lecandrico, en el que podemos notar las bandas mas
relevantes como es el caso de los acidos carboxilicos que las podemos encontrar en un rango de
3500-2500 cm™" correspondiente a los estiramientos O-H del grupo carbonilo, vibraciones C=C en
1600-1450 cm', 1160 cm™' C=0-y 3000 cm~'C-H como se puede mostrar en la Figura.15 IR Acido

lecanorico, estos datos se pueden confirmar en los resultados de NMR de la Tabla 7.

3880 3380 2880 2380 1880 1380 880 380

Numero de Ondas (cm™)

Figura 16. IR Acido lecandrico

Resultados de 'H NMR del Acido Lecandrico

OH O

OH © /@leOH
/EjLQ C

SHy

HO CHy

'H NMR (400 MHz, ) 5 10.13 (d, J = 55.3 Hz), 6.57 (d, J = 82.8 Hz), 3.74 (s), 2.64 —
2.36 (M), 2.16 (d, J = 32.3 Hz), 1.94 (s).

Tabla 7. Resultados de RMN 1H para el Acido Lecanorico.
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En el IR del compuesto desconocido se observa una banda menos que €s menos sobresaliente
de O-H en 3399.84cm, pero que se puede seguir siendo muy evidente, al igual que C-H en
3007.82 cm™" simétrico y asimétrico 2943.97cm™, 1618-1597cm™ C=C y 1156.58 cm™ R-O-R
(Figura 17).

g

Z843.5Tcm-1

oof P
A
:

3353 Bom 1

ST

37 T T T T
4000 3500 3000 2500 2000

Figura 17. IR Compuesto Desconocido

En los experimentos de Resonancia Magnética Nuclear de H'y '3C se obtuvieron los siguientes

resultados descritos en la tabla 8.

Resultados de "H NMR del Compuesto Desconocido
"H NMR (500 MHz, DMSO) & 11.65 (s, 1H), 10.09 (s, 1H), 6.28 (s, 1H), 3.81 (d, J =
23.5 Hz, 3H), 2.32 (d, J = 37.2 Hz, 3H), 1.94 (s, 3H).

3C NMR (126 MHz, DMSQO) 6 171.90 (s), 161.81 (s), 160.07 (s), 138.81 (s), 110.55
(s), 108.16 (s), 103.96 (s), 51.90 (s), 23.51 (s), 8.00 (s).
Tabla 8. Resultados de RMN del Compuesto Desconocido

Con base en los resultados de los espectros de IR y RMN de 'H y C, se predijo la posible
estructura (figura 18) del compuesto desconocido, que muestra similitud en estructura al acido
lecanorico, pero con mayores sustituyentes, esto se atribuye a las diferentes condiciones de
extraccion, se propone una esterificacion entre el disolvente utilizado y uno de los metabolitos,

extraidos del liquen, lo que ocasionod la obtencion de un producto diferente.
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Figura 18. Posible estructura del Compuesto Desconocido.

3.- Ensayos in silico: Continuando ahora en la parte de los ensayos in silico, se investigd con ayuda
del programa PASS, la posible actividad del acido lecandrico demostrado en la tabla 9 para
determinar el blanco bioldgico con el que se podria trabajar, obteniendo un valor favorable de Pa
0.769 como inhibidor de la sintesis del colesterol, o que indica que puede tener una estructura

similar de un farmaco ya conocido.
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PASS 1.783 - Prediction of Activity Spectra for Substances
Copyright (C) 1998-2883 V. Poroikov, D. Filimonov & Associates

Chemical Structure File: acido lecanorico.mol
> <DRUG_LIKENESS>
8.665

> <ACTIVITY_PREDICTION:
28 Substructure Descriptors; @ new.
287 of 988 Possible Activities at Pa » Pi.
Pa Pi for Activity:

8.841 @.885 Fibrinolytic

8.815 @.811 Antiseborrheic

8.769 @.822 Cholesterol synthesis inhibitor
8.722 @.887 Melanin inhibitor

B.718 @.829 Lipid metabolism regulator

@.745 @.868 Membrane integrity agonist

B.668 @.887 Keratoses actinic (solar) treatment
8.652 @.821 Topoisomerase II inhibitor

8.674 @.853 Tyrosine phosphatase inhibitor
8.628 @.814 Hypotermic

8.634 @.823 GABA C receptor agonist

2.613 @.886 Keratolytic

B.673 @.876 Phosphatase inhibitor

?.688 @.815 Spermicide

#.595 @.818 Cholesterol antagonist

8.619 @.849 Inflammatory Bowel disease treatment
8.583 @.814 5 Hydroxytryptamine release inhibitor
8.587 @.828 Antiinflammatory

8.672 @.114 Apoptosis agonist

8.569 @.812 Antipyretic

#.555 @.887 Phospholipase A2 inhibitor

2.591 @.843 Atherosclerosis treatment

#.554 @.818 Prostaglandin antagonist

8.544 @.887 Phospholipase inhibitor

8.546 @.824 Antipsoriatic

8.522 @.815 Ulcerogenic

8.538 @.832 Complement inhibitor

8.521 @.819 Antiinflammatory, intestinal

8.517 @.828 Antacid

2.511 @.824 Free radical scavenger

8.525 @.846 Dermatologic

8.583 @.825 Rheumatoid arthritis treatment
8.513 @.837 Antihypercholesterolemic

®.595 @.128 Vascular (periferal) disease treatment

Tabla 9. Resultados obtenidos mediante al programa PASS.

Los estudios in silico se desarrollaron, seleccionando a HMG-CoA reductasa, ya que €s la enzima

reguladora en la sintesis del colesterol como blanco biolégico de estudio.

Lo que se busca es inhibirla para tratar de reducir los niveles de colesterol alto que se encuentran
presentes en la sangre. De acuerdo con las enzimas encontradas en el PDB se realizd un censo

para determinar la estructura con la cual se podria trabajar de acuerdo con la tabla 10.
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Cddigo
PDB
THWI COMPLEX OF THE CATALYTIC PORTION OF HUMAN HMG-COA REDUCTASE

WITH FLUVASTATIN
THWJ COMPLEX OF THE CATALYTIC PORTION OF HUMAN HMG-COA REDUCTASE
WITH CERIVASTATIN
THWS8 COMPLEX OF THE CATALYTIC PORTION OF HUMAN HMG-COA REDUCTASE
WITH COMPACTIN (ALSO KNOWN AS MEVASTATIN)
THW9 COMPLEX OF THE CATALYTIC PORTION OF HUMAN HMG-COA REDUCTASE
WITH SIMVASTATIN
THWK | COMPLEX OF THE CATALYTIC PORTION OF HUMAN HMG-COA REDUCTASE
WITH ATORVASTATIN
THWL COMPLEX OF THE CATALYTIC PORTION OF HUMAN HMG-COA REDUCTASE
WITH ROSUVASTATIN (FORMALLY KNOWN AS ZD4522)

Tabla 10. Seleccion de estructuras proteicas para analizar.

Nombre de la Proteina

Posteriormente se realizd una comparacion de estas estructuras mediante un consenso de
proteinas (Figura 19) para poder analizar las similitudes en sus aminoacidos, mediante un proceso
de comparacion en su alineamiento, calculando el valor del RMSD entre las estructuras de las

proteinas tridimensionales (estos valores se visualizan en la tabla 11).

Figura 19. Alineacion y superposicion de las proteinas (imagen generada en MOE).



1:1HWS

5:1HW9

9:1HWI

13:1HW3J

17 : THWK

21:1HWL

Tabla 11. Comparacion del RMSD entre las proteinas HMG-CoA reductasa encontradas en PDB.

En el caso de la HMG-CoA reductasa, obtenemos un valor de 0.484 A, este valor es menor a 4A,
por lo cual se considera que las estructuras de las proteinas son similares, si en dado caso este

valor fuera mayor a 4A entonces tendriamos una diferencia entre las estructuras analizadas.

Asi mismo, se realizd un Diagrama de Ramachadran en MOE para comprender e identificar las
regiones permitidas y prohibidas en términos de energia y estabilidad conformacional de una

proteina al ser flexible al plegarse (figura 20).

Este diagrama nos permitio tener un panorama de las zonas que estan permitidas y prohibidas, al
momento de que se llegue a su estructura tridimensional. Por lo que, si encontramos puntos dentro
de las zonas permitidas de color verde y amarillo, nos indica que los aminoacidos presentes
ayudan a que la proteina llegue a su forma tridimensional y sea estable, en cambio, cuando

encontramos cruces rojas son los valores atipicos de los residuos.

El Diagrama de Ramachadran de la proteina 1THWK, cuando encontramos puntos en las zonas
prohibidas, podemos entender que no podrian tener una estructura adecuada y estable, pero esto
puede suceder en algun momento en ciertas conformaciones, por lo que no compromete la

estabilidad en el plegamiento de la proteina.
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Figura 20. Diagrama de Ramachadran de la proteina 1THWK generada en MOE.

De acuerdo con la Tabla 12 se observa que se tiene un 0.32% de valores atipicos en la proteina,
esta interpretacion deja claro que su estructura no presentara una mayor deformidad que pueda

comprometer la interaccion entre la proteina y el ligando.

# + | Chain Residue P=si Phi Score Region
1 1:[1IHWK.A] SER 463 1a87.2 58.7 @.88817 outlier
2 1:[1HWK.A] ALA 473 -34.9 -163.8 @.88a837 outlier
3 1:[1HWK.A] ASN 636 -28.1 58.7 @.88848 outlier
4 1:[1HWK.A] ALA 753 -8l.3 -2.5 @.88881 outlier
5 2:[1HWK.BE] TYR 514 -19.9 -161.3 @.88849 outlier
B 2:[1HWK.BE] ASN 636 -16.3 59.6 @.88848 outlier
7 4:[1HWK.D] GLU S48 -22.9 56.5 8.88838 outlier
a8 4:[1IHWK.D] ASHN 636 -15.4 58.9 @.8e8835 outlier

Tabla 12. Valores atipicos de Residuos en la proteina THWK generado en MOE.



Posteriormente, se procedié a seleccionar 6 proteinas, entre las cuales se eligié el receptor con
codigo PDB 1HWK. La razdn detras de esta eleccion se basé en que la investigacion se llevo a
cabo utilizando atorvastatina, un principio activo ampliamente conocido. Por lo tanto, se decidié
examinar el comportamiento del acido lecandrico en la proteina, tomando la Atorvastatina como

referencia para el estudio.

Una vez que se obtuvo el acido lecanérico como ligando, utilizamos el software MOE para emplear
la funcion de Site Finder. Esta herramienta nos permitio identificar los sitios de union, también
conocidos como sitios activos, para lograr la interaccion mas adecuada entre el ligando y el

receptor.

Para determinar el sitio 0ptimo de la interaccion con el ligando, se investigaron en la literatura los
principales aminoacidos que contribuyen a la estabilidad en dicho sitio (figura 21). Estos
aminoacidos clave son ARG590, SER565, Lys735, Leu565, Leu853, Ala856, Lys692, Asp690,
Ser684, Lys691, Asp767, Val683, Leu857 y Glu559 #3v 44, Es importante mencionar que estos
aminoacidos no interactuan todos al mismo tiempo ni en el mismo sitio con las estatinas. Cada
estatina es unica y difiere en tamano y en la interaccion con estos residuos. No obstante, la

efectividad de cada estatina no depende necesariamente de estas diferencias en la interaccion.

Figura 21. Seleccion del sitio activo, por medio del SiteFinder en el software MOE.
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Una vez determinado el sitio activo, se procede a realizar un acoplamiento molecular (docking)
con dos ligandos: el primero es un farmaco conocido utilizado como referencia (Atorvastatina), y
el segundo es el acido lecandrico, un metabolito de origen natural. El objetivo es comparar las
energias de interaccion obtenidas con ambos ligandos. Es relevante sefalar que la Atorvastatina
es una estatina sintética, mientras que el acido lecanodrico es un metabolito obtenido a partir de
una fuente natural. De esta forma, podremos evaluar si el metabolito derivado de fuentes naturales

se comporta de manera similar a una molécula sintética, tal como se predijo en el analisis PASS.

El acoplamiento molecular se realizé por un método de refinamiento inducido, de esta manera nos
permite tener una mayor flexibilidad para que pueda interaccionar el ligando con el receptor. Se
realizaron 300 conformaciones, seleccionando unicamente las 150 con las mejores energias de

interaccion con el ligando.

Posteriormente se observaron los resultados obtenidos, empezando por un “cluster” en el que se
analizaron las 150 conformaciones generadas en el docking, esto ayudo a visualizar si cada una
de ellas se encuentran dentro del sitio activo, como podemos ver en la Figura 22, todas las

conformaciones se encuentran en el sitio activo, esto nos permite ver todas las conformaciones.

Figura 22. Cluster de le las interacciones de las conformaciones del ligando en el sitio activo.
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No obstante, el MOE nos proporciona un grafico PLIF en el que nos dice los residuos del receptor

que participan en la interaccion con el ligando en las 150 conformaciones.

L LLLJ.L-._

Glu Ser Lys Asn Ala Arg Asn Ser Glu Ser Asp Lys Lys
559 565 735 755 856B590 B658B661B665 B634 B690B691}3(\9“

Figura 23. PLIF de los aminoacidos que interaccion con el acido lecandrico en la HMG-Coa Reductasa

Asi mismo, el diagrama de la Figura 23, nos muestras las posibles interacciones que estan
sucediendo, pero, como se habia dicho anteriormente, la literatura nos indica que existen una gran
variedad de posibles residuos que interaccionan con las estatinas para ayudar a inhibir la sintesis
del colesterol, se analizara si el acido lecanorico tenga un comportamiento semejante a los

farmacos conocidos.

En este caso encontramos que Glu559 y Lys735 son primordiales, ya que en el caso de Glu559
puede tener interacciones para formar enlaces idénicos con los grupos cargados positivamente del
acido lecanorico, ademas de puentes de hidrogeno en el sitio activo. En cambio, la Lys735, forma
puentes de hidrogeno con el oxigeno del grupo del acido carboxilico y el hidrégeno que se

encuentra presente en el grupo amino de la lisina.
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Figura 24. Interaccion de los aminoacidos de HMG-Coa reductasa con el acido lecandrico.

Otro parametro que se evalud en el docking fueron las energias de interaccion, aunque bien si
analizamos la Tabla 13, se puede el acido lecandrico y la atorvastatina no tienen energias
parecidas, pero no quiere decir que no sea un aspecto negativo, sino mas bien que a pesar de
que el acido lecandrico tiene una energia de interaccion muy buena tomando en cuenta que
proviene de un producto natural, en comparacion con la Atorvastatina que es sintetizada ademas

de ser una molécula mas voluminosa lo que hace que generé mayor cantidad de interacciones en

el sitio activo.
Ligando Energia de interaccién (KJ/mol)
Acido Lecandrico -5.79237708
Atorvastatina -7.67475872

Tabla 13. Energias de interaccion entre el Acido lecandrico y la Atorvastatina

Continuando con el analisis, ahora pasamos a evaluar las dinamicas moleculares en dos ligandos
con la proteina. El sistema fue preparado en MOE, en donde se generd una caja de solvatacion
en moléculas de agua y seleccionando la sal de cloruro de sodio para representar las condiciones

bioldgicas, en condiciones periddicas para poder obtener una simulacion con mayor precision en
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la caja. Asimismo, una vez preparado el sistema, todos los atomos presentes se minimizaron y

utilizando el programa NAMD se ejecuto la simulacion en 100 ns.

Este programa se centra en la simulacién en moléculas de gran tamano como lo son las proteinas,

acidos nucleicos y membranas celulares (figura 25).

Figura 25. Demostracion de la dinamica molecular de la HMG-CoA reductasa con el acido lecanarico.

Los resultados generados de las dinamicas se analizaron mediante un grafico en el que se evaluan

las interacciones de los ligandos con la HMG-CoA reductasa.
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RMSD de ligandos (Atorvastatina y Acido Lecanorico) con HMG CoA-
Reductasa y HMG CoA-Reductasa

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

——— HMG-CoA reductasa Tiem-p-oi(i'ﬂﬁt—CoA reductasa-Acido lecandrico

Figura 26. RMSD de los resultados obtenidos de la HMG CoA reductasa con Acido lecandrico,
Atorvastatina y sin ningun ligando.

Se realizaron dos dinamicas moleculares para analizar el comportamiento del acido lecandérico
frente a un farmaco ya conocido, como se puede observar en la Figura 26. La HMG CoA reductasa
presenta un pico maximo alrededor de 2.6 A en el que la proteina es estable a partir de 40 ns
hasta pasado los 80 ns. Ahora analizando esa similitud con respecto al acido lecandrico, en la
linea verde podemos ver que la diferencia en sus fluctuaciones no es tan significativa y logra
mantenerse estable a partir de 70 ns con un pico maximo en 3.4 A, considerando que el ligando
no es una molécula muy grande que logré tener muchas interacciones significativas que puedan

incrementar esta distancia.

En cambio, al analizar los valores obtenidos en la Atorvastatina podemos ver que su
desplazamiento tiene un comportamiento similar al que tuvo el acido lecanorico, pero al ser una
molécula mas grande y con mas sustituyentes, estos tienen mas interaccion en la que podemos
ver que su pico maximo se encuentra en 3.0 A en 60 ns como se puede observar en la linea rosa

del grafico en la Figura 26.

Sin embargo, se puede decir que la proteina durante sus interacciones logra tener pequefas
fluctuaciones como se observa en el grafico, estan son momentaneas en ambos ligandos pero

que no interfieren ya que la proteina se mantiene estable.

Enla Figura 27, en la que tenemos el grafico del RMSF, se analizo el desplazamiento promedio de

los aminoacidos a partir de los carbonos a de la proteina, que estan interaccionando con los
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ligandos a lo largo de simulacion en la dinamica molecular. En este grafico podemos ver como en
las regiones en el que se tienen valores altos de RMSF, son los aminoacidos que presentan mayor
movimiento es decir tienen flexibilidad, por lo que la proteina tiene regiones en las que puede

adaptarse a diferentes interacciones que se tienen con los ligandos.

Al observar su comportamiento con los aminoacidos Leu853, Met657, Glub559, Lys735, Ser565 y
Argb90 en los que se puede tener una interaccion, se observa que los valores de RMSF
destacados en un recuadro rosa y verde, son menores por lo que hay una estabilidad en la
estructura especificamente en el sitio en donde los ligandos estan interaccionando por lo que el
sitio no genera deformaciones cuando se estan interaccionando ambos ligandos. La fluctuacion
es estabilizada en la interaccion del ligando con los aminoacidos, por lo que la conformacion de la

proteina se mantiene.

RMSF de ligandos (Atorvastatina y Acido Lecanorico) con HMG CoA-Reductasa
18
16
14
12
10

o N B OO

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

—— HMG-CoA reductasa-Acido Lecanérfdgninodacidos HMG-CoA reductasa-Atorvastatina

Figura 27. RMSF de HMG-CoA reductasa con Acido lecandrico y Atorvastatina.

Finalmente analizando la grafica mostrada en la Figura 28, se muestran los radios de giro de ambos
ligandos cuando estan interaccionando con la proteina, durante la simulacion de la dinamica
molecular en 100 ns, teniendo como referencia los valores de radio de giro cuando la proteina no
cuenta con ningun ligando, para conocer si al estar la proteina en movimiento con los ligandos
tuvo alguna deformacion. Si algun valor en ambos ligando estuviera mas elevado en comparacion
con los valores de la proteina sin ligando, se puede interpretar que la proteina sufrié alguna

deformacion en todo el tiempo de la simulacion?®.
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Sin embargo, inicialmente se tienen valores en 33.2 Ay al paso del tiempo, no superan los valores

mayores de 34.2 A, por lo que la proteina resulta mantener su estabilidad de forma compacta.

Radio de giro de ligandos (Atorvastatina y Acido Lecanorico) con
HMG CoA-Reductasa

34.2
34

338

< 33.6
33.4
33.2

33
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Tiempo en (ns)

——— Rg HMG-CoA Reductasa-Atorvastatina Rg HMG-CoA Reductasa ——— HMG-CoA Reductasa-Acido Lecanorico

Figura 28. Radio de Giro de HMG-CoA reductasa con Acido lecandrico y Atorvastatina.
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VL. CONCLUSIONES

1.- La extraccion y purificacion del acido lecandrico se concretd de manera adecuada bajo
las condiciones experimentales determinadas con base en las propiedades fisicoquimicas
que marca la bibliografia. Sin embargo, al buscar una alternativa para obtener un mayor
rendimiento, se obtuvo un compuesto distinto el cual, hasta el momento, aun no se
encuentra reportado.

2.- Los espectros obtenidos para ambos compuestos se realizaron mediante IR vy
Resonancia Magnética Nuclear para caracterizar ambos compuestos. Al interpretar los
resultados estos corresponden a las estructuras de los compuestos.

3.- Asi mismo, realizando los estudios in silico en el acido lecandrico se puntualizdé que hay
una gran variedad de blancos bioldgicos que se pueden estudiar ademas de ser un posible
inhibidor de la sintesis del colesterol, abarcando otros blancos de interés como fibrinolitico,
antiseborreico y antinflamatorio por mencionar algunos.

4.- Conrespecto al estudio en su comportamiento como inhibidor de colesterol, se observa
que al estar interaccionando con la proteina HMG-CoA Reductasa no hay deformaciones
en ella y la interaccion del acido lecanorico resulta ser similar al de una estatina como se
presenta en la atorvastatina que se estudio. Por lo que, se determina que puede actuar
como posible inhibidor de la sintesis del colesterol.
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VIII. PERSPECTIVAS

Actualmente se ha visto el crecimiento en areas de investigacion para nuevos farmacos,
aungue sé sabe que una parte proviene de fuentes naturales, existe otra parte en la que
éstos son producidos sintéticamente.

En el caso del 4cido lecandrico, los estudios in silico indicaron que se puede determinar si
pueden actuar como posible farmaco para ayudar a reducir los niveles de colesterol en el
organismo, esto hace que para el futuro pueda desarrollarse de manera sustentable.

Ademas, producir este metabolito en especifico, es necesario buscar alternativas para
crear un medio adecuado y sea posible la extraccion del metabolito en una mayor
proporcidon, considerando una reduccion de costos si se escala a una produccion nivel
industrial; ya que actualmente muchos farmacos como lo son la atorvastatina son
generados mediante una sintesis quimica lo que puede ser costoso para las industrias.

Se espera darle continuidad a la investigacion del producto desconocido que aun no se
encuentra reportado, para conocer mas de sus caracteristicas fisicoquimicas, posibles
sintesis y estudios in silico.
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