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Resumen

La terapia selectiva contra el cancer se encuentra actualmente en auge. En concreto, se han
postulado como dianas prometedoras los receptores del péptido liberador de gastrina (GRPR)
y del péptido de neurotensina (NTSR), altamente expresados en tumores con gran incidencia
en humanos como en cancer de prostata, pulmon, pancreas o mama. El principal objetivo de
este trabajo es emplear técnicas computacionales para investigar ligandos de estos
receptores para obtener candidatos a farmacos antitumorales o a radioligandos para
sefalizacién y diagnostico. Se ha empleado modelizacion molecular para generar analogos
del péptido liberador de gastrina y neurotensina. Se realizaron calculos de docking para
estimar sus afinidades por los receptores GRPR y NTSR, resultando en algunos casos en una
mejora de la energia de interaccion. Se realizaron calculos de propiedades fisicoquimicas y

se emplearon modelos ADMET para estimar sus propiedades farmacocinéticas y toxicidad.

Abstract

Selective cancer therapy is currently on the rise. Specifically, gastrin-releasing peptide (GRPR)
and neurotensin peptide (NSTR) receptors have been postulated as promising targets, highly
expressed in tumors with a high incidence in humans such as prostate, lung, pancreas, or
breast cancer. The main objective of this work is to use computational techniques to investigate
ligands of these receptors to obtain antitumor drug candidates or radioligands for signaling and
diagnosis. For this purpose, molecular modeling has been used to generate gastrin-releasing
peptide and neurotensin analogues. Docking calculations were performed to estimate their
affinities with the GRPR and NSTR receptors, resulting in some cases, in an improvement of
the interaction energies. Physicochemical properties were calculated and ADMET models

were used for the estimation of pharmacokinetic properties and toxicity.

Resum

La terapia selectiva contra el cancer es troba actualment en auge. En concret, s'han postulat
com a dianes prometedores els receptors del péptid alliberador de gastrina (GRPR) i del peptid
de neurotensina (NSTR), altament expressats en tumors amb gran incidéncia en humans com
en cancer de prostata, pulmo, pancrees o mama. El principal objectiu d'aquest treball és
emprar técniques computacionals per a investigar lligands d’aquests receptors per a obtindre
candidats a farmacs antitumorals o a radiolligands per a senyalitzacio i diagnodstic. Per a aixo
s'ha emprat modelitzacié molecular i aixi generar analegs del péptid alliberador de gastrina i
neurotensina. Es van realitzar calculs de docking per a estimar les seues afinitats pels
receptors GRPR i NSTR, resultant en alguns casos en una millora de I'energia d'interaccio.
Es van realitzar calculs de propietats fisicoquimiques i es van emprar models ADMET per a

estimar les seues propietats farmacocinetiques i toxicitat.
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INTRODUCCION

En este trabajo se pretenden calcular algunas propiedades fisicas, quimicas,
farmacodinamicas y farmacocinéticas de péptidos derivados de neurotensina (NTS) y del
péptido liberador de gastrina (GRP) para obtener aspirantes a medicamentos activos por via
oral en humanos. Para ello se tienen presentes las reglas de Lipinski (Santos et al. 2016) en
que se tienen en cuenta distintas fases para el uso en humanos; la administracion, la
absorcion, la distribucion, el metabolismo, la interaccién con el receptor y su posterior

excrecion. (Delgado, 2003)

Para determinar las interacciones entre un farmaco y su diana bioldgica se deben tener en
cuenta los compartimentos que pasara hasta llegar a su destino, para ello se tiene en cuenta
la naturaleza de la diana bioldgica, la cual puede ser lipidica, proteica, o puede ejercer su
accion sobre los acidos nucleicos. En este caso, se estudiaran las dianas proteicas,
concretamente receptores de membrana, que pueden ser usados junto con algunas moléculas
como farmaco para diagndstico o tratamiento antitumoral.

Las terapias actuales contra el cancer muestran resultados significativos, aunque con efectos
secundarios graves. Ya que no existe una alta afinidad por el tejido maligno en los farmacos
actuales. Por esto, los farmacos con especificidad para los receptores de las células
cancerosas sobreexpresados en su superficie celular ofrecen dianas prometedoras para la
terapia selectiva de tumores. Existen dos grandes familias de receptores: los derivados de

Bombesina (Valverde et al. 2016), y los neuropéptidos Y (Hoppenz et al. 2020).

Los receptores estudiados pertenecen al conjunto de los acoplados a proteina G, poseen siete
dominios transmembrana y con su acoplamiento, producen un mecanismo de transduccion:
se desacopla la subunidad alfa de la proteina G, que activa la fosfolipasa C, esta se encarga
de escindir un fosfolipido intramembrana, el PIP,, dando como resultado dos productos, el
inositol trifosfato (IPs) y el diacilglicerol (DAG), que actuaran como segundos mensajeros. El
IP3 abrira los canales de calcio situados en la membrana del reticulo endoplasmico,
permitiendo su salida, este calcio también actuara como segundo mensajero, que junto al
DAG activaran la proteina quinasa C (PKC), que se encarga de fosforilar proteinas

intracelulares, activando o inhibiendo asi sus funciones.

Por un lado, el péptido liberador de gastrina (GRP) consta de 27 residuos (Smith et al. 2003),
se trata de un regulador de abundantes funciones de vital importancia, se expresa en la
corteza suprarrenal, el cerebro y el estbmago, aunque se encuentra mas altamente expresado
en el pancreas. La gastrina, por su parte, es una hormona peptidica, se conoce que su efecto

esta relacionado con la secrecion acida, mediada por la gastrina (hormona producida in situ



en el estbmago). En 1978 fue aislado del tracto digestivo porcino (Maina et al. 2006) y
posteirormente también de la médula espinal porcina. Su fragmento C-terminal es el requerido
para su unioén al receptor, el fragmento constituido por diez aminoacidos en esta porcién C-
terminal forma la Neuromedina C, importante a ser considerado ya que actuan de forma

semejante.

El receptor para este péptido (GRPR) resulta una diana interesante en el estudio contra el
cancer, ya que se encuentra muy sobreexpresado en algunos tipos de cancer como el colon,
prostata o pulmon (Sun et al. 2016). Este consta de tres regiones, una extramembrana de
acoplamiento al ligando, otra transmembrana con siete dominios, y otra intracelular que
producira cambios intracelulares en respuesta a la union del ligando (Fig. 1) (Nagiri et al.
2019). Los principales efectos fisiolégicos y farmacoldgicos se encuentran ligados a la
actividad locomotora, la percepcién del dolor, la conducta alimentaria, la regulacién corporal
de la temperatura y del ciclo circadiano, la motilidad gastrointestinal y la regulacion de la

secrecion hormonal principalmente (Sun et al. 2016).

Figura 1. Estructura tridimensional del receptor del péptido liberador de gastrina (GRPR)
creado por homologia.

El GRPR se ha visto mas sobreexpresado particularmente en el cancer de préstata, donde se
ha detectado una gran afinidad a este en células de biopsias y lineas celulares (Smith, 2003;
Koh et al. 2000), demostrando que este receptor se encuentra en el 100% de carcinomas de
este tipo en su estadio primario, y en un 83% expresado de manera muy elevada (Kaloudi et
al. 2019). Por esto, anticuerpos anti-GRPR se han utilizado para el tratamiento de neoplasias

malignas que expresan GRPR, y se han empleado como portadores de farmacos citotoxicos



o radionuclidos a tumores que expresan este receptor (Maina et al. 2006; Nock et al. 2012;

Marsouvanidis et al. 2013).

Por otro lado, la neurotensina (NST) es un péptido constituido por 13 aminoacidos (Egloff et
al. 2013), implicado principalmente en la liberacion de la hormona luteinizante, que es una
gonadotropina liberada por la hipdfisis, importante en la regulacion del ciclo reproductor en
humanos, y la prolactina, que es una hormona también secretada por la hipdfisis. Esta ultima
principalmente se encarga de la produccion de leche en las glandulas mamarias y de la
sintesis de progesterona. Este péptido funciona como un neurotransmisor y hormona en el
sistema nervioso. Con una actividad biolégica importante en el crecimiento de las células

cancerosas (Krumm et al. 2015; Sgorous et al. 2020).

La NST juega un papel importante en enfermedades como la de Parkinson, la esquizofrenia,
la antinocicepcion referente a la sensibilidad al dolor, la hipotermia, el cancer de pulmoén (Egloff
et al. 2013) o el de prostata (He et al. 2019).

Mediante la relacion cuantitativa entre estructura y actividad (QSAR, “quantitative structure
activity relationship”) se emplean modelos matematicos para la prediccion de las propiedades
fisicoquimicas, biolégicas y ambientales de los compuestos a partir de su estructura. Al igual
que en trabajos previos, se pretende asi mejorar las propiedades farmacolégicas, como

afinidad y distribucion.



OBJETIVOS

El diseno de nuevas moléculas con capacidad de interaccidn con los receptores para el
péptido liberador de gastrina (GRP) y neurotensina (NST). Ademas del uso de técnicas
computacionales para estimar sus propiedades farmacoldgicas. Con el propésito de mejorar

las moléculas ya utilizadas.

Objetivos especificos

1. Docking molecular de ligandos de NSTR y GRPR

2. Modelizacion de ligandos modificados

3. Docking molecular de ligandos modificados

4. Calculo de propiedades quimico fisicas de ligandos modificados
5. Calculo ADME vy toxicidad



METODOLOGIA

Diseno farmacoldégico

El disefio computarizado de farmacos o CADD (Computer Assisted Drug Dessign) estriba en
una estrategia relativamente reciente. Este disefio se puede llegar a realizar de manera
indirecta, cuando no se poseen datos de la estructura tridimensional de la molécula diana,
superponiendo las diferentes conformaciones de un ligando especifico para un determinado
receptor, teniendo en cuenta la estructura comun que resulta de esta superposicién, para

comprobar la interaccion efectiva entre este y su receptor. (Delgado, 2003)

Sin embargo, en este proceso, se empleara una aproximacion directa, ya que existen
estructuras tridimensionales de la macromolécula diana estudiada, por una parte del receptor
de neurotensina y ligandos (Egloff et al. 2014; Krumm et al. 2015), y por otra, un modelo de la

estructura del péptido liberador de gastrina (GRP) (Nigiri et al. 2019; Priyanka et al. 2010).

Para la quimica terapéutica resulta fundamental el hallazgo de nuevos farmacos que
presenten dianas moleculares mas selectivas, resultando en una accion terapéutica menos

toxica.

Es el caso de la terapia frente al cancer, se ofrecen generalmente tratamientos como la
radioterapia o quimioterapia, en que se experimentan efectos secundarios graves no
deseados. Es por esto esencial el estudio computacional de moléculas potencialmente

selectivas para las células cancerosas.

Diseno molecular vy visualizacion de moléculas v proteinas

Para el disefio molecular se toma informacién sobre las estructuras proteicas de los receptores
estudiados de la base de datos de Protein Data Bank (PDB), y se visualizan mediante los
softwares MarvinSketch, PyMOL, AutoDock y Chimera. Se toma también el receptor para

GRP creado por homologia.

Docking

El docking molecular, consiste en el “acoplamiento” mediante técnicas computacionales de
representaciones moleculares, mediante este se puede realizar una prediccién en que la
molécula se encuentra en un estado de minima energia, y por tanto, mayor estabilidad, con

la union a otra, llegando a construir un complejo viable. (Seeliger y De Groot, 2010)



Conocer la orientacion de enlace preferida es esencial para poder predecir la afinidad en que

se produzca la asociacion entre ambas moléculas, por ello se estima la energia asociada.

Es importante recalcar la relacién entre la estructura y la actividad de una molécula en su
acoplamiento, se tienen en cuenta modelos matematicos para poder predecir sus propiedades
fisicoquimicas a partir de su estructura, conocido como QSAR (Quantitative Structure Activity
Relationship). A partir de estos calculos, se proponen variantes a los péptidos iniciales, con la

intencion de mejorar su distribucion o actividad.

Para realizar el docking de los péptidos analizados, se procedié a descargar sus estructuras
desde la base de datos PDB (Protein Data Bank), mediante el software Chimera se separa en
dos archivos pdb el receptor de su ligando y con el software AutoDock se han cargado las
estructuras, posteriormente se afadieron los hidrogenos con atomos polares. También se
definid un “gridbox”, mediante este se indican las coordenadas centradas en la que se
producira el acoplamiento ademas del tamario en el sitio de unién de los receptores sobre los
residuos donde el programa debe realizar el docking. Los parametros del “gridbox” se guardan
en un input para el AutoDock Vina. Seguidamente, se carga el ligando, se eligen las posibles

torsiones teniendo en cuenta los enlaces rotables y se exporta este ligando en formato “pdbqt”.

Se inicia el software AutoDock Vina mediante la terminal, teniendo en cuenta el input con los

parametros del “gridbox”, y los archivos pdb del receptor y el ligando.

Para contrastar este docking también se usa un software en linea (Swissdock) en el que se
indican los parametros del sitio de unién, los mismos usados para el “gridbox” en AutoDock,

y se cargan el receptor en formato “pdb” y el ligando en formato “mol2”.

Se visualizan mediante el software PyMOL los docking resultantes y se eligen aquellos
clusters con menor energia, es decir los complejos con energia mas negativa, y por tanto, los

de unién mas estable.

Este proceso de acoplamiento molecular se repite tanto en las seis estructuras del receptor
de neurotensina (cédigos pdb: 4XEE, 4XES, 4BVO, 4BUO, 3ZEV y 4BWB), como en el

receptor de GRP, con los ligandos pertenecientes a los mismos codigos.

A continuacion, se procedié a modificar las estructuras de los ligandos mediante el programa
MarvinSketch, en el que se visualizaron en 2D para crear nuevas moléculas y asi mejorar sus
propiedades. Se realizan modificaciones en sus cadenas laterales de uno o varios residuos
(Tabla A1), con el criterio de aumentar su afinidad por el sitio de unién con el receptor,
aumentando interacciones receptor-ligando, y bajando su energia, es decir, se realizan
mutaciones sobre el péptido primario teniendo en cuenta el resultado del acoplamiento
producido sobre el péptido original. Algunas de estas modificaciones implican cambiar

interacciones desestabilizantes; formando nuevos puentes de hidrogeno, modificando cargas
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cambiando algunas cadenas, o también transformando zonas hidrofébicas o apolares por

hidrofilicas, o viceversa.

Se producen varios cambios por cada ligando inicial, y se vuelven a producir los resultados

tanto en el software online Swissdock, como en AutoDock Vina.

Prediccion de farmacocinética y toxicidad

Para el calculo de los parametros de administracion y metabolismo se utiliza el software
Avogadro, con el fin de cambiar el formato de los ligandos de mol2 a mol, el formato que
admite el servidor online PreADMET, este se utiliza en todos los ligandos originales y en los
modificados con un resultado de energia mejorada. Ademas también se calculan algunos
parametros como la masa molecular y el punto isoeléctrico (Pl) con el software MarvinSketch.
Para someter los ligandos a este calculo, se han corregido las cargas de cada uno

previamente.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se ha tomado como referencia para realizar el analisis computacional con el péptido
liberador de gastrina (GRP) una estructura ya creada por homologia (Fig. 1) desde la base
de datos RCSB. Con un valor ICso de 1,2 nM y con una identidad de secuencia del 32,13%,

constituido por 384 aminoacidos. (Nagiri et al. 2019)

Los calculos del alineamiento estructural, para la comparacion de equivalencias entre
secuencias segun su conformacion tridimensional ha sido calculada mediante el software
PyMOL, se han obtenido los resultados de RMSD (Root-mean-square deviation) entre el
receptor GRPR obtenido por modelado por homologia y cada uno de los receptores de
neurotensina (NSTR) obtenidos por cristalografia de rayos X (codigos PDB: 4XEE, 4XES,
4BUO, 4BV0, 3ZEV y 4BWB) (Tabla 1).

Receptores Valor RMSD
GRPR - 4BVO 3,79
GRPR - 4BWB 4,78
GRPR - 4BUO 6,30
GRPR - 3ZEV 6,38
GRPR - 4XEE 6,90
GRPR - 4XES 6,94

Tabla 1. Valores del alineamiento estructural (RMSD) entre el GRPR y diferentes estructuras
de NSTR obtenido mediante el software PyMOL. Se muestran en orden de mayor a menor
similitud de estructura terciaria.

Se puede observar mediante el software de visualizacion la semejanza de las siete
hélices transmembrana entre estos receptores, diferenciandose claramente las
estructuras correspondientes a los receptores 4XEE y 4XES (fig. 1y 4(e)), ya que poseen
una region mas voluminosa en su extremo C-terminal a diferencia de las estructuras
restantes. Cabe destacar, que el receptor en las estructuras correspondientes a los
coédigos PDB 4BWB, 4BUO, 4BV0O y 3ZEV (Fig. 4 (a,b,c,d)) se encuentra en una
conformacion inactiva (Egloff et al. 2014), en cambio, las estructuras correspondientes a
los codigos PDB 4XES y 4XEE corresponden a formas activas (Krumm et al. 2015). Por
su parte, el modelo de GRPR creado por homologia, se encuentra en una conformacion

inactiva (Nagiri et al. 2019).
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Figura 2. Representacion tridimensional mediante Chimera del receptor de neurotensina
(NSTR) correspondiente al codigo 4XEE en PDB. Coloreado en azul el extremo N-terminal, y

en rojo el C-terminal.

Las cadenas laterales, por su parte, aunque tienen un alto grado de importancia en el
acoplamiento con el ligando, presentan una movilidad elevada, por lo que no son muy

relevantes cuando se comparan las estructuras terciarias proteicas.

Ligandos

Los ligandos usados para el docking son los presentes en las estructuras con cédigos
4XEE, 4XES, 4BUO, 4BV0, 3ZEV y 4BWB obtenidos mediante rayos X (Egloff et al. 2014).

Se presentan en la Tabla 2 los cddigos correspondientes a los aminoacidos que

conforman los ligandos mediante nomenclatura por letras.

Codigo PDB | Cédigo aminoacidos
4BV0 GRRPYIL
4BWB PYI
4BUO RRPYIL
3ZEV GGRRPYIL
4XEE RRPYIL
4XES RRPYIL

Tabla 2. Cédigos de aminoacidos de los ligandos utilizados, obtenidos con PyMOL.
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Figura 3. Representacion del ligando presente en la estructura 4BVO0. (a) formula estructural
compacta (sin los hidrogenos apolares) representada con el software MarvinSketch, (b)
estructura tridimensional representada con Chimera. En esta representacion no se muestran
los hidrégenos por claridad.

(a)

Afinidades ligando-receptor

Las energias de union mas negativas de los ligandos considerados con los receptores
NSTR y GRPR calculadas con Swissdock se indican en la Tabla 3. Estas energias

corresponden a las formas de unidon mas estables de los ligandos considerados en los

dos receptores.

Ligando E(NSTR) (kcal/mol) E(GRPR) (kcal/mol)
AXES -16,05 -11,32
AXEE * -9,76
4BWB -9,65 -9,77
4BVO -15,6 -11,62
4BUO -12,77 -10,78
3ZEV -15,5 -9,63

Tabla 3. Resultados del valor de energia de unién mas negativo de cada ligando realizados
con el software en linea Swissdock. *Este valor no se pudo obtener por error del Software.
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En la Tabla 4 se muestran las energias de unién mas negativas de los ligandos
considerados con los receptores NSTR y GRPR obtenidas con el software AutoDock Vina.
Se observa que, AutoDock Vina proporciona energias de union muy similares para todos
los ligandos en cada receptor, por lo que es mas dificil discriminar los ligandos que se

unen con mayor afinidad.

Ligando E(NSTR) (kcal/mol) E(GRPR) (kcal/mol)
AXES -8,0 -6,5

AXEE -8,8 -6,4

4BWB -8,5 -5,7

4BVO -8,1 -6,2

4BUO -9,4 -6,2

3ZEV -8,7 -5,6

Tabla 4. Resultados del valor de energia de unién mas negativo de cada ligando original
realizados con el software AutoDock Vina.

Formas de unidn

Se presentan los distintos acoplamientos moleculares de los péptidos correspondientes
a los codigos PDB: 4BWB, 4BUO, 3ZEV, 4V0 y 4XES (Fig.4). Estos presentan
semejanzas estructurales y una misma disposiciéon respecto al sitio de union con el

ligando, situandose éste entre las 7 hélices transmembrana en extracelular del receptor.
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(a) (b) (c)

(d)

Figura 4. Representacion tridimensional de los acoplamientos con los ligandos originales
respectivamente (a) 4BWB de -9,65 Kcal/mol; (b) 4BUO de -12,77Kcal/mol; (c) 3ZEV de -
15,50Kcal/mol; (d) BVO de -15,60 Kcal/mol; (e) 4XES de -16,05 Kcal/mol. Se representa el
extremo del receptor C-terminal en rojo, y el N-terminal en azul.

Se comparan en las figuras 5, 6 y 7 los acoplamientos al ligando de las estructuras
correspondientes a 4BUO, 3ZEV y 4XES, las figuras 5(a), 6(a) y 7(a) se corresponden a
las formas experimentales (Krumm et al. 2015; Egloff et al. 2014), estas poseen
visiblemente un numero mayor de interacciones de hidrogeno entre el ligando y el
receptor, en cambio, en las representaciones del docking de las estructuras no
modificadas (Figs. 5(b), 6(b) y 7(b)) se observa un numero considerablemente menor de
interacciones entre ligando y receptor.
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Figura 5. Pose de unién experimental (a) del ligando al receptor de neurotensina con el cédigo
4BUO en PDB, y pose de unién de docking (b). Representacion de las interacciones de
hidrégeno ligando-receptor, en el primer caso estas interacciones se marcan por lineas
discontinuas amarillas usando el programa PyMOL, en el segundo caso, se usa Chimera para
representar estas interacciones por lineas azules.

Figura 6. Pose de unién experimental (a) del ligando al receptor de neurotensina con el cédigo
3ZEV en PDB, y pose de unién de docking (b). Representacion de las interacciones de
hidrégeno ligando-receptor, en el primer caso estas interacciones se marcan por lineas
discontinuas amarillas usando el programa PyMOL, en el segundo caso, se usa Chimera para
representar estas interacciones por lineas azules.
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Figura 7. Pose de unioén experimental (a) del ligando al receptor de neurotensina con el cédigo
4XES en PDB, y pose de uniéon de docking (b). Representacion de las interacciones de
hidrégeno ligando-receptor, en el primer caso estas interacciones se marcan por lineas
discontinuas amarillas usando el programa PyMOL, en el segundo caso, se usa Chimera para
representar estas interacciones por lineas azules.

Con el fin de mejorar estas interacciones observadas, se han realizado mutaciones sobre
los ligandos conocidos. Se exponen en la tabla 5 los resultados de los dockings realizados
con el servidor online Swissdock, tanto de cada estructura original, como de los péptidos
modificados. Destacan los resultados obtenidos con algunos ligandos mutados,
originalmente obtenidos de las estructuras 4XEE, 4BVO0, 4BUO y 3ZEV, con el receptor
GRPR, ademas se consigue mejorar la energia de interaccion inicial de los péptidos de
4BUO y 3ZEV y NSTR.
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Ligando Modificacién E(NSTR) (kcal/mol) E(GRPR) (kcal/mol)
original -16,05 -11,32
1 -12,88 -10,32
2 -12,88 -10,32
4XES 3 -12,81 -10,61
4 -12,79 -10,12
5 -12,48 -10,72
original * -9,76
1 * -10,48
4XEE 2 * -10,77
3 * -11,05
4 * -9,62
original -9,65 -9,77
1 -8,56 -7,58
2 -8,64 -7,83
4BWB 3 -8,91 -7,74
4 -8,64 -8,42
5 -8,87 -7,95
original -15,6 -11,62
1 -12,83 -10,47
48V0 2 -12,86 -10,23
3 -13,61 -12,17
original -12,77 -10,78
1 -12,71 -10,06
4BUO 2 -13,75 -11,42
3 -14,24 -14,21
original -15,5 -9,63
1 -14,9 -10,48
SZEV 2 -16,02 -9,52
4 -14,24 -11,01

Tabla 5. Energia de interaccion (kcal/mol) en las conformaciones mas estables de los
dockings realizados con el software en linea Swissdock. Se indican como originales los
ligandos presentes en las estructuras de rayos X y enumeradas las modificaciones de cada
uno de ellos. En negrita se destacan aquellos ligandos modificados que resultan en energias
de interaccion mas negativas que el ligando original correspondiente.

Las energias resultantes de cada software de docking son aproximadas, por lo que es
conveniente considerar una estimacion con un segundo programa. En la tabla 6 se
presentan los resultados de Autodock Vina de aquellos ligandos que segun Swissdock
muestran mejor interaccion que el ligando original. El Unico caso en que los dos softwares
coinciden en que una modificacion interacciona mas favorablemente que el original es el

ligando de 4BUO en el receptor NSTR. Esta energia de union entre ligando y receptor ha
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mejorado debido a modificaciones en tres de los aminoacidos que conforman el ligando.
Esto ha producido una disposicion tridimensional diferente, que conlleva a un acople en
el bolsillo de unién al ligando con un mayor numero de enlaces de hidrégeno. Sin
embargo, las demas mutaciones con buenos resultados en Swissdock, han ocasionado

una posicion de asociacion menos estable segun Autodock Vina.

Ligando | Modificacion E(GRPR) (kcal/mol)
original -8,8
1 -5,4
2 -6,4
4XEE 3 -6,1
original -8,1
4BVO 3 -6,2
original -9,4
2 -5,8
4BUO 3 -6
original -8,7
1 -4,9
3ZEV 4 -5,5
E(NSTR) (kcal/mol)
original -6,2
2 -8,5
4BUO 3 -10,3
original -5,6
3ZEV 2 -8,4

Tabla 6. Resultados de péptidos mutados, del docking con Autodock Vina, se destaca el
resultado favorable respecto al docking con el péptido original.

Parametros quimico-fisicos

En la tabla 7 se analizan las propiedades farmacocinéticas de los péptidos originales y los
mutados con mejores afinidades. Con el servidor en linea PreADMET se han calculado los
parametros logP, logD, y “protein data binding”, este ultimo parametro define el grado de
union del péptido a proteinas plasmaticas. Con este valor se puede conocer el porcentaje de
disponibilidad del péptido para su administracion, difusion e interaccién con la diana
farmacoldgica. Este valor puede diferir en los valores experimentales, debido a la presencia
de otros factores como compuestos o fluctuaciones en el metabolismo. Por su parte, el logP
es un indicador del coeficiente de particién de la molécula entre 1-octanol y agua. Se utiliza

1-octanol porque presenta una polaridad similar a la de la membrana celular. Asi, valores de
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logP altos indican alta hidrofobicidad y tendencia a la acumulacion en las membranas
celulares. En cambio, valores bajos de logP indican alta hidrofilia y dificultad para atravesar
membranas celulares. Por otro lado, el parametro logD indica el coeficiente de distribucion
de las diferentes especies de un compuesto entre 1-octanol y agua. Mientras que logP mide
la distribucion entre estas dos fases para cada especie por separado, logD considera la
distribucion entre las dos fases de todas las microespecies juntas. En moléculas no ionizables
logP y logD coinciden, pero en moléculas ionizables (por desprotonacion, por ejemplo), logP

se usa para cada estado de protonacion y logD hace referencia a la suma de todos ellos.

Por otro lado, la masa molecular y el punto isoeléctrico (Tabla 7), se han calculado mediante
MarvinSketch. Estos nos indican respectivamente el volumen del péptido y el pH al que
presenta una carga igual a 0. Estos dos factores son importantes para que las moléculas

puedan atravesar las membranas biolégicas por difusién.

LIGANDO AXEE (ORG) | 4XEE (1) AXEE (2) AXEE (3) | 4XES (ORG) | 4BWB (ORG) | 3ZEV (ORG) | 3ZEV (1)
Plasma_Protein_Binding (%) 31,33 74,35 29,67 31,69 31,33 57,42 36,32 35,62
logD -7,21 1,75 -7,87 -10,26 -7,21 -1,57 -7,55 -8,99
logP -7,21 1,75 -7,87 -8,92 -7,21 -1,57 -7,55 -8,99
masa molecular 819,02 767,95 790,97 820,01 819,02 391,47 888,10 919,10
punto isoeléctrico 10,40 8,81 10,40 10,64 10,40 6,47 10,94 10,31
LIGANDO 3ZEV (2) 3ZEV (4) |4BUO(ORG)| 4BUO(2) | 4BUO(3) | 4BVO(ORG) | 4BVO (3)
Plasma_Protein_Binding (%) 38,23 62,64 36,17 31,33 36,17 33,39 32,56

logD -9,83 0,17 -6,95 -7,21 -6,95 -8,00 -9,62

logP -9,83 0,17 -5,61 -7,21 -5,61 -8,00 -6,45

masa molecular 949,12 882,06 818,01 819,02 818,01 876,07 890,08

punto isoeléctrico 10,21 8,66 10,40 10,40 10,40 10,26 10,24

Tabla 7. Resultados de la prediccion farmacocinética para los ligandos originales (ORG) y los
modificados con energias mas favorables.

La regla de cinco de Lipinski resulta una herramienta util para la evaluacion cualitativa de
los compuestos quimicos como compuestos farmacoldgicos, ya que permite estimar la
facilidad de un farmaco para viajar por el organismo una vez introducido. Esta regla se
basa en el analisis de compuestos quimicos relativamente pequefios y es sumamente

importante en el desarrollo de nuevos farmacos.

Una de estas reglas describe que un farmaco viable debe poseer un peso molecular
inferior a 500 g/mol (Santos et al. 2016). En este aspecto se puede destacar como unico
péptido viable el correspondiente a 4BWB. Respecto al punto isoeléctrico, es decir, el pH
a carga 0, destacan las estructuras 4XEE, 3ZEV, y 4BWB los cuales se aproximan mas
al pH fisiolégico. Por otro lado, el porcentaje empirico de péptidos libres, y por tanto,
viables para ejercer la accion indicada destaca en los péptidos 4XEE y 4XES con el

porcentaje mas bajo de unidn a proteinas plasmaticas.

21



Las reglas de Lipinski son adecuadas para tratar en moléculas organicas pequefias,
aunque es posible que los péptidos no las sigan o que estos no sean los indicadores mas
deseables (Santos et al. 2016).

Se puede concluir pues, segun la tabla 7, que la estructura mejor preparada para ser

testada, seria 4BWB, ya que cumple descriptivamente dentro los parametros preferibles.

Respecto a los ligandos mutados, se observa un cambio importante en las propiedades
farmacocinéticas de la primera modificacion del péptido original de 4XEE, estas en
general empeoran, con un valor muy elevado de unién a proteinas plasmaticas, por lo
que la segunda y tercera mutacion, tendrian mayor viabilidad. En este aspecto, también

cabe destacar la segunda mutacion en 3ZEV.

Por otro lado, entre los ligandos con mejores afinidades por el receptor, se distingue la
segunda mutacién en 4XEE, que a pesar de presentar un peso molecular mayor a 500

g/mol, tiene valores viables en las demas propiedades farmacocinéticas.
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CONCLUSIONES

En conclusion, los resultados obtenidos en este trabajo reflejan cambios energéticos de
acoplamiento en las interacciones, segun las mutaciones producidas sobre cada péptido
original. El analisis computacional de péptidos previo a su estudio experimental resulta
una herramienta util, rapida, asequible, y esencial para las moléculas usadas con fines

farmacoldgicos, ya que deriva en una posible mejora de estos.

En este trabajo se han obtenido algunos resultados favorables. En concreto, destaca la
tercera mutacion en el ligando original de la estructura 4BUO, cuyos resultados han sido
favorables en ambos softwares empleados en el acoplamiento molecular (Swissdock, y
AutoDock Vina).

Por ultimo, respecto a las propiedades farmacocinéticas, cabe destacar que los ligandos
mutados 4XEE 2 y 3, ademas de 3ZEV 2 exhiben propiedades de mayor viabilidad,
asimismo, el ligando modificado 4XEE 2 también destaca en su afinidad por el receptor,

por lo que representa un candidato que sobresale en ambos aspectos.
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ANEXO

Caddigo PDB Modificacion Caodigo aminoacidos
original RRPYIL
1 HRPFIL
2 RKPYIL
4XES
3 HHPYIL
4 HRPYIL
5 RHPYIL
original RRPYIL
1 RRPFIL
4XEE 2 RRPYRM
3 HRPYIL
4 RRPYIM
original PYI
1 PYR
2 PYL
4BWB 3 PER
4 PFL
5 PYA
original GRRPYIL
1 GRRPYIL
4BVO
2 GRRPYIL
3 GRRPYIL
original RRPYIL
1 RRPWIL
4BUO
2 LLPYIL
3 HSPYIL
original GGRRPYIL
1 GGRRPWIL
3ZEV
2 GGRRPFIL
4 CGRRPYIL

Tabla A1. Cdodigos de aminoacidos de los ligandos modificados. Se destacan las mutaciones

en cada en caso.
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