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RESUMEN

La enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) ocupa el 3° lugar en incidencia de
muerte en el mundo y 10° en el pais, es una enfermedad crénico-degenerativa que se
caracteriza por la reduccion del flujo de aire provocada principalmente tanto por enfisema
pulmonar como por bronquitis cronica; su principal causa es el consumo de productos de
tabaco y en menor medida factores ambientales. Los tratamientos estdn enfocados en el
aminoramiento de sintomas y el detenimiento de la progresion de la enfermedad, debido a
esto los tratamientos farmacoldgicos empleados cumplen la funcion de broncodilatadores o
antiinflamatorios que mejoran el flujo de aire, desafortunadamente no existen moléculas con
actividad dual por esta razon se estudio 26 moléculas aminoésteres esteroidales derivadas de
diosgenina y laxogenina para evaluar su capacidad dual para funcionar tanto como
broncodilatador y como antinflamatorio, usando como dianas farmacoldgicas el receptor
muscarinico M3 (accién broncodilatadora) y PDE4 (accion antiinflamatoria). De esta forma
se realizd un estudio de acoplamiento molecular para la obtencion de la energia de
acoplamiento que fungird de pardmetro para saber que tan afines son las moléculas con la
diana farmacoldgica, de igual forma se evaluo el ligando natural de cada diana ademas de
farmacos usados contra esta enfermedad con accién en la diana de eleccion, estos ultimos
debido a que serviran como control para el estudio. Posteriormente se llev6 a cabo un analisis
estadistico mediante la aplicacion de la prueba ANOVA para encontrar diferencias
significativas en la energia de acoplamiento de las moléculas dependiendo del tipo de
esteroide, grupo protector y ramificacion del éster. Por consiguiente, se hall6 que la presencia
del grupo protector en las moléculas es significativa en la energia de acoplamiento, por lo
tanto, se elucidd el porqué mediante un analisis interaccional comparandolo con las
interacciones que poseen los ligandos naturales en el sitio de acoplamiento de la diana, en
donde se encontrd que el grupo protector realiza varias interacciones con el sitio activo
explicandose de esta forma la diferencia encontrada. Asimismo, el analisis proporciono
informacidn sobre que moléculas tenian interacciones significativas con el sitio activo que
en consecuencia facilitdé la discriminacion de las mejores moléculas que resultaron ser:
ADO06, AD12, AL06, ALO8 y AL12. Finalmente se realizd un estudio ADMET de las
moléculas previamente mencionadas para evaluar sus cualidades como posibles farmacos,
encontrandose que estas poseen cualidades 6ptimas para fungir como farmaco para la EPOC.



ABSTRACT

Pulmonary chronic disease (COPD) ranks 3rd in deaths worldwide and 10th in our country,
this is a disease chronic and degenerative that is characterized by reduced airflow due to
pulmonary emphysema and chronic bronchitis; the main cause is tobacco consumption and
less frequently due to environmental factors. Current treatments focus on reducing symptoms
and stopping the development of the disease, so pharmacological treatment fulfills the
function of bronchodilator or anti-inflammatory to improve airflow, but unfortunately, at this
time, there is no molecule with this dual activity, for this reason, it studied 26 amino ester
steroid molecules derived from diosgenin and laxogenin to verify their dual ability to work
as a bronchodilator and anti-inflammatory, using the M3 muscarinic receptor (bronchodilator
action) and PDE4 (anti-inflammatory action) as pharmacological targets.

Thus, a molecular coupling study was carried out to obtain the binding energy that will act
as a parameter to determine the affinity of the molecules for the pharmacological target, in
the same way, the endogenous ligand of each target and the actual drugs for COPD disease
were evaluated as a control for the study. Subsequently, a statistical test was performed, in
this case, ANOVA, looking for significant differences in the binding energy of the molecules
depending on the type of steroid, protective group, and branching in the ester.

Therefore, it was found the protective group in the molecules was significant in the binding
energy, so the next thing to do was found the reason for this by analyzing the interactions of
the molecules with the binding site compared with de endogenous ligands of each
pharmacological target. This analysis was found the importance of the protective group
because this has many interactions in the binding site of both pharmacological targets.
Besides, the analysis brings information on the most significant interaction at the binding site
and this works as a filter for the best molecules, which are: AD06, AD12, AL06, AL08, and
AL12. Finally, the previous molecules were assessed by an ADMET study to obtain their
qualities as a possible drug and found positive characteristics of the molecules for behaving
like drugs for the COPD disease.



ANTECEDENTES

1. EPOC

La salud Humana y la alimentacién son los pilares de la sociedad tal como la conocemos el
dia de hoy, sin embargo, las enfermedades que afligen a la poblacion es un problema que
siempre ha tenido relevancia para los cientificos, de esta manera se investigan nuevos
farmacos y diagndsticos buscando el bienestar de la sociedad. Una de estas enfermedades
que afectan a la sociedad actual es la Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica también
conocida solo por sus siglas (EPOC) que es una enfermedad cronico-degenerativa,
prevenible, tratable, caracterizada por persistentes sintomas respiratorios y limitacion del
flujo de aéreo. [1-4]. Esta ultima puede ser debido a una mezcla de enfermedades de las vias
areas pequefias [5] como bronquitis cronica caracterizada por la inflamacion de traquea,
bronquios y bronquiolos asi como aumento de las secreciones dificultando la inhalacién y
exhalacion [6,7] y/o enfisema pulmonar que es el aumento de tamafio, y permanente, de los
espacios aéreos distales a los bronquiolos terminales asociado a destruccion de la parénquima
ocasionando como primer sintoma una disnea progresiva [7,8], tal como se puede apreciar
en la Figura 1. Diagrama de bronquitis y enfisemaFigura 1. La contribucion de una u otra
depende de la persona, de igual forma la progresion y otros sintomas.
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Figura 1. Diagrama de bronquitis y enfisema [8]
1.1 Epidemiologia y Origen

La importancia social de esta enfermedad radica también en sus estadisticas de mortalidad
(Figura 2), en la ultima actualizacién resulto como la tercera causa de muerte en el mundo
acorde a los datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) [9].



Principales causas de muerte en el mundo (2019)
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Figura 2. Principales causas de mortalidad a nivel mundial.

En el contexto nacional de igual forma ocupa lugares significativos, siendo la 10° causa de
muerte en el pais segun datos del INEGI del afio 2020 [10], donde resalta que en mujeres
ocupo el 7° y en hombres la 10° causa de muerte (Figura 3).
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Figura 3. Principales causas de muerte en el pais

El EPOC es originada por una exposicion significativa a particulas o gases nocivos, siendo
la principal causa la exposicion al humo del tabaco (fumadores activos y pasivos) [11], donde
se debe hacer mencién a nuevos metodo de consumo como el cigarro electronico [12], pero
también es provocada por factores ambientales tales como:

e Quema de biomasa: se define biomasa a la materia organica no fosilizada, ya sea
originada en un proceso bioldgico espontaneo o provocado, [13] como el uso de
combustibles sélidos que originan humo en interiores de la casa [3,14,15].

¢ Inhalacion de polvos o gases: En este factor se encuentra desde la polucion del aire
en el medio ambiente [16], asi como la exposicion crénica debido al tipo de puesto
de trabajo [17]. Ademas, cabe sefialar también su relevancia en la provocacion de
exacerbaciones [18,19].



Las influencias por factores individuales tales como un desarrollo anormal pulmonar desde
etapa gestacional, factores maternales durante la gestacion tales como que sea fumadora, mal
nutricion [20]; enfermedades pulmonares durante la nifiez [21,22], nutricional [23], estrés
oxidativo [24]. También se debe tener en cuenta los factores genéticos que predisponen a
desarrollar la enfermedad como la deficiencia de o-1 antitripsina, que es un trastorno
hereditario comun causado por mutaciones en el gen SERPINAL que provoca una
produccion de esta mal plegada o sin produccion, la funcion de esta es inhibir la elastasa de
neutrofilos, que es una de varias enzimas proteoliticas liberadas mediante la activacion de
neutrofilos durante la inflamacion, por lo tanto si existe una ausencia o deficiencia de o -1
antitripsina, resulta en una progresiva e irreversible destruccion del tejido del pulmén y
finalmente el desarrollo de EPOC con un inicio temprano de enfisema [25].

1.2 Diagnéstico y Tratamiento

El diagndstico de EPOC que presenta sintomas respiratorios como disnea, tos crénica, expectoracion y/o
tenga historial de estar expuesto a los factores de riesgo de causa de la enfermedad [1,2]. El diagnéstico se
confirma mediante espirometria [26]. Para EPOC se recomienda la maniobra de espirometria forzada, la
presencia de obstruccidn al flujo de aire se establece evaluando la relacion FEV1/FVC después del
broncodilatador comparandola contra el limite inferior de la normalidad (LIN) [27]. Posteriormente se
establece la severidad de la enfermedad conforme a la guia GOLD [1]. La metodologia que se utiliza se
resume en la

Figura 4.
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Figura 4. Metodologia de diagnéstico EPOC [1,2]



Los tratamientos se pueden dividir en dos, farmacologicos y no farmacologicos (Figura 5),
pero el objetivo de ambos es el mismo, disminuir el riesgo de exacerbaciones, mejorar el
flujo de aire, detener la progresion de la enfermedad y mejorar la calidad de vida. Con
respecto al farmacologico (Figura 9) principalmente consisten en broncodilatadores,
antiinflamatorios y terapias de remplazo de nicotina.

Tratamientos
EPOC

Farmacoldgico No farmacolégico

Anticolinérgicos
del Oxigenoterapia
Corticoesteroides paciente

Inhibidores Reduccién Cesacioén
PDE4 exacerbaciones tabaquismo

Metilxantinas Reduccién Procedimientos

" dificultad uirtrgicos
Inhibidores respiratoria d g
B2-adrenérgicos
Sustitucién Rehabilitacion
nicotina pulmonar

Figura 5. Diagrama de tratamientos para EPOC

Los broncodilatadores anticolinérgicos impiden los efectos de la acetilcolina provocando la
broncodilatacion (Figura 6), mediante el antagonismo de los receptores colinérgicos
muscarinicos tanto a nivel de las uniones neuroafectoras del sistema nervioso parasimpatico
como en los ganglios autdnomos, la medula suprarrenal, el sistema nervioso central, las
glandulas sudoriparas y préacticamente la totalidad de los lechos vasculares. Los 6rganos
inervados por el sistema nervioso auténomo difieren en su sensibilidad a los antagonistas
muscarinicos, asi la potencias de estos para modificar dichos 6rganos es, en orden
decreciente: glandulas salivales, bronquiales y sudoriparas, sistema de excitacion-
conduccion del corazén, musculatura intrinseca del ojo, glandulas de secrecién gastrica y
ganglios vegetativos [28]. En la Guia de Practica Clinica Mexicana, asi como en la guia
GOLD, dividen a estos farmacos en dos clases: antimuscarinicos de corta accion como lo es
ipratropio y oxitropio, y anticolinérgicos de accion prolongada como tiotropio, aclidinio,
glicopirronio y umeclidinio [1,2].
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Figura 6. Accidn de farmacos antagonistas muscarinicos [29]

Por otro lado, los inhibidores p2-adrenérgicos relajan el musculo liso de las vias areas
mediante la estimulacion de los receptores 32 adrenérgicos, que incrementa el AMP ciclico
y produce un antagonismo funcional a la broncoconstriccion (Figura 7). En la Guia GOLD,
asi como Guia Préctica Clinica Mexicana, dividen a estos farmacos en dos clases, aquellos
con una accién corta como salbutamol y los de accién prolongada formoterol, indacaterol y
olodaterol. [1,2]
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Figura 7. Esquema de accidn de farmacos agonistas B-adrenérgicos y metilxantinas [29]



Del mismo modo se incluyen los farmacos que corresponde al grupo de corticoesteroides, se
emplean como antiinflamatorio (Figura 8) ya que durante las exacerbaciones aumenta la
inflamacidn local existente en la via aérea [30], ademas el tratamiento es combinado con un
broncodilatador para mejorar la funcion pulmonar, aceleracion de la desaparicion de
sintomas, disminuye estancia hospitalaria y reduce el porcentaje de fracasos terapéuticos
[1,2], pero cabe sefialar que su uso prolongado puede resultar en efectos secundarios tales
como inflamacion de vias areas altas, hipertension intraocular, glaucoma, pérdida de masa
Osea y las fracturas, supresion suprarrenal y neumonia. [31,32].
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Figura 8. Accion de los corticoesteroides en la inflamacién pulmonar

Por otro lado, las metilxantinas son farmacos inhibidores no selectivos de la fosfodiesterasa
(Figura 7) que actta como broncodilatador y un estimulador del sistema respiratorio [33],
principalmente se utiliza la teofilina que puede tener efectos a favor en el tratamiento de
EPOC ademas de poseer la ventaja que su via de administracion es oral [1,34,35]. Entre sus
efectos secundarios se encuentra el insomnio, nduseas, dolores de cabeza, arritmias, acidez y
convulsiones [36]. De manera analoga al anterior, pero mas especificos a la fosfodiesterasa
4 (PDEA4) los inhibidores de esta estan dirigidos a reducir la inflamacion presente por la
EPOC, lograndolo mediante la inhibicidén que ocasiona que la enzima no realice la catalisis
de cAMP, provocando un exceso del mismo, que a su vez, induce una respuesta
antiinflamatoria de citocinas antiinflamatorias por produccién de I1L-6 e I1L-10 [37-39].

El farmaco de esta clase recetado para los pacientes de EPOC es roflumilast [1,2], siendo de
una toma diaria oral con muchas ventajas pero presentando algunos sintomas secundarios
como diarrea, nauseas, pérdida de peso, dolor abdominal, problemas para dormir, entre otros.
Cabe sefialar que se receta junto a un broncodilatador para pacientes con exacerbaciones
moderadas a severas [40].
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Figura 9. Estructura de farmacos empleados para EPOC

Al ser el tabaquismo causa principal de la EPOC, se sostiene como tratamiento el cese del
consumo del cigarro con el uso de farmacos que es nicotina en bajas dosis [41]. El objetivo
de esta terapia es reemplazar paulatinamente la introduccién de la nicotina por medio del
cigarro, usando otras presentaciones de este compuesto que van desde parches transdérmicos,
chicles, pastillas, inhalador y aerosol nasal [42,43]. Cabe destacar que no se recomienda el
uso de vaporizadores, o también llamados cigarrillos electronicos [12]. Es importante
mencionar los tratamientos no farmacol6gicos (Figura 10), que usualmente van acompafiados
al farmacoldgico, para detener o retrasar el progreso de la EPOC, principalmente se les indica
a los pacientes cesar el consumo de tabaco, terapias de rehabilitacién pulmonar, asi como en
casos donde existe una progresion mayor, oxigeno complementario y cirugia.

Cese de consumo de tabaco Rehabilitacion pulmonar

o O

Oxigeno complementario

Figura 10. Terapia no farmacol6gica



Como se ha mencionado, el consumo del tabaco es una de las principales causas de la EPOC,
ademaés continuar fumando provocara dafios permitiendo que la enfermedad progrese mas
rapido que aquellos que cesan su consumo [44,45]. Ademaés del tratamiento farmacolégico,
se debe acompafar de ayuda psicoldgica para que las personas logren superar su adiccion
[46], ya que es comUn que no se logre en un primer intento e incluso llegando a mentir durante
las consultas sobre su consumo [47]. Con el objetivo de reducir la dificultad para respirar y
mejorar la tolerancia al ejercicio, que a su vez reduce la fatiga, ansiedad, depresion y aumenta
la calidad de vida se recomienda la rehabilitacion pulmonar [1,48-51].

En contraste, los tratamientos quirargicos son aquellos procedimientos que involucran la
entrada al quir6fano para la remocion de tejido pulmonar dafiado y también el trasplante.
Entre los procedimientos esta la cirugia de reduccion de volumen pulmonar que mejora la
mecanica del diafragma y de la pared toracica provocando una mejoria en el paciente; y la
bullectomia, que es la remocién de bullas gigante de enfisema que ya no contribuyen al
intercambio de oxigeno, esto disminuye la disnea, mejora el funcionamiento del pulmony la
tolerancia al ejercicio [1,52-54].

2. Receptores Muscarinicos

Estos receptores se han usado como dianas farmacolégicas en muchas enfermedades, entre
ellas la EPOC, actuando sobre el receptor M3 ya que estd ampliamente distribuido en los
pulmones y cuya funcién es la broncoconstriccion al unirse con su ligando enddgeno la
acetilcolina (ACh) [55,56], proceso ilustrado en la Figura 11, por medio de segundos
mensajeros. Los farmacos acttan inhibiendo antagénicamente esta union, produciendo la
broncodilatacion al impedir que la acetilcolina se una con el receptor y desencadenando la
cascada de segundos mensajeros. [57,58].
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Figura 11. Mecanismo de accion de acetilcolina en los receptores muscarinicos



Son un grupo proteinas que funcionan de receptores ubicados en la membrana celular, siendo
transmembranales, en algunos tipos de proteinas G [59-63], conformados por 5 subtipos
denominados receptor muscarinico M1, M2, M3, M4 y M5 [64]. Todos tienen por ligando
natural a la acetilcolina que provoca un control fisiolégico mediante mecanismos hormonales
y neuronales por medio de la activacion por su unioén con los diferentes subtipos de
receptores, tal como se puede apreciar en la Figura 12. Cada subtipo varia en su locacion en
el organismo, asi como su cantidad, siendo posible encontrarlas en el sistema nervioso
central, sistema nervioso periférico, musculo liso, corazon, cerebro, endotelio, glandulas
exocrinas [65].
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Figura 12. Mecanismo de activacion de los subtipos de receptores muscarinicos [66]

Su nombre se origina debido a la molécula muscarina, proveniente de Amanita muscaria, que
produce efectos similares a la acetilcolina, esta diferenciacion entre los receptores nicotinicos
y muscarinos se acufio por Henry Dale [55]. Como se menciond anteriormente existen 5
subtipos de receptores muscarinicos acoplados a proteinas G, en la Tabla 1 podemos observar
su localizacion y funcién, destacando el M3 debido a su funcion en la broncoconstriccion al
unirse con la acetilcolina, siendo una diana farmacoldgica utilizada en diversos farmacos
tales como ipratropio, tiotropio, atropina entre otros [1,2,29,58,67], ya que al inhibir esta
union se crea el efecto contrario de su funcion natural siendo la broncodilatacion, efecto
deseado para los pacientes con EPOC al facilitarles el proceso de respirar. Incluso en
investigaciones recientes se ha encontrado otro efecto de estos farmacos como
antiinflamatorios [68—70]. Las investigaciones de estos receptores abarcan no solo para la
EPOC, sino otras como cancer, diabetes tipo 2, Alzheimer, esquizofrenia e incluso la adiccion
de drogas, entre otras [71-73].



Tabla 1. Receptores muscarinicos, localizacion y funcion [74,75]

Localizacién

Proteina G

Funcion

Subtipo

3. Proteina PDE4

Cerebro, glandulas, ganglios Aprendizaje, memoria,
simpaticos, prostata, apéndice, neurotransmision, regulacion

(VYR colon, intestino  delgado, Gg/11 del sistema  nervioso
musculo liso, rifion, pulmon, autonomo y de la respuesta
piel, estdmago, linfocitos. inmune.

Corazon, rombencéfalo, Neurotransmision,

musculo liso, nervios autorreceptor (inhibe
posganglionares, vesicula biliar, liberacion de acetilcolina),
apéndice, colon, endometrio, regulacién sensorial,

M2 ) . , Giso N .
esofago,  higado,  pulmon, inhibicién cardiaca, control
placenta, intestino delgado, de la motilidad, tono
vejiga, recto. muscular de vias aéreas y

vejiga.
Musculo liso, glandulas,
cerebro, ojo, células epiteliales,
células endoteliales, vejiga, Broncoconstriccion,

M3 estbmago, bazo, intestino G contraccion muscular,
delgado, recto, prostata, a/11 secreciéon glandular, control
pancreas, ovario, pulmones, de la motilidad intestinal.
rifidn, corazén, vesicula biliar,
esofago.

Prosencéfalo, nucleo estriado, Plasticidad sinaptica,

M4 ganglios  basales, duodeno, G modulacion circuitos
testiculo, bazo. to neuronales, modulacion

funcion estriatal.
Locus niger, placenta, testiculo, Modulacién liberacion
es6fago, linfocitos, glandulas dopamina, salivacion,

M5 . Gq/ll
salivales. regulador del tono muscular

. liso y de la respuesta inmune.

Las fosfodiesterasa-4 (PDE4) es una enzima que cataliza, mediante hidrolisis, la inactivacion
del nucledtido adenosin monofosfato ciclico (AMPc) a su forma 5’-AMP, controlando la
concentracion de este y a su vez la actividad que ejerce en las cascadas de sefializacion
intracelular relacionados a la inflamacion. Debido a esto se ha utilizado como diana



farmacoldgica para el EPOC para reducir la inflamacion presente en pulmones al inhibir la
inactivacién del AMPc [76].

La PDE4 forma parte de una familia de 11 distintas fosfodiesterasas (PDE1-PDE11) que se
clasifican de acuerdo con sus propiedades bioquimicas, estructura, respuesta a estimulos
especificos y/o afinidad por nucledtidos ciclicos (Tabla 2. Familia de isoenzimas de PDE y
su localizacionTabla 2), la funcion de estas enzimas es catalizar la inactivacion de los
nucleotidos ciclicos adenosin monofosfato y/o guanosin monofosfato (AMPc y GMPc,
respectivamente) [77]. Las PDE se localiza en diversos 6rganos, por mencionar algunos
como el corazdn, cerebro, bronquios, tracto intestinal, pulmon, corazén entre otros; de igual
manera se encuentran en células entre ellas queratinocitos, neuronas, células endoteliales,
linfocitos T y B, monocitos, eosinofilos, baséfilos y neutréfilos.

Tabla 2. Familia de isoenzimas de PDE y su localizacion [77-81]

Familia ) ) s R

. . Ligando que cataliza Distribucion tisular

isoenzima

PDE1 AMPc, GMPc Cerebro, musculo liso, corazon, testiculos

PDE? AMPc, GMPc Corteza_ adrenal, cerebro, corazon,
endotelio

Corazon, musculo liso, tejido adiposo,
PDE3 AMPc plaquetas, linfocitos T, macrofagos,
celulas dendriticas, endotelio

PDE4

Epitelio bronquial, masculo liso bronquial
y vascular, endotelio, linfocitos T,

AMPc monocitos, eosinofilos, basofilos.
neutrofilos, sistema reproductivo, piel,
neuronas.

PDE5 GMPc MuscEJIo liso, plaquetas, fibroblasto de
pulmaon, cerebelo.

PDEG6 GMPc Retina

PDE7 AMPC Musculo esquelético, células inmunitarias,
cerebro
elul inmunitari hi rifdn
PDES AMPG CE‘I,JaS _ u tarias, gado, on,
testiculos, tiroides

PDE9 GMPc Cerebro, rifién

PDE10 AMPc, GMPc Cerebro, testiculos

PDE11 AMPc, GMP¢ Cerebr'o,. prostata, testiculos, mausculo
esquelético




Los segundos mensajeros AMPc y GMPc son importantes reguladores de la transduccion de
sefiales intracelulares, particularmente de aquellas que activan la adenil y guanilato ciclasa
(encargados de la conversion de ATP a AMPc y GTP a GMPc) asi como el sefialamiento
intracelular de vias que regulan muchos procesos fisioldgicos criticos [82,83] (Figura 13),
incluyendo proliferacion celular y la apoptosis, contraccion del miocardio, relajacion
muscular vascular y del musculo liso de las vias areas, reproduccion, respuestas inmunes e
inflamatorias, desarrollo del hueso, entre otras [84].
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Figura 13. Esquema de unidn y activacion de Adenilato Ciclasa y Guanilato ciclasa [83]

En el caso de la PDE4 tiene 4 isoformas PDE4A, PDE4B, PDE4AC y PDEA4D [85], las cuales
se pueden hallar en la mayoria de los leucocitos, pero las isoformas A y B tienen un papel
relevante en la inflamacion debido a que se expresan principalmente en linfocitos T y B,
monocitos y neutréfilos, el papel fisiologico de estas es la regulacion de diversos procesos
relacionados con la respuesta inmunologica y la inflamacion [38,86].

Por esta razén, la inflamacidn presente en los pulmones debido a la EPOC ha sido objeto de
desarrollo de antiinflamatorios usando como diana farmacolégica a laenzima PDE4 al inhibir
la inactivacion de AMPc e interrumpiendo las cascadas de sefializacion relacionadas a la
inflamacion por parte de varias células como se puede ver con detalle en la Tabla 3. Un
ejemplo de esta clase de farmaco, y Unico para EPOC, es Roflumilast [81,87,88] pero estando
en investigacion y desarrollo otros farmacos [89-92].



Tabla 3. Consecuencias de la inhibicion de PDE4 [91,93,94]

Tipo celular Isoforma
PDE4
Linfocitos T
(CD4, CD8, Thi, A B,D

Th2, Th17)

Linfocito B A, B,D

Neutrofilos A, B, D

AB.D
AB.D

Células A B.D

dendriticas

Células epiteliales
de vias aéreas

Células
endoteliales

Fibroblastos A, B,D

Nervios sensitivos D

Osteoblastos A, B, D
Celulas,EfETA C.A B
pancreaticas

Adipocitos A BC,D

Consecuencia de inhibicion de la PDE

Inhibicion de la proliferacion y liberacion de
citoquinas.

Incremento de la proliferacion.

Inhibicion de la generacion del anién superoxido;
retraso de la apoptosis.

Inhibicion de la liberacidn del anion superdxido y de la
elastasa de neutrdfilo.

Inhibicion de la liberacion de TNFa.

Inhibicion de la liberacion de TNFa.

Inhibicion de la liberacion de TNFa.

Poca o nula estabilizacion de mastocitos.

Incremento de la produccion de PGEZ2; inhibicion de la
produccion de IL-6; incremento del eflujo de iones;
reduccion de la produccion de mucosa e incremento de
la frecuencia de batido ciliar.

Inhibicion de la expresion de molécula de adhesion;
Inhibicion de la permeabilidad de las células
endoteliales pulmonares.

Inhibicién de la quimiotaxis de fibroblastos; inhibicion
de liberacion de pro-MMP1,2; diferenciacion en
miofibroblastos; inhibicion de produccién de
citoquinas y quimiocinas; inhibicion de la expresion de
actina alfa de musculo liso; inhibicion de proliferacion
de fibroblastos.

Inhibicion de la liberacion de taquicinina.
Estimulacion de la formacion de osteoclastos
RANKL-inducida

Inhibicion de IL-1b estimula produccion de oxido
nitrico

Incremento de la secrecidn de insulina dependiente de
glucosa.

Incremento lipolisis; no hay efecto en la inhibicion de
lipolisis inducida por insulina.



Cabe mencionar gue se han identificado enfermedades debido a mutaciones en esta familia
de proteinas, desde disfuncion tiroidea, tumorigenesis, hipertension primaria, trastornos en
la formacion del hueso tal como acrodisostosis y braquidactilia, trastornos en la vista por
ejemplo retinitis pigmentosa y otras retinopatias, ademas de trastornos que afectan al cuerpo
estriado [78]. Con la informacién recabada de ambas dianas farmacoldgicas (M3 y PDE4A)
y su relacion tan estrecha que poseen con la EPOC en el alivio de la broncoconstriccion, asi
como la inflamacion, que son sintomas clave en la recuperacion del sentir de bienestar de
aquellos que transcurren con la enfermedad, por esta razon se eligieron como dianas
farmacoldgicas para la evaluacion de moléculas esteroidales buscando un efecto en ambas
dianas, esta busqueda se realizard por medio de la bioinforméatica que ha sido parte
fundamental del desarrollo de farmacos.

4. Bioinformatica en farmacologia

Los avances computacionales que ha permitido el desarrollo de distintas tecnologias y
descubrimientos en afios recientes, no ha sido indistinto a las ciencias de la salud que también
ha tomado ventaja de los recursos informaticos para la investigacion cientifica. Puntualmente
uno de los campos beneficiados ha sido el desarrollo de farmacos mediante herramientas
informaticas [95,96], que brinda un ahorro grande tanto de recursos al no tener que sintetizar
distintos compuestos para su evaluacion in vivo, asi como de tiempo ya que solo entran a
evaluacion aquellos candidatos que muestran mejores resultados, permitiendo asi una
investigacion mas rapida, barata e incluso mas amplia al poder evaluar moléculas en aquellas
proteinas de interés que se encuentran cristalizadas por medio de técnicas de difraccion de
rayos Xy disponibles en bases de datos como Protein Data Bank (PDB) (Figura 14) [97,98].
De la misma forma también se utilizan estos recursos para encontrar nuevas dianas
farmacologicas para diversas enfermedades [99].
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Figura 14. Protein Data Bank, base de datos de acceso libre [97]



Pero recientemente con la liberacion del codigo fuente del software AlphaFold que su funcion
es la obtencion de modelos computacional de proteinas con una gran exactitud, obteniendo
estructuras similares a los que se obtiene por difraccion de rayos X o espectroscopia de
resonancia magnética nuclear [100,101]. Esto permite que se amplie las posibilidades de
investigacion ya que existen proteinas que se dificulta la obtencion de su cristal por distintas
razones de esta forma se podria realizar las evaluaciones en cualquier proteina que se tenga
su secuencia aminoacidica que sea de interés como objetivo farmacoldgico de cualquier
enfermedad humana [102], e incluso permitiendo la investigacion de farmacos en el campo
de medicina veterinaria [103].

Otra de las herramientas empleadas a la par con la obtencion del cristal o modelo
computacional de la proteina, es el docking molecular (Figura 15), o también llamado
acoplamiento molecular, que mediante algoritmos permite obtener la orientacion de la
molécula, la energia de acoplamiento (EA), de una molécula pequefia que recibe el nombre
de ligando, con una proteina llamado receptor [104-106], dandonos un dato fundamental
para conocer si la molécula, que tiene como fin ser candidato a farmaco, puede acoplarse en
el sitio de la proteina, que puede ser el sitio activo o de forma alostérica [107].

La EA se encuentra dada por la energia libre de Gibbs (AG®), con unidades de kcal/mol y que
es calculada con las interacciones entre el ligando y la proteina [105,108,109], estd ademas
nos dice que cuanto menor sea la energia a 0, mas espontaneo sera el acoplamiento de la
molécula en el sitio de interés. Lo anterior nos permite el descartar aquellas moléculas que
presenten poca afinidad, facilitando el proceso de seleccion para la evaluacion in vivo.
Ejemplo de este software es Autodock Vina que es de uso libre y que utiliza un algoritmo
que usa iteraciones, llamado Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno [110].

i o L Sintesis de los mejores candidatos
Docking mo!ecul:u* para seleccion de para su evaluacién in vivo
mejores moléculas

Moléculas como posibles Proteina como diana
farmacos farmacolégica

Figura 15. Diagrama de proceso de investigacion usando docking molecular

Finalmente se discierne las interacciones de la molécula con los residuos aminoacidicos que
le dio la EA mediante softwares de visualizacion (Figura 16) tal como Discovery Studio
[111], UCSF Chimera [112] o PyMol [113], pero de igual forma la revision de interacciones
permite comprobar que se esté este realizando la interaccion con residuos aminoacidicos
clave del sitio activo o alostérico, asegurandonos que la molécula se acople de forma correcta
a su sitio objetivo.
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Figura 16. Ejemplo de visualizacion de resultados de docking en Discovery Studio [111]

Como complemento del proceso anterior, también se evaltan las moléculas de acuerdo con
sus propiedades estructurales comparandolas con farmacos ya evaluados en laboratorio en
bases de datos propias de la plataforma donde se lleva a cabo la evaluacion, un ejemplo de
esta es SwissADME que nos brinda datos como solubilidad en agua, lipofilicidad,
farmacocinética, druglikeness (Figura 17). Estos parametros nos permiten elucidar su posible
comportamiento como farmaco [114].
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Figura 17. Pantalla de uso de SwissADME [114]

Este tipo de investigacion ha sido ampliamente utilizada durante el transcurso de la pandemia
de Covid-19 debido a la necesidad de seguir realizando ciencia a pesar de no estar en un
laboratorio fisico, pero también para aprovechar la celeridad que brinda la realizacion del



analisis in silico, existen varios articulos donde se utilizd para la evaluacion de moléculas
como farmacos para Covid-19 asi como incluso recolocacion de farmacos [115]. Al
convertirse incluso en un paso obligatorio para el desarrollo de fArmacos, enfermedades como
EPOC no estén alejados de esta clase de investigacion, donde se ha utilizado las herramientas
bioinformaticas para el desarrollo y evaluacion de moléculas tanto para el receptor M3, PDE4
entre otras [116-120].

5. Esteroides

Los esteroides no son ajenos al EPOC un ejemplo claro es el uso de los corticoesteroides,
pero estos presentan una gran cantidad de efectos adversos, atn con esto es de interés estudiar
esteroides de origen natural como una alternativa de terapia contra el EPOC, un modelo muy
interesante son los espiroestanos, como la diosgenina y laxogenina.

En el contexto nacional el trabajo con esteroides no es reciente, incluso México se colocé a
la vanguardia en la sintesis de hormonas esteroideas, citando a la revista Fortune en su
articulo de 1951 “Mexican hormones” donde resaltan este hecho “la mayor explosion
tecnoldgica que se haya escuchado al sur de la frontera” [121], todo esto gracias a la busqueda
de Marker (Figura 18) de material vegetal que fuera materia prima para la obtencion de
esteroides que sirvieran de punto de partida para la sintesis de hormonas esteroides, lo trajo
a nuestro pais en 1942, donde en su busqueda de dioscoreas para la obtencion de diosgenina
a partir de tubérculos endémicos de México, como cabeza de negro (Dioscorea mexicana)
(Figura 18) y barbasco (Dioscorea composita) (Figura 18) con ayuda de Alberto Moreno,
duefio de una tienda en Veracruz, que le proveyd los primeros ejemplares de Dioscorea
mexicana [122].

Figura 18. (Izquierda) Marker con Dioscorea mexicana. (Superior derecha) Dioscorea composita. (Inferior
derecha) Dioscorea mexicana.

Es asi como su travesia sentaria las bases para la industria global de hormonas esteroides que
transformd la medicina reproductiva y el manejo de dolor en el siglo XX, siendo México la
cumbre de esto después que la cortisona se sintetizara en 1951 en laboratorios mexicanos a
partir del barbasco, muchas farmacéuticas instalaron subsidiarias en el pais, debido a que el



gobierno restringio la exportacion de tan preciado tubérculo. Esto significd beneficios al pais,
desde la formacion de cientificos mexicanos con la creacion del primer doctorado en la
UNAM al tener la necesidad de gente capacitada, asi como la carrera por la investigacion
tanto de la ecologia del barbasco como sintesis de hormonas ante cientificos de todo el
mundo, creacion de industria farmacéutica capaz de competir a nivel mundial, asi como un
beneficio econdmico un sector olvidado, el campo mexicano.

Estos altimos merecen una mencién honorifica en todos estos acontecimientos, ya que eran
los Unicos que poseian el conocimiento de donde localizar, asi como de llegar hasta los
lugares donde se podia encontrar el vegetal y que sin ellos no hubiera sido posible los
descubrimientos (Figura 19).

Figura 19. Izquierda, Mural de Alfaro Siqueiros "El tesoro de la selva" donde se resalta el barbasco y su valor
entre los recolectores. Derecha, Recolector de barbasco.

Uno de los eventos que trajo consigo esta etapa como México lider en la sintesis de hormonas
esteroideas, fue la invencion de la pildora anticonceptiva que cambid al mundo, donde fue
participe un cientifico mexicano Luis Ernesto Miramontes [123].

La importancia de los esteroides continua hasta nuestros dias, donde saponinas esteroidales
como la diosgenina (Figura 20) se le han encontrado funciones biologicas como
anticancerigeno, antitrombotico, hipocolesterolémico, entre otros [124-131], que como se
menciono anteriormente, también es utilizada como precursor de sintesis esteroidales, posee
la habilidad de penetrar membranas celulares y unirse a receptores especificos. Otro
espiroestano interesante es la laxogenina (Figura 20) debido a que actualmente ha
demostrado efecto anabdlico, asi como anticancerigeno [132-134], siento estas materias
primas de partida para el disefio de nuevos candidatos a farmacos.
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Figura 20. Estructura de diosgenina (izquierda) y laxogenina (derecha)

Cabe hacer mencion que el uso de esteroides en otras enfermedades respiratorias es comdn,
tal como es el caso para el asma, que es una enfermedad inflamatoria cronica de las vias
respiratorias, que mediante por distintos estimulos produce broncoconstriccion. Siendo de
esta forma el uso de corticoesteroides farmacos de primera linea, esto se lleva a cabo
mediante la supresion de la inflamacion mediante la inhibicion de la expresion de multiples
genes de inflamacion en células epiteliales de las vias respiratorias al tener efecto en muchas
células de inflamacién y estructurales que son activadas en el asma, asi como impiden el
reclutamiento de células de inflamacion al interior de las vias respiratorias [30,135,136]
(Figura 21).
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Figura 21. Mecanismos de accion de corticoesteroides en el asma [29].

Incluso se usa en enfermedades respiratorias en pacientes pediatricos [137] para
enfermedades tales como asma [138], bronquiolitis [139], displasia broncopulmonar
[140,141], fibrosis quistica [142], Aspergilosis broncopulmonar alérgica [143], teniendo un



factor en comun todas las enfermedades mencionadas siendo la inflamacion presente en cada
una, siendo los corticoesteroides fundamentales en el bienestar de todo aquel que atraviese
cualquier padecimiento mencionado previamente, pero también utilizados para prevenir
enfermedades neonatales como sindrome de dificultad respiratoria aguada taquipnea
transitoria del recién nacido, en aquellos nacimientos prematuros permitiendo el correcto
desarrollo de los pulmones mediante la administracion de corticoesteroides [144].

De igual forma es usado en algunas enfermedades virales que provocan inflamacion, tal como
es el caso de neumonia provocada por Influenza, donde los corticoesteroides son prescritos
para detener la cascada de sefializacion de la inflamacion [145-147]. Otra enfermedad viral
donde los corticoesteroides son una pieza fundamental en el tratamiento es en la infeccién
por SARS-CoV-2 Figura 22, aquella enfermedad que incluso a fecha de escrito el presente
trabajo, sigue siendo una enfermedad de importancia mundial que ha impactado de forma
importante nuestras vidas el Covid-19, al ser una enfermedad relativamente nueva y descubrir
que presentaba inflamacion, se usé dexametasona en aquellos pacientes internados en los
hospitales con sintomas graves, mejorando su situacion de salud. [148,149]

Figura 22. Dexametasona contra Covid-19

Debido a la importancia social que representa la EPOC al ser una enfermedad que merma la
vida de las personas que la padecen, asi como colocarse en puestos importantes de mortalidad
en el mundo, asi como en el pais, es fundamental la busqueda de nuevos farmacos
aprovechando las cualidades de las dianas farmacoldgicas como el receptor muscarinico M3
y PDE4 para mejorar la calidad de vida de las personas que transcurren con el padecimiento
que se ha descrito anteriormente, la EPOC, en particular con el uso de herramientas
bioinformaticas como el docking molecular para el disefio de nuevos candidatos, siendo
moléculas esteroidales un modelo interesante al ser modificados en C-3 con diversos ésteres.



OBJETIVOS
Objetivo general

e Disefiar in silico farmacos con posible efecto inhibitorio con accion dual para el
receptor muscarinico M3 y de la fosfodiesterasa 4 derivados de diosgenina y
laxogenina.

Objetivos particulares

e Evaluar la energia de acoplamiento de moléculas derivadas de diosgenina y
laxogenina para el receptor muscarinico M3 y PDEA4.

e Analizar las interacciones de los hits obtenidos con los residuos aminoacidicos del
recepto muscarinico M3 y PDE4.

e Estimar las propiedades ADMET de los “hits” obtenidos.



METODOLOGIA

El desarrollo del proceso experimental in silico consistio en 4 partes (Figura 23), el
acoplamiento molecular de las moléculas de estudio con el receptor muscarinico M3y con
PDEA4, el analisis estadistico de los resultados obtenidos del acoplamiento molecular, el
analisis interaccional de las moléculas con los residuos aminoacidicos y finalmente un
estudio ADMET, todo este proceso para finalmente obtener moléculas como candidato a
farmacos con accion dual en el receptor muscarinico M3 y PDE4 para la enfermedad de

EPOC.

Acoplamiento Molecular

1- Seleccion cristales en PDB
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Discovery Studio

8- Interaccion de ligandos endogenos y
farmacos con residuos aminoacidicos de M3 y
PDE4
9- Interaccion de moléculas de estudio con los
residuos aminoacidicos de M3 y PDE4
10- Segunda seleccion de moléculas con
criterio en sus interacciones.

Figura 23. Diagrama de la metodologia empleada.




Primeramente, para realizar el acoplamiento molecular se eligieron dos cristales de la base
de datos de PDB, uno correspondiente al receptor muscarinico M3 con el nimero de
identificacion 5ZHP y para PDE4 se eligio el cristal con numero de identificacion 2QYK.
Posteriormente se realiz6 el acoplamiento molecular con el software Autodock VINA con
ambos cristales, tanto de las moléculas de estudio como del ligando natural y los farmacos
comerciales, esto se realizd con 100 iteraciones por molécula, se graficaron los resultados
obtenidos.

En consecuencia de los resultados, se realiz6 un analisis estadistico para elucidar la causa de
la EA obtenida, si fue la presencia del grupo ftalamidato, el grupo afiadido en el acetato en
el C3 o si era influyente el tipo de esteroide usado, si diosgenina o laxogenina. Para saber si
existia diferencia significativa se aplicaron pruebas ANOVA para los resultados con M3, con
PDE4 ademas en conjunto para conocer la posible selectividad de las moléculas por las
proteinas. Con estos resultados, fue posible descartar aquellas moléculas que no tuviera en
su estructura el grupo ftalamidato para posteriores analisis.

Con los resultados obtenidos previamente, se procedié a analizar las interacciones con los
residuos aminoacidicos del receptor M3 y de PDE4 de las moléculas remanentes, asi como
de los ligandos end6genos y farmacos; esto para elucidar las contribuciones por la estructura
que poseen a la EA asi como cerciorarse de que estén actuando dentro del sitio de
acoplamiento de la proteina inhibiendo el acoplamiento del ligando enddgeno. De esta forma
se hizo otro filtro de moléculas que satisficiera el criterio anteriormente mencionado.

Finalmente, con el filtro de moléculas previo, se sometié a un analisis ADMET a las
moléculas remanentes, asi como los ligandos naturales y farmacos comerciales. Para lograr
este fin se analizd las propiedades ADME en la plataforma SwissADME, del cual permitio
hacer una comparacion con la base de datos que posee para conseguir un resultado
aproximado de estas propiedades para dar lugar a una conclusion de si presentan las
cualidades de farmacos. Por ultimo, se analizé las propiedades toxicoldgicas que pudieran
poseer las moléculas remanentes en la plataforma PASS Online asi como comparar con las
que poseen los farmacos actuales, de esta forma dar la informacion de que los beneficios
puedan ser mayores a sus efectos adversos, asi como si poseian menos que los tratamientos
actuales empleados en la enfermedad de EPOC.



DISCUSION DE RESULTADOS

Dado la relevancia del EPOC y su busqueda continua de farmacos, mediante herramientas
bioinformaticas se realiz6 el disefio de nuevos candidatos derivados de diosgenina y
laxogenina con las proteinas M3 y PDE4A mediante el procedimiento que se observa en la
Figura 24, destacando que se analizé estadisticamente el efecto del esteroide y del éster en el
C-3.
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Figura 24. Esquema del procedimiento llevado a cabo

Para el disefio y andlisis de nuevos candidatos con efecto broncodilatador y antinflamatorio,
se selecciona el receptor muscarinico M3 y la fosfodiesterasa 4 PDE4A respectivamente, a
fin de analizar el efecto energético a nivel estadistico, primero estudiando la normalidad de
los datos y despues evaluar los efectos significativos, posteriormente pasar a un analisis
interaccional para determinar el efecto inhibitorio y no activador de estos nuevos derivados,
seleccionando asi los candidatos o hits de la parte de docking molecular, para proceder a la
prediccion de las propiedades ADME y toxicologicas.



1. Analisis energético estadistico
En las graficas de la Figura 26, se puede apreciar que los valores de las moléculas de interés
son superiores a los ligandos naturales tanto del receptor M3 como PDE4, de igual forma
supera la EA de los farmacos utilizados cominmente (Figura 25) para EPOC que utilizan las
dianas farmacol6gicas mencionadas.

a

HO /

Figura 25. Farmacos utilizados para EPOC en M3 y PDE4, a: atropina (ATRP), b: ipratropio, c: tiotropio, d:
roflumilast, e: cilomilast.
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Figura 26. Energias de acoplamiento para M3 (izquierda) y PDE4 (derecha)

A fin de analizar estos datos energéticos a nivel estadistico se realizé la prueba de normalidad
a ambos grupos de datos, como se observa en la Figura 27, observando una distribucion
normal con p>0.05 en ambos casos, lo que permitié un estudio paramétrico, mediante una
prueba de ANOVA post LSD-Fiser de manera separada y al final en conjunto para observar
la selectividad de los compuestos de hacia una u otra proteina.



Informe de resumen de M3

Prueba de normalidad de Anderson-Darling
A-cuadrado 0.81
Valor p 0.032
Media -10.419
Desv.Est. 0.816
Varianza 0.666
Asimetria -0.39935
Curtosis -1.10821
N 26
Minimo -12.000
Ter cuartil -11.050
Mediana -10.100
3er cuartil -9.800
Maximo -9.200
Intervalo de confianza de 95% para la media
-10.749 -10.090
Intervalo de confianza de 95% para la mediana
-11.000 -9.865
Intervalo de confianza de 95% para la desviacion estandar
_ 0.640 1127

Intervalos de confianza de 95%

Media | . |

Mediana } |

-11.00 -10.75 -10.50 -10.25 -10.00

Informe de resumen de PDE4A

Prueba de normalidad de Anderson-Darling
A-cuadrado 0.36
Valor p 0.431
Media -11.565
Desv.Est. 1.028
Varianza 1.057
Asimetria 0.09288
Curtosis -1.09284
N 26
Minimo -13.400
Ter cuartil -12.500
Mediana -11.600
3er cuartil -10.600
Maximo -9.800

Intervalo de confianza de 95% para la media
-11.981 -11.150

Intervalo de confianza de 95% para la mediana
3 2 " 0 -12.335 -10.995
Intervalo de confianza de 95% para la desviacién estandar

Intervalos de confianza de 95%

Media | * |

Mediana | * |

Figura 27. Resumen de analisis estadistico para prueba de normalidad tanto de M3 como PDE4A



1.1. Analisis estadistico del efecto sobre M3

Con respecto al receptor muscarinico M3 existen varias interrogantes a comparar, primero el
efecto del éster de los diversos aminoacidos alifaticos y el acetato como control sin el grupo
amino (el cual puede estar protegido o desprotegido), la presencia o ausencia del grupo
ftalamidato, el esteroide original (diosgenina vs laxogenina) siendo estos tres correlatos a
estudiar con el grupo de moléculas seleccionadas a fin de definir los candidatos a bloqueo de
M3 para efecto broncodilatador, dado la normalidad de los datos se procedio en primera
instancia a realizar un estudio generalizado con estos tres factores, lo cual podemos observar
en la gréfica de efectos principales, de la Figura 28, denotando que a priori el esteroide no
tiene un efecto significativo, en cambio la presencia o ausencia del grupo protector delimita
un cambio en promedio de mas 1.0 kcal/mol, para el cado de los ésteres utilizados se observa
un efecto disperso sobre la media, teniendo valores superiores e inferiores, pero no suficiente
para determina significancia entre ellos.

Grafica de efectos principales para M3
Medias de datos

Esteroide basal AA ftalamidato

-9.6
8
c -98
Q2
LE“ -10.0
o
9 -102
©
(0]
T -104 ‘\
N1
o
5 -106
c
()
© -10.8
°
s -11.0

-11.2

& &5 & ¥ O &
¥ & G ¥

Figura 28. Gréfica de efectos principales en la EA de la molécula con M3 con respecto al esteroide,
aminoacido o presencia del grupo protector.



1.1.1. Andlisis del grupo éster
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La desviacion estandar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Figura 29. Gréafico de intervalos de M3 con respecto al aminoacido presente en la molécula

Dado la normalidad de los datos se procedio a realizar una prueba ANOVA post LSD-Fisher
con la hipdtesis abajo mostrada, obteniendo un valor de p de 0.837 (Tabla 4) siendo mayor
que a = 0.05, por lo tanto, se acepta la Hipoétesis alternativa, lo que al comparar con la prueba
de Fisher (p>0.256) ademas de como se puede observar en la Tabla 5, se concluye que no
existe una diferencia significativa en la EA si es Alanina, Glicina, Isoleucina, Leucina,
Metionina, Valina o acetato para la proteina M3 (Figura 29).

Hipotesis nula Existe diferencia significativa dependiendo del aminoacido
Hipdtesis alterna No existe diferencia significativa dependiendo del aminoacido
Nivel de significancia a=0.05

Tabla 4. Andlisis de varianza con respecto al aminoécido presente en la molécula

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp
6 2.068 0.3446 0.45 0.837

| aa |
m 19 14593 07680
25  16.660



Tabla 5. Agrupacion del efecto del éster sobre la EA en M3, p<0.05

AA N Media Agrupacion

2  -9.900 A
4 -10.025
4 -10.350
4 -10.375
4 -10.550
4 -10.725
4 -10.750 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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1.1.2. Analisis del efecto del esteroide basal

Grafica de intervalos de M3 vs. Esteroide basal
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Figura 30. Gréfico de intervalos con respecto al esteroide presente en la molécula

Debido a la normalidad de los datos se procedié a realizar una prueba ANOVA post LSD-
Fisher con la hipdtesis abajo mostrada, obteniendo un valor de p de 0.726 (Tabla 6) siendo
mayor que o = 0.05, por lo tanto, se acepta la Hipoétesis alternativa, lo que al comparar con
la prueba de Fisher (p>0.726), asi como se puede observar en la Tabla 7, se concluye que no
existe una diferencia significativa en la EA si se usa el esteroide diosgenina o laxogenina
para la proteina M3 (Figura 30).



Hipdtesis nula Es significativo si es diosgenina o laxogenina
Hipotesis alterna No es significativo si es diosgenina o laxogenina
Nivel de significancia a=0.05

Tabla 6. Andlisis de varianza con respecto al esteroide

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Funcionalidad 1 0.0865 0.08654 0.13 0.726
m 24 16.5738 0.69058
25 166604

Tabla 7. Agrupacion del efecto del esteroide sorbe la EA en M3, p<0.05

Funcionalidad N Media Agrupacion
13 10362 A
13 10477 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

1.1.3. Anadlisis del efecto del grupo protector ftalamidato

Grafica de intervalos de M3 vs. ftalamidato
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La desviacion estandar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Figura 31. Gréfico de intervalos de M3 con respecto a la presencia del grupo protector

Debido a la normalidad de los datos se procedio a realizar una prueba ANOVA post LSD-
Fisher con la hipdtesis abajo mostrada, obteniendo un valor de p de 0.000000002 (Tabla 8)
siendo menor que a = 0.05, por lo tanto, se acepta la Hipdtesis nula, lo que al comparar con



la prueba de Fisher (p>0.000000002), asi como se puede como se observar en la Tabla 9, se
concluye que existe una diferencia significativa en la EA si esta presente el grupo protector
ftalamidato para la proteina M3, lo que implica que segln la ruta de sintesis planteada
conviene dejar el aminodcido sin desproteger, efecto que se puede explicar por las
interacciones que este puede presentar en el sitio de union del receptor M3 (Figura 31 y
Figura 32).

Hipdtesis nula Existe diferencia si hay presencia del grupo ftalamidato
Hipotesis alterna No existe diferencia si hay presencia del grupo ftalamidato
Nivel de significancia o =0.05

Tabla 8. Andlisis de varianza con respecto al grupo protector

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

1 13012 130116 8558 0.000000002
P - o
25 16660

Tabla 9. Agrupacidn del efecto del grupo protector en la EA, p<0.05

ftalamidato N Media Agrupacion
-9.7643 A

I
ERRARC I

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

Figura 32. Gréfico de intervalo de diferencia de medias para M3 de 95% con método de Fisher



1.2. Analisis del efecto sobre PDE4A

Con respecto a la difosfoesterasa-4A (PDE4A), asi como la diana farmacoldgica anterior,
existen varias interrogantes a comparar, primero el efecto del ester de los diversos
aminoacidos alifaticos y el acetato como control sin el grupo amino (el cual puede estar
protegido o desprotegido), la presencia o ausencia del grupo ftalamidato, el esteroide original
(diosgenina vs laxogenina) siendo estos tres correlatos a estudiar con el grupo de moléculas
seleccionadas a fin de definir los candidatos a bloqueo de PDE4A para efecto
antiinflamatorio, dado la normalidad de los datos se procedié en primera instancia a realizar
un estudio generalizado con estos tres factores, lo cual podemos observar en la grafica de
efectos principales, Figura 33, denotando que a priori el esteroide tiene un efecto
significativo, en cambio la presencia o ausencia del grupo protector delimita un cambio en
promedio de méas 1.5 kcal/mol, para el caso de los aminoacidos utilizados se observa un
efecto disperso sobre la media, teniendo valores superiores e inferiores, pero no suficiente
para determina significancia entre ellos.

Grafica de efectos principales para PDE4A
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Figura 33. Gréfica de efectos principales en la EA de la molécula con PDE4A con respecto al esteroide,
aminodacido o presencia del grupo protector



1.2.1. Analisis del grupo éster

Grafica de intervalos de PDE4A vs. AA
95% IC para la media
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La desviacion estandar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Figura 34. Gréfica de intervalos con respecto al aminoacido en la molécula

Dado la normalidad de los datos se procedio a realizar una prueba ANOVA post LSD-Fisher con la hipotesis
abajo mostrada, obteniendo un valor de p de 0.800 (

Tabla 10) siendo mayor que o = 0.05, por lo tanto, se acepta la Hipotesis alternativa, lo que
al comparar con la prueba de Fisher (p>0.256), asi como se puede observar en la Tabla 11,
se concluye que no existe una diferencia significativa en la EA si es Alanina, Glicina,
Isoleucina, Leucina, Metionina, Valina o acetato para la proteina PDE4A (Figura 34).

Hipétesis nula Existe diferencia significativa dependiendo del aminoacido
Hipdtesis alterna No existe diferencia significativa dependiendo del aminoacido
Nivel de significancia a=0.05

Tabla 10. Andlisis de varianza con respecto al aminoacido presente en la molécula

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
6 3.604 0.6006 0.50 0.800

an |
m 19 22815 1.2008
25 26419



Tabla 11. Agrupacion del efecto del éster sobre la EA en PDE4A, p<0.05

AA N Media Agrupacion

2 -10850 A
4 -10975 A
4 -11575 A
4 -11.650 A
Valina 4 -11.675 A
4 -11.925 A
4 -11950 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

1.2.2. Anélisis de esteroide basal

Grafica de intervalos de PDE4A vs. Esteroide basal
95% IC para la media
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La desviacion estandar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Figura 35. Gréfica de intervalos con respecto al esteroide basal de la molécula

Debido a la normalidad de los datos se procedi6 a realizar una prueba ANOVA post LSD-Fisher con la
hipotesis abajo mostrada, obteniendo un valor de p de 0.253 (

Tabla 12) siendo mayor que o = 0.05, por lo tanto, se acepta la Hipoétesis alternativa, lo que
al comparar con la prueba de Fisher (p>0.253), asi como se puede observar en la Tabla 13,
se concluye que no existe una diferencia significativa en la EA si se usa el esteroide
diosgenina o laxogenina para la proteina PDE4A (Figura 35y Figura 36).

Hipotesis nula Es significativo si es diosgenina o laxogenina
Hipotesis alterna No es significativo si es diosgenina o laxogenina
Nivel de significancia a=10.05



Tabla 12. Andlisis de varianza respecto con el esteroide basal

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Funcionalidad 1 1.431 1.431 1.37 0.253
m 24 24.988 1.041
25 26419

Tabla 13. Agrupacion del efecto del esteroide sobre la EA en PDE4, p<0.05

Funcionalidad N Media Agrupacion
13 1331 A
13 11800 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs individuales de 95% de Fisher
Diferencias de las medias para PDE4A

Laxogenina - Diosgenina- } = i }

15 10 05 0.0 05

Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

Figura 36. Gréfica de intervalo con respecto al esteroide basal de la molécula



1.2.3. Analisis de grupo protector

Grafica de intervalos de PDE4A vs. ftalamidato
95% IC para la media
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La desviacion estandar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Figura 37. Gréfica de intervalos con respecto al grupo protector

Debido a la normalidad de los datos se procedio a realizar una prueba ANOVA post LSD-
Fisher con la hipédtesis abajo mostrada, obteniendo un valor de p de 0.0000002 (Tabla 14)
siendo menor que a = 0.05, por lo tanto, se acepta la Hipdtesis nula, lo que al comparar con
la prueba de Fisher (p>0.0000002), asi como se puede como se observar en la Tabla 15, se
concluye que existe una diferencia significativa en la EA si esta presente el grupo protector
ftalamidato para la proteina PDE4A, lo que implica que segun la ruta de sintesis planteada
conviene dejar el aminodcido sin desproteger, efecto que se puede explicar por las
interacciones que este puede presentar en el sitio de union del receptor M3 (Figura 37 y
Figura 38).

Hipdtesis nula Existe diferencia si hay presencia del grupo ftalamidato
Hipotesis alterna No existe diferencia si hay presencia del grupo ftalamidato
Nivel de significancia o =0.05

Tabla 14. Analisis de varianza con respecto al grupo protector

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

1 18103 181029 5225 0.0000002
P 6 o
25 26419



Tabla 15. Agrupacion del efecto del grupo protector en la EA en PDE4A, p<0.05

ftalamidato N Media Agrupacion
L 14 10793 A
ERN 2 2467 8 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs individuales de 95% de Fisher

Diferencias de las medias para PDE4A

Si- No- =

-20 -15 -10 -0.5 0.0
Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente

diferentes.

Figura 38. Gréfico de intervalo con respecto a grupo protector método de Fisher

1.3. Andlisis de selectividad entre proteinas

Grafica de intervalos de energia de acoplamiento vs. Proteina
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Figura 39. Gréfica de intervalos con respecto a las dianas farmacolégicas



Por ultimo con respecto al analisis estadistico, se procedio a realizar una prueba ANOVA
post LSD-Fisher con la hipétesis abajo mostrada, obteniendo un valor de p de 0.00005 (Tabla
16) siendo menor que « = 0.05, por lo tanto, se acepta la Hipotesis alterna, lo que al comparar
con la prueba de Fisher (p>0.00005), se concluye que no existe una diferencia significativa
en entre la EA de los compuestos con respecto a la diana a la que se une, ya sea el receptor
muscarinico M3 0 PDE4A (Figura 39 y Figura 40), pero incluso aunque la diferencia no sea
significativa, cabe sefialar que si es mayor la EA obtenida por PDE4A con respecto a M3.
Esto puede implicar que es posible el efecto dual que se busca en las dianas farmacoldgicas
con los compuestos de estudio.

Hipdtesis nula Existe diferencia significativa en la EA de los compuestos entre M3

y PDE4A
Hipdtesis alterna  No existe diferencia significativa en la EA de los compuestos entre
M3y PDE4A
Nivel de a=0.05

significancia

Tabla 16. Anélisis de varianza con respecto a ambas dianas farmacolégicas

Fuente @ GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

1 17.08  17.0777  19.82 0.00005

50 43.08 0.8616

51 6016

ICs individuales de 95% de Fisher
Diferencias de las medias para Resultado

»

M3 - DPE4A- | ‘
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Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

Figura 40. Gréafico de intervalo con respecto a la diana farmacolégica mediante método de Fisher



1.4. Seleccién de candidatos energéticos.

Dado que las pruebas estadisticas nos indican que el unico factor importante es la presencia
del grupo protector, por lo cual en la Figura 41 podemos observar las energias de
acoplamiento de los compuestos (Figura 42) que cumplen con este criterio ademas de los
ligandos y farmacos de referencia, asi como 2 controles negativos, los que se seleccionaron
con respecto a la ausencia del grupo ftalamidato. Para posteriormente analizar sus
interacciones con los residuos aminoacidicos del sitio de acoplamiento tanto para el receptor
muscarinico M3 y PDE4A.

-8 -9 -4
EA kcal/mol EA kcal/mol

Figura 41. Gréficas de EA de compuestos con el grupo protector, farmacos y ligandos naturales
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Figura 42. Primeros candidatos a) AD02, b) AD04, c) AD06, d) AD08, e) AD10, f) AD12, g) AL2, h) ALO04,
i) ALOS, j) ALO8, k) AL10, I) AL12.

El anélisis interaccional de los candidatos después de los estadisticos podra elucidar tanto la
razon de la EA de cada moléecula con su respectivo receptor debido a su estructura, asi como
la correcta eleccion de moléculas al asegurar que sus interacciones sean con residuos
aminoacidicos clave del sitio de acoplamiento para que de esta forma cumplan con su funcién
como farmacos.



2. Analisis Interaccional

El presente andlisis de las interacciones que poseen cada molécula del estudio, asi como
tomando de referencia los ligandos naturales, asi como farmacos utilizados actualmente para
cada receptor, este andlisis fungird como una herramienta clave para la seleccion de
moléculas, entre aquellas previamente filtradas tras el anélisis estadistico, capaces de
funcionar como farmacos al interaccionar con los residuos aminoacidicos clave tanto del
receptor muscarinico M3 como PDEA4.

2.1. Sobre M3

Primeramente, para el receptor muscarinico M3 se analiz6 las interacciones del ligando
enddgeno y sus farmacos inhibidores para usarlo de referencia para las moléculas propuestas,
ya que de esta forma se puede observar aquellos residuos aminoacidicos que son clave en la
correcta funcion del receptor.

Como se puede observar en la (Figura 43) asi como en la Tabla 17, la ACh que es el ligando
enddgeno, asi como sera la principal referencia para los andlisis de las moléculas posteriores,
presenta 9 interacciones (PHE A:239, TYR A:506, TYR A:148, CYS A:532, ASP A:147,
TYR A:529, TYR A:533, TRP A:503, SER A:151) de las cuales se puede explicar la EA tan
baja (-4.4), al ser solo TRP A:503 y SER A:151 interacciones por puente de hidrogeno,
siendo las demaés interacciones mas débiles al ser fuerzas de van der Waals. Los farmacos
que se usan actualmente para EPOC coinciden en sus interacciones al receptor enddgeno, el
namero de interacciones para ipratropio (BIPR) que son iguales son 9 de 17 con una EA (-
8.8), para tiotropio (BTIR) 3 de 16 con EA (-8.0) y finalmente para atropina (ATRP) 8 de 16
con una EA (-8.8). De lo anterior se ve reflejado que el nimero de interacciones es
proporcional a una mayor EA, pero donde como el caso de BIPR y ATRP que poseen la
misma EA, pero distintos numeros de interacciones dejando en claro también que el tipo de
interaccion importa. Pero de manera mas importante, se puede inferir que todos los farmacos
funcionan de manera correcta al ocupar el espacio de union del ligando enddgeno al tener en
el caso de BIPR 9 interacciones de las 9 de ACh, en el caso de ATRP 8/9 y finalmente BTIR
3/9, pero en este Ultimo caso ademas de compartir solo esas 3 interacciones, cabe sefialar que
presenta una sefial de repulsion que propicié un puntaje inferior comparado con los otros
farmacos.
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Figura 43. Diagramas de interaccién ligando end6geno y farmacos con M3

Con respecto a los derivados de diosgenina (AD2, AD04, AD06, AD08, AD09, AD10 y
AD12) con el receptor M3, cabe sefialar que todas superaron la EA tanto del ligando
enddgeno como de los farmacos. Lo anterior se explica si se observa individualmente cada
diagrama de interaccidn, que es necesario mencionar que se omitié el diagrama de AD10 ya
que presenta una gran homologia en sus interacciones con el resto de moléculas, asi como
mencionar que en el caso de ADQ9 se utilizé como un control al no poseer el grupo protector
ftalamidato para analizar como este factor cambia sus interacciones, de esta forma
comprobando el porque de una de las dudas que existié en los estadisticos realizados que
termind con la conclusion de que si existe una diferencia en la presencia del grupo protector.

De esta manera, como se observa en la Figura 44, asi como en la Tabla 17, para el caso de
ADO02 comparte con la ACh 3 interacciones de 12 totales que posee, AD0O4 presenta 3/15,
ADO6 con 3/18, ADO08 tiene 3/18, AD09 3/17, AD10 3/15 y finalmente AD12 con 3/18. De
lo anterior, se puede inferir que efectivamente todas las moléculas se acoplan en el sitio activo
del receptor M3 al presentar interacciones con algunos residuos aminoacidicos que la ACh
también posee, pero para el caso de AD02, AD04, AD08 y AD12, 3 de 3 interacciones que
presentan son puentes de hidrogeno. Ademas, algo que es notable es la importancia del grupo
ftalamidato en aquellas que lo poseen, al tener entre 3 a 5 interacciones por puente de
hidrogeno con residuos aminoacidicos, incluso estos residuos son aquellos que comparte con



la ACh y que en todos de los casos poseen la misma interaccion entre el grupo protector y
TYR A:529.
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Figura 44. Diagramas de interacciones de derivados de diosgenina con el receptor M3.

Asi mismo, con respecto a los derivados de laxogenina (AL2, AL04, AL05, AL06, ALO0S,
AL10y AL12) con el receptor M3, cabe sefialar que todas superaron la EA tanto del ligando
endogeno como de los farmacos. Lo anterior se explica si se observa individualmente cada
diagrama de interaccion, que es necesario mencionar que se omitié el diagrama de AL10 ya
que presenta una gran homologia en sus interacciones con el resto de moléculas, asi como
mencionar que en el caso de ALO05 se utiliz6 como un control al no poseer el grupo protector
ftalamidato para analizar como este factor cambia sus interacciones, de esta forma



comprobando el porqué de una de las dudas que existié en los estadisticos realizados que
termino con la conclusion de que si existe una diferencia en la presencia del grupo protector.

De esta manera, como se observa en la Figura 45, asi como en la Tabla 17, para el caso de
ALO2 comparte con la ACh 3 interacciones de 16 totales que posee, AL04 presenta 3/18,
ALO5 2/17, AL06 con 3/17, ALO8 tiene 3/17, AL10 3/17 y finalmente AL12 con 5/18. De lo
anterior, se puede inferir que efectivamente todas las moléculas se acoplan en el sitio activo
del receptor M3 al presentar interacciones con algunos residuos aminoacidicos que la ACh
también posee, pero para el caso de AL02, ALO4, AL06, ALO8, AL 10 y AL12, 3 de 3
interacciones que presentan son puentes de hidrégeno, agregando que para AL12 present6 5
interacciones siendo TRP A:503 una destacable al ser uno de los puentes de hidrogeno con
los que la ACh se une con M3, siendo la Gnica molécula de las evaluadas que realiz6 esta
interaccidon aunque cabe sefalar fue por fuerzas de Van der Waals. Ademas, algo que es
notable es la importancia del grupo ftalamidato en aquellas que lo poseen, al tener entre 3 a
5 interacciones por puente de hidrogeno con residuos aminoacidicos, incluso estos residuos
son aquellos que comparte con la ACh y que en mayoria de los casos poseen la misma
interaccion entre el grupo protector y TYR A:529, con excepcién de AL12 que, aunque si
presento la interaccién, fue el aminoécido presente el que la realizé y no su grupo protector.
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Figura 45. Diagramas de interacciones de derivados de laxogenina con el receptor M3

Tabla 17. Interaccién de los residuos aminoacidicos del receptor M3 con ligando enddgeno, farmacos y
moléculas propuestas

Compuesto . . Puente de
WEU Pl . r
(EA kcal/mol) Van der Walls, interacciones el Otros

ACh (-4.4) PHE A:239, TYR A:506, TYR A:148,
CYS A:532, ASP A:147, TYR A:529,
TYR A:533, TRP A:503, SER A:151




BIPR (-8.8)
BTIR (-8

ATRP (-8.8)

ADO2 (-11)

ADO04 (-11)

ADO6 (-11.4)

ADO8 (-10.2)

ADO9 (-9.5)

CYS A:532, TYR A:148, TRP A:503,
TRP A:199, ASN A:152, VAL A:155,
PHE A:239, ALA A:235, VAL A:510,
TYR A:506, SER A:151, ILE A:116,
TYR A:533, ALA A:238, TYR A:529
TYR A:148, PRO A:228, ASN A:513,
VAL A:510, TYR A:506, TRP A:143,
TRP A:525, PHE A:124, ASN A:526, PHE
A:221, LEU A:225, ILE A:222, THR
A:231, SER A:226, TYR A:529

PHE A:239, TYR A:506, TRP A:199,
THR A:234, LEU A:225, THR A:231,
VAL A:510, TRP A:503, TYR A:148,
TYR A:529, CYS A:532, TYR A:533
PRO A:521, ILE A:520, LYS A:522, SER
A:518, ASN A:513, SER A:226, LEU
A:225, ILE A:222, PHE A:221, TRP
A:525, TYR A:529, TYR A:148

SER A:518, VAL A:510, ASN A:513,
SER A:226, THR A:231, LEU A:225, ILE
A:222, PHE A:221, LEU A:144, TRP
A:143, PHE A:124, TRP A:525, TYR
A:529

CYS A:519, SER A:518,PRO A:521, LYS
A:522, ILE A:520, SER A:226, TRP
A:525, LEU A:144, TYR A:148, TRP
A:143, ASN A:526, PHE A:124, TYR
A:506, THR A:231, TYR A:529, PHE
A:221

PRO A:521, LYS A:522, TYR A:506,
LEU A:225, VAL A:510, THR A:231,
PRO A:228, ILE A:222, LEU A:144, TRP
A:143, PHE A:124, SER A:226, ILE
A:520, SER A:518, TYR A:529, TRP
A:525, PHE A:221

LEU A:144, PHE A:221, ILE A:222, TYR
A:148, CYS A:516, THR A:514, PHE
A:515, SER A:226, TRP A:525, TYR
A:506, PHE A:124, TRP A:143, CYS
A:220, TYR A:529

ASN A:507

ASN  A:507,

SER A:151

TYR A:506

TYR A:506,
TYR A:148

ILE A:222

TYR A:148

ASP  A:517,
ASN A:513

ASP
A:147

LYS
A:522

ALA
A:235,
ALA
A:238,

PRO
A:228

LEU
A:225

PRO
A:228



AD10 (-10.7)

AD12 (-11)

ALO02 (-11.8)

AL04 (-11.2)

ALO5 (-9.2)

ALO06 (-12)

ALO8 (-11.3)

AL10 (-11.6)

PRO A:521, LYS A:522, TRP A:525,
TYR A:506, ASN A:526, PHE A:124,
TYR A:148, ILE A:222, THR A:231, SER
A:226, ILE A:520, SER A:518, TYR
A:529, PHE A:221

SER A:518, ILE A:520, SER A:226, LEU
A:225, THR A:231, LEU A:144. TRP
A:143, PHE A:124, PRO A:521, LYS
A:522, CYS A:519, TYR A:529, TYR
A:506, TRP A:525, PHE A:221

PRO A:521, LYS A:522, ILE A:520, TYR
A:148, PHE A:124, TRP A:143, LEU
A:144, PHE A:221, LEU A:225, SER
A:226, ASN A:513, SER A:518, TYR
A:529, TRP A:525

PRO A:521, LYS A:522, ILE A:520, TRP
A:525, TRP A:199, THR A:231, THR
A:234, LEU A:144, TYR A:148, TRP
A:143, PHE A:124, PHE A:221, SER
A:226, ASN A:513, SER A:518, TYR
A:529

TYR A:148, PHE A:221, SER A:226,
CYS A:516, THR A:229, GLU A:227,
ASN A:513, TRP A:525, TYR A:506,
PHE A:124, TRP A:143, CYS A:220, LEU
A:144, PRO A:228

PRO A:521, LYS A:522, ILE A:520, LEU
A:225, TYR A:148, PHE A:124, TRP
A:143, LEU A:144, PHE A:221, SER
A:226, ASN A:513, SER A:518, TYR
A:529, TRP A:525

PRO A:521, ILE A:520, LYS A:522, TRP
A:525, THR A:231, LEU A:144, TRP
A:143, PHE A:124, TYR A:148, PHE
A:221, SER A:226, ASN A:513, SER
A:518, TYR A:529, TYR A:506

PRO A:521, LYS A:522, ILE A:520, TRP
A:525, LEU A:225, THR A:231, LEU
A:144, TRP A:143, PHE A:124, TYR

LEU
A:225

TYR A:148, VAL
ILE A:222 A:510

TYR A:506,
ILE A:222

ILE  A222, LEU

TYR A:506 A:225,
TYR
A:148,
TYR
A:506

ASP A:517 PRO
A:228

TYR A:506,
ILE A:222

TYR A:506, LEU
ILE A:222 A:225

TYR A:506,
ILE A:222



A:148, PHE A:221, SER A:226, ASN
A:513, SER A:518, TYR A:529

PHE A:221, SER A:226, ILE A:222, LEU
A:225, TRP A:199, ASN A:152, TRP
A:503, PHE A:239, ASN A:507, ALA
A:235, THR A:234, VAL A:510, THR
A:231, ALA A:238, TYR A:148, TYR
A:506, VAL A:155, TYR A:529

Finalmente, al analizar las interacciones se llego a la conclusion que los candidatos idoneos
para el bloqueo del receptor M3 son con respecto a derivados de diosgenina AD06 y AD12,
y de aquellos derivados de laxogenina AL06 y AL12. Esta decision se tom6 debido que para
los derivados de diosgenina AD06 obtuvo el mejor puntaje de EA (-11.4), en cambio AD12
tuvo un empate en cuanto a su EA (-11), pero su eleccion fue debido a 2 factores, primero
que presento 8 interacciones por puente de hidrégeno, ademas que, de la misma forma que
ADO06, present6 3 interacciones con los mismos residuos aminoacidicos que la ACh en el
sitio de acoplamiento. Para el caso de los derivados de laxogenina, en el caso de AL06 obtuvo
el mejor puntaje de EA (-12), por otro lado, para AL12 aunque no tuvo una EA de las mas
altas (-11), presento una interaccion interesante con TRP A:503, aunque fue de van der
Waals, unica entre todas las moléculas de estudio con el receptor muscarinico M3, ademas
de que su EA es aceptable al ser superior que los farmacos e igual que la que presenta la
seleccion de AD12.

2.2. Sobre PDE4A

Posteriormente, para PDE4A se analizd las interacciones del ligando enddgeno y sus
farmacos inhibidores para usarlo de referencia para las moléculas propuestas, ya que de esta
forma se puede observar aquellos residuos aminoacidicos que son clave en la correcta funcion
del receptor.

Como se puede observar en la Figura 46, asi como en la Tabla 18, el cCAMP que es el ligando
endogeno, seré la principal referencia para los analisis de las moléculas posteriores, y esta
presenta 18 interacciones (HIS A:412, ZN A:1, HIS A:376, HIS A:416, PHE A:552, ASN
A:533, TRP A:544, TYR A:371, LEU A:531, MET A:485, THR A:483, ILE A:548, HIS
A:372, GLN A:581, MG A:2, ASP A:530, ASP A:413, GLU A:442) de las cuales se puede
explicar la EA resultante del docking (-9), cabe destacar que GLU A:442, ASP A:413, ASP
A:530, HIS A:372, ILE A:548 y GLN A:581, fueron interacciones por puente de hidrogeno,
siendo las demas interacciones mas débiles al ser fuerzas de van der Waals, ademés cabe
resaltar la interaccion con MG A:2 al ser fundamental para la catalisis de CAMP. Los



farmacos que se usan actualmente para EPOC, en el caso de RFLT no coincidieron en sus
interacciones al receptor enddgeno esto puede deberse a que haga una inhibicién alostérica
con una EA de 8.5, y para el caso de CLMT presento 9 interacciones con los mismos residuos
aminoacidicos de 15 interacciones totales con una EA de -9.3, pero cabe sefialar que no
presento la interaccion con el ion Mg. De lo anterior se ve reflejado que el nimero de
interacciones es proporcional a una mayor EA, pero donde como el caso de CLMT que posee
una EA ligeramente superior, pero menor numero de interacciones que el ligando endogeno,
deja en claro también que el tipo de interaccién importa.
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Figura 46. Diagramas de interacciones ligando endégeno y farmacos con PDE4A.

Con respecto a los derivados de diosgenina (AD2, AD04, AD06, AD08, AD09, AD10 y
AD12) con PDE4, cabe sefialar que todas superaron la EA tanto del ligando endégeno como
de los farmacos. Lo anterior se explica si se observa individualmente cada diagrama de
interaccidn, que es necesario mencionar que se omitid el diagrama de AD10 ya que no
presenta interacciones homologas al CAMP, asi como mencionar que en el caso de AD09 se
utilizé como un control al no poseer el grupo protector ftalamidato para analizar como este
factor cambia sus interacciones, de esta forma comprobando el porqué de una de las dudas
gue existio en los estadisticos realizados que termin6 con la conclusion de que si existe una
diferencia en la EA con la presencia del grupo protector.



De esta manera, como se observa en la Figura 47, asi como en la Tabla 18, para el caso de
ADO02 comparte con el cCAMP 6 interacciones de 18 totales que posee, AD04 presenta 7/21,
ADO06 con 12/29, ADO08 tiene 8/22, ADQ9 14/25, AD10 0/21 y finalmente AD12 con 11/24.
De lo anterior, se puede inferir que casi todas las moléculas se acoplan en el sitio activo de
PDE4 al presentar interacciones con algunos residuos aminoacidicos que cAMP también
posee, con excepcion de AD10 que no tuvo ninguna. Ademas, para el caso de AD02, AD04,
ADO08 y AD12, el numero de interacciones que presentan son mayores a 5 y corresponden a
puentes de hidrégeno. Ademas, algo que es notable es la importancia del grupo ftalamidato
en aquellas que lo poseen, al tener entre 4 a 6 interacciones por puente de hidrogeno con
residuos aminoacidicos, siendo estos algunos con los que comparten con cAMP. Asimismo,
ADO06 y AD12 poseen interaccién con MG A:2, pero solo ADO06 es de tipo metal aceptor,
mientras tanto AD12 es de tipo van der Waals
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Figura 47. Diagrama de interaccion de derivados de diosgenina con el receptor PDE4A



Asi mismo, con respecto a los derivados de laxogenina (AL2, AL04, AL05, AL06, ALOS,
AL10 y AL12) con PDE4A, cabe sefialar que todas superaron la EA tanto del ligando
enddgeno, asi como de los farmacos. Lo anterior se explica si se observa individualmente
cada diagrama de interaccion, que es necesario mencionar que se omitio el diagrama de AL10
ya que presenta una gran homologia en sus interacciones con el resto de moléculas, asi como
mencionar que en el caso de ALO5 se utilizd como un control al no poseer el grupo protector
ftalamidato para analizar como este factor cambia sus interacciones, de esta forma
comprobando el porqué de una de las dudas que existié en los estadisticos realizados que
termind con la conclusion de que si existe una diferencia en la presencia del grupo protector.

De esta manera, como se observa en la Figura 48, asi como en la Tabla 18, para el caso de
ALO2 comparte con la cCAMP 13 interacciones de 28 totales que posee, AL04 presenta 12/30,
ALO5 12/27, AL06 con 13/28, ALO08 tiene 12/28, AL10 7/19 y finalmente AL12 con 10/24.
De lo anterior, se puede inferir que efectivamente todas las moléculas se acoplan en el sitio
activo de PDE4A al presentar interacciones con algunos residuos aminoacidicos que la
CAMP también posee. Ademas, para el caso de AL02, AL04, AL06, ALO8 y AD12, el
nimero de interacciones que presentan son mayores a 3 y corresponden a puentes de
hidrégeno. Ademas, algo que es notable es la importancia del grupo ftalamidato en aquellas
que lo poseen, al tener entre 2 a 5 interacciones por puente de hidrogeno con residuos
aminoacidicos, siendo estos algunos con los que comparten con CAMP. Asimismo, AL02,
ALO4, ALO6 y ALO8 poseen interaccion metal aceptor con MG A:2.
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Figura 48. Diagramas de interacciones de derivados de laxogenina con PDE4A

Tabla 18. Interacciones de los residuos aminoacidicos del receptor PDE4A con ligando endégeno, farmacos y
moléculas propuestas

HIS A:412, ZN A:l, HIS A:376, HIS HIS A:372, MG A:2,
A:416, PHE A:552, ASN A:533, TRP GLN A:581 ASP



A544, TYR A:371, LEU A:531, MET
A:485, THR A:483, ILE A:548

ILE B:588, HIS B:488, LYS A:579, VAL
A:582, TYR A:587, GLY A:583, SER
A:580, PRO B:591, ASP B:586, TYR
B:587, MET:489, MET A:569,

SER A:580, ASN A:533, TRP A:544,
THR A:545, TYR A:541, LEU A:531,
ASP A:530, PHE A:552, TYR A:371,
ILE A:548,

GLN A:422, SER A:420, PHE A:552,
GLN A:582, ASN A:533, MET A:485,
HIS A:372, TYR B:587, ASN A:421, ASP
A:484, SER A:486, ILE B:622, LYS
B:579, ILE A:548, TYR A:371, PHE
A:582, TYR B:619

GLN A:422, SER A:420, PHE A:552,
GLN A:581, THR A:545, ASN A:533,
TYR A:371, LEU A:531, MET A:485,
HIS A:372, TYR B:587, ASN A:421, ASN
A:421, ASP A:484, SER A:486, LYS
B:579, ILE B:622, PHE A:584, ILE A:548
ILE A:566, GLY B:583, LYS B:579, TYR
B:587, SER A:420, SER A:486, ASN
A:421, ASP A:484, GLU A:442, LEU
A:441, HIS A:416, HIS A:445, ASP
A:413. ASP A:530, TYR A:371, HIS
A:376, LEU A:531, PHE A:584, THR
A:483, PHE A:552, GLN A:422, PRO
A:568, SER A:567, GLU A:565, HIS
A372, ZN A:1

GLN A:581,
HIS A:372

MET A:485

A:530,
ASP
A:413,
GLU
A:442
ILE
A:588,
MET
B:489,
ALA
B:493,
LEU
B:492
MET
A:485,
MET
A:549,
MET
A:569
VAL
B:582

VAL
B:582,
TYR
B:619

MG A:2,
PRO
A:568



LYS B:579, ILE B:622, GLN A:422, SER
A:420, ASP A:530, HIS A:376, ZN A:1,
TYR A:371, MET A:569, GLN A:581,
ASN A:421, ASP A:484, SER A:486, PHE
A:552, PHE A:584, TYR B:619, ILE
A:548

GLY A:583, MET A:569, ILE A:548,
TYR A:371, HIS A:376, HIS A:412, ZN
A:l, ASP A:413, SER A:410, THR
A:483, GLU A:442, LEU A:531, ASP
B:586, ILE A:588, TYR B:587, TYR
A:587, PHE A:552, PHE A:584, HIS
A:372,

ALA A:575, THR A:574, PRO B:568,
SER A:567, SER B:580, GLU A:565, ASN
A:426, GLN A:422, TYR B:619, GLY
B:583, PRO A:568, ILE A:566, TYR
B:587, ILE B:588, MET A:569, SER
B:486, LYS B:579, VAL B:582, ILE
B:622,

SER B:580, GLY B:583, TYR B:587, ASN
A:421, HIS A:416, ZN A:1, ASP A:530,
MG A:2, THR A:483, ASP A:484, GLU
A:442, PHE A:552, GLN A:481, SER
A:420, SER A:567, PRO A:568, GLN
A:422, GLU A:565, ILE A:548, PHE
A:584, TYR A:371

ASP A:437, ILE A:425, ASN A:421, ASP
A:484, GLU A:442, MET A:485, HIS
A:416, PHE A:552, HIS A:376, ZN A:1,
TYR A:371, GLN A:581, THR A:545,
TYR A:541, PRO A:534, ASN A:533,
PHE A:584, ASP A:530, LEU A:531, SER
A:420, SER A:486, GLN A:422, TYR
B:619, SER A:439, GLU A:438, ILE
A:548

ILE A:566, SER B:580, GLY B:583, LYS
B:579, GLN A:422, TYR B:587, ASN

HIS A:373 VAL
B:582,
MET
A:485,
LEU
A:531,

ASP A:530 HIS
A:416,
MG A:2,
PRO
B:591,
MET
A:485,
LEU
A:441,
MET
B:489,
MET
B:569

HIS A:372 LYS
B:579,
MET
A:485

HIS A:372 MG A:2

MET A:485 HIS
A:416,



A:421, SER A:486, SER A:420, GLU
A:442, ASP A:484, LEU A:441, VAL
A:419, GLU A:551, ASP A:413, ZN A:1,
ASP A:530, HIS A:376, LEU A:531, PHE
A:584, THR A:483, SER A:567, GLU
A565, TYR A:371

ILE A:425, ASN A:421, GLN A:422, ASP
A:484, MET A:485, HIS A:416, MG A:2,
HIS A:376, LEU A:531, ASP A:530, PRO
A:534, THR A:545, TRP A:544, PHE
A:552, TYR B:587, SER A:420, SER
A:486, ASP A:437, GLU A:438, SER
A:439, TYR A:371, PHE A:584, TYR
A:541

GLU A:438, SER A:439, ASP A:437, ILE
A:425, ASN A:421, ASP A:484, GLU
A:442, HIS A:416, MET A:485, PHE
A:552, LEU A:531, PHE A:584, GLN
A:581, THR A:545, ASN A:533, TYR
A:541, PRO A:534, ASP A:530, HIS
A:376, ZN A:1, SER A:420, SER A:486,
TYR B:619, GLN A:422, TYR A:371,
ILE A:548

ILE A:566, GLY B:583, GLN A:422, LYS
B:579, TYR B:587, SER A:486, ASN
A:421, SER A:420, GLU A:442, ASP
A484, HIS A:445, LEU A:441, ASP
A:413, PHE A:552, ZN A:1, ASP A:530,
TYR A:371, HIS A:376, LEU A:531,
PHE A:584, THR A:483, SER A:567,
GLU A:565, HIS A:416

GLN A:581, MET A:569, LEU A:531,
MET A:485, MG A:2, TYR B:587, GLN
A:422, GLU A:565, SER B:580, GLY
B:583, SER A:567, PRO A:568, TYR
A:371, SER A:420, HIS A:372, PHE
A:552, PHE A:584, ILE A:548

ASP A:437, ILE A:425, ASN A:421, ASP
A:484, GLU A:442, HIS A:416, MG A:2,

HIS  A:372,
ASN  A:533,
GLN A:581

HIS A:372

MET A:485

HIS A:372

PHE
A:552,
HIS
A:372,
MG A:2,
PRO
A:568
ILE
A:548,

MG A:2

MG A:2,
HIS
A:372,
PRO
A:568

LYS
B:579

MET
A:485,



PHE A:552, MET A:569, ASN A:533, LEU

ILE A:548, ASP A:530, TYR A:371, SER A:531,
A:420, SER A:486, GLN A:422, TYR PRO

B:619, SER A:439, GLU A:438, PHE A:534
A:584

Finalmente, al analizar las interacciones se lleg6 a la conclusién que los candidatos idoneos
para el bloqueo de PDE4A con respecto a derivados de diosgenina son AD06 y AD12, y de
aquellos derivados de laxogenina ALO6 y ALO08. Esta decision se tomé debido que para los
derivados de diosgenina ADO6 obtuvo un buen puntaje de EA (-12.6) ademas de poseer la
interaccion clave con el MG A:2 mediante interaccion metal-aceptor, en cambio AD12 tuvo
una EA (-12.2) siendo un buen puntaje, pero ademas solamente junto con AD06 presento
interaccién con MG A:2 aunqgue cabe sefialar que fue por fuerzas de van der Waals. Para el
caso de los derivados de laxogenina, en el caso de AL06 obtuvo el mejor puntaje de EA (-
13.4) asi como presenta interaccion con MG A:2, por otro lado, para AL08, aunque tuvo un
empate en su EA (-12.5), presento una interaccion metal aceptor con MG A:2, ademas sus
interacciones con los residuos aminoacidicos son 12, colocandola como una mejor opcion.

Por ende, las moléculas que presentan mejores caracteristicas con respecto al andlisis de sus
interacciones para ambas proteinas son AD06, AD12, AL06, AL08 y AL12.

Al comparar proteinas se habia observado un efecto mayor PDEA4 al eliminar estructuras dado
su nivel interaccién se queda con 3 grupo, aquellos especificos para PDE4, los especificos
para M3y finalmente los que tienen potencial en ambas dianas.

3. Analisis ADME y toxicoldgico

En anélisis ADME permite analizar las caracteristicas fisicoquimicas que posee una molécula
para elucidar su posible comportamiento como farmaco al compararlo con propiedades
fisicoquimicas de farmacos en una base de datos, dando informacién como su solubilidad,
lipofilicidad, si es inhibidor de algun citocromo, su absorcién gastro intestinal, si es capaz e
atravesar la barrera hematoencefalica, asi como algunos parametros empiricos tal como el
pardmetro de Limpinski. Este proceso se realizo en la plataforma gratuita SwisSADME y
cuyos resultados se pueden encontrar en la Tabla 19.

Con respecto al peso molecular (PM), tal como se aprecia en la Tabla 19, las moléculas
candidatas presentaron una diferencia de mas de 240 g/mol con respecto a los ligandos
enddgenos, asi como farmacos, observandose una diferencia notable que es debido a su
origen natural de los compuestos propuestos como posibles farmacos, tal como se puede
apreciar en la Figura 49.



Sobre la caracteristica TPSA todas las moléculas estan dentro del rango aceptable que
corresponde entre 20 a 130 A2, con excepcion de cAMP que obtuvo un puntaje de 164.65 A2,
esto se puede observar de mejor manera en la Figura 49.

Referente a la lipofilicidad, las moléculas candidatas presentaron un gran puntaje con
respecto a los ligandos enddgenos, asi como los farmacos, que con excepcion de ACh, todos
se encontraban en la zona aceptable como se aprecia en la Figura 49, pero cabe mencionar
que esto no es un aspecto negativo, ya que pensando en hacer un farmaco de inhalacion uno
de los requisitos deseables es que la molécula presente una lipofilicidad alta ya que de esta
manera se puede aglomerar en las mucosas pulmonares sirviendo de reservorio para una
liberacion prolongada asi como menor necesidad de una alta dosificacion.

En cuanto a la solubilidad, las moléculas candidatas a farmaco presentaron una muy baja, a
diferencia de los ligandos endogenos y farmacos que todos presentaron una solubilidad
dentro de los rangos aceptable (zona roja) como se observa en la Figura 49.
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Figura 49. Diagramas propiedades fisicoquimicas por SwissADME.

Con relacion a las propiedades farmacocinéticas, las moléculas de estudio presentaron una
baja absorcién gastrointestinal, asi como no atraviesan barra hematoencefalica, siendo esto
ultimo importante debido a la presencia de M3 en cerebro. Ademas, son sustratos para la
glucoproteina-P al igual que la ACh, BTIR, BPIR y CLMT. Cabe destacar que ninguna



molécula parte del estudio tuvo coincidencia con ser substrato para algin citocromo a
diferencia de farmacos como BTIR, ATRP, RFLT y CLMT (Tabla 19).

Tabla 19. Resultados SwissADME de ligandos enddgenos, farmacos y moléculas candidatos a farmaco
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4\ 146 3925 332 289. 329 403.2 343. 643 657 63 673 673
(g/mol) IR 46 37 21 1 42 8 88 1. .88 .88
8
26. 1155 46. 49.7 164 6045 795 82. 82. 99 99. 099.
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1
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Otra herramienta que brinda el analisis en SwissSADME para observar de manera mas visual
es el diagrama de huevo hervido o boiled-egg en la Figura 50, debido a su semejanza con
dicho producto. En dicho grafico se compara la lipofilicidad vs TPSA, donde si entra en la
zona amarilla indica que atraviesa barrera hematoencefalica, zona blanca denota que tiene
una alta absorcion gastrointestinal, por ultimo los circulos azules o rojos indica si es substrato
0 no para la glucoproteina-P, respectivamente. Con apoyo del anterior, se puede observar que
las moléculas de estudio estan en una zona gris que indicaria no necesariamente que no
funcionan como farmaco, sino que no poseen cualidades necesarias para ser un farmaco oral
0 gque puedan funcionar en alguna diana que este ubicada en el cerebro, ambas cosas no son
de consideracion para el presente estudio debido a que se buscan farmacos de administracion

inhalatoria.
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Figura 50. Diagrama BOILED-Egg de ligandos endégenos, farmacos y moléculas candidatos a farmaco



Pero de forma comparativa de solo las moléculas de estudio, como se puede observar en la
Tabla 19, presentan las mismas cualidades de druglikeness, absorcion gastrointestinal,
permeabilidad a la barrera hematoencefalica, que no sean substratos a ningun citocromo,
ademas que son substratos a la glucoproteina-P, los Gnicos pardmetros para poder hacer una
distincion entre ellas son el PM, lipofilicidad y solubilidad, ademas como es visualmente
apreciable en la Figura 50, AL0O6 presenta mejores condiciones a comparacion de los otros
candidatos pero cabe mencionar que es por muy poco al no tener diferencias tan grandes en
los parametros mencionados.

Por otra parte, el andlisis de toxicidad o efectos adversos se realiz6 en la plataforma
PASSOnline, los resultados estan resumidos en la Tabla 20, donde destaca que a las
moléculas candidatas a farmaco solo presentan 1 posible efecto adverso siendo el de toxico
con una probabilidad de .8 ademas, algo que resalta es que los farmacos CLMT, BTIR,
CLMT y RFLT, no presentan posibles efectos adversos en la plataforma, esto puede ser
debido a que en la base de datos con la que se hace el analisis comparativo no cuenta con
estructuras similares que puedan llevar a un antecedente de un efecto adverso, no significa
que no lo posean.

Tabla 20. Probabilidad de efectos adversos de las moléculas candidatas

Efecto
adverso

No

mutageénico,
Salmonella
Fuerte 0.81
irritacion piel S
Espasmos 0.77 - - - - - | = - - - - -

3
Temblores 0.73 - - - - - - - - - -
8
Midriatico - 097 08 - - - | = - - - - -
9 4
Xerostomia - 09 076 - - - | - - - - - -
3 1
Excitabilidad - 093 078 - - - - - - - - -



Alteracion del
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Psicosis
Discinesia
Hipertension
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Toxicidad
ocular
Toxico
vascular
Alteracion
sensorial
Dermatitis
Neurotoxico
Dermatitis
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Mareo
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Somnolencia

Alteracion del
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0.75

0.77

0.83

0.72

0.75

0.73

0.73



Toxicidad
gastrointestin

al

Dolor de
cabeza
Debilidad
Debilidad
muscular
Conjuntivitis
Fallo
respiratorio
Retencidon
urinaria
Queratopatia
Desmielinizac
ion

0.77

0.85

0.83

0.81

0.77

0.77

0.76

0.76

0.73

0.72

0.92



Citotoxico - - - - 078 - = - - - - _
5
6

Finalmente, después del analisis estadistico, interaccional y ADMET, se llegd a un reducido
numero de moléculas que son candidatos 6ptimos para farmacos contra EPOC, siendo ADO6,
AD12, ALO6, ALO8 y AL10.



CONCLUSIONES

La Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica (EPOC) es una enfermedad de gran
importancia social por lo que es necesaria la continua investigacion para su diagnéstico y
tratamiento, cuyos tratamientos farmacoldgicos se centran en dos importantes aspectos, la
broncodilatacion y la disminucion de la inflamacidn, siendo su tratamiento paralelo. Por esta
razon se evaluaron 26 moléculas aminoéster esteroidales que puedan fungir como farmacos
duales mediante la inhibicion del receptor muscarinico M3 para la accion broncodilatadora
y la inhibiciéon de la proteina PDE4 para la accion antiinflamatoria. La evaluacion fue
mediante la herramienta de acoplamiento molecular y debido al analisis estadistico de los
resultados de este se encontrd que la presencia del grupo protector ftalamidato es importante
para la obtencion de valores de EA superiores. EI porqué de lo anterior se elucidé mediante
un analisis interaccional que también dio pauta para la identificacion de aquellos residuos
aminoacidicos esenciales en el sitio de acoplamiento de las dianas, con esto se hallé que el
grupo ftalamidato realiza varias interacciones dentro del sitio de acoplamiento. De esta
forma, se explica la importancia de la presencia del grupo ftalamidato en las moléculas de
estudio, asi como también sirvid para seleccionar aquellas moléculas que presenten
interacciones significativas dentro del sitio de la diana farmacoldgica. En consecuencia, las
moléculas seleccionadas fueron AD06, AD12, AL06, AL08 y AL12, de las cuales se
sometieron a un analisis ADMET, del cual se puede inferir que presentan cualidades
suficientes para convertirse en posible farmaco para la EPOC.
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