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RESUMEN

Las vias del dolor se transmiten a través de las fibras sensitivas A delta y C, donde
se encuentran los canales Nay1s. Los subtipos Nay1.7, 1.8 y 1.9 se expresan y se
asocian con la pulpa dental inflamada, pero existen pocos estudios computacionales
que muestren su interaccion con los anestésicos locales. El objetivo de este estudio
fue evaluar el comportamiento de los anestésicos locales y los analogos
estructurales frente al canal Nay1.7 mediante el acoplamiento y la dinamica
molecular, y predecir los parametros farmacocinéticos y toxicolégicos de los
ligandos mas afines. Se seleccionaron 3267 ligandos para cribado virtual: 1 ligando
de control (Flecainida), 10 anestésicos locales tipo amida, 3256 analogos
estructurales con canal Na,1.7 humano (PDB 5EKQO). Se realiz6 un modelo de
homologia del canal Nay1.7 humano para correcciones de espacios en la secuencia
de aminoacidos. La validacion del protocolo molecular se realizé con el complejo
NavAb-Flecainida (PDB 6MVX). El acoplamiento molecular se desarroll6 a través de
AutoDock Vina utilizando bash scripting para calcular la energia de unién de mayor
afinidad entre ligando-receptor; la simulacion de dinamica molecular fue
desarrollada a través del software PMEMD de AMBER16 y permitié evaluar el
comportamiento y la estabilidad de complejos con la mejor afinidad. Se realizé una
busqueda predictiva de las propiedades ADME vy toxicidad utilizando SwissADME,
ADMETSAR y GUSAR Toxicology Prediction. En el acoplamiento molecular
92367865 presento la mejor energia de enlace (-6,4 +0.0 Kcal/mol), seguido por
22578003 con -6.3 + 0.15 Kcal/mol, con interacciones mediante enlaces hidréfobos
comunes con los residuos Met185 (A), Leu187 (A), Leu432 (B) y un solo enlace de
hidrégeno en residuo Thr462 (B). En estudio de dinamica molecular se evidencio
que el ligando 92367865 mostrd el mejor comportamiento de estabilidad, movilidad,
accesibilidad al solvente y compactacion en los valores de RMSD, RMSF, SASA y
Rg respectivamente, similares al canal Nay1.7 nativo, en comparacion con los
complejos de lidocaina, dibucaina, 22578003 y flecainida. En la prediccion de

propiedades ADME vy toxicidad, ninguna de las moléculas violo las reglas de Lipinski



y mostraron una clasificacion de toxicidad oral tipo Ill. En conclusion, 92367865
podria considerarse como un farmaco promisorio como anestésico local en

condiciones inflamatorias al bloquear las vias del dolor a través del canal Nay1.7.

Palabras clave: anestésicos locales, canales de sodio, docking molecular,
simulacién de dinamica molecular.



ABSTRACT

Pain pathways are transmitted through sensory fibers A delta and C, where the
Nay1s channels meet. Nay1.7, 1.8 and 1.9 subtypes are expressed and associated
with inflamed dental pulp, but there are few computational studies showing its
interaction between local anesthetics. The aim of this study was to evaluate the
behavior of local anesthetics and structural analogues against Na,1.7 channel
through molecular docking and dynamics, and predicting pharmacokinetic and
toxicological parameters for top ligands. 3267 ligands were selected for virtual
screening: 1 control ligand (Flecainide), 10 local anesthetics, 3256 structural analogs
with Nay1.7 (PDB 5EKO0). Homology model of Nay1.7 was performed for gap
corrections in the amino acid sequence. Molecular protocol validation was performed
with NayAb-Flecainide complex (PDB 6MVX). Molecular docking was developed
through AutoDock Vina using bash scripting to calculate the highest affinity binding
energy between ligand-receptor. Molecular dynamics simulation was developed
through PMEMD of AMBER16 software, which allowed to evaluated behavior and
stability of complexes with the best affinity. A predictive search of the ADME and
toxicological properties were carried out using SwissADME, ADMETSAR and
GUSAR Toxicology Prediction. On molecular docking 92367865 presented best
binding energy (-6.4+ 0.0 Kcal/mol), followed by 22578003 with -6.3 + 0.15 Kcal/mol,
with common hydrophobic bonds interactions with residues Met185 (A), Leu187 (A),
Leud432 (B) and only one hydrogen bond on residue Thr462 (B). On molecular
dynamics study it was evidenced that 92367865 had the best stability, mobility,
solvent accessibility and compactability behavior on RMSD, RMSF, SASA and Rg
scores respectively, in comparison to lidocaine, flecainide and 22578003 complexes.
In ADME and toxicological properties prediction, none of the molecules had no
violations of Lipinski's rules and oral toxicity class Ill. In conclusion, 92367865 could
be considered as a promissory drug as local anesthetics under inflammatory
conditions by blocking pain pathways through Nay1.7 channel.
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Docking Simulation; Molecular Dynamics Simulation; Dental Pulp.
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1. INTRODUCCION

En odontologia, el dolor dental esta asociado a un proceso infeccioso o inflamatorio
que involucra la pulpa dental; la cual esta fuertemente inervada por fibras sensitivas
de tipo A delta y C (1). Estas fibras sensitivas transportan la nocicepcion desde la
pulpa dental hasta la médula espinal a través de la raiz dorsal de la médula espinal;
dentro de estas fibras sensitivas encontramos los receptores de los canales de sodio
dependientes de voltaje, que son los principales objetivos farmacologicos de los
anestésicos locales (2), cuyo mecanismo de accion es bloquear las vias del dolor
mediante su clivaje a canales de sodio dependientes de voltaje intracelulares,
inhibiendo la generacién o propagacion de un potencial de accion y por ende,

bloqueando reversiblemente el impulso nervioso (3).

Estructuralmente, los anestésicos locales se componen de tres estructuras
quimicas: un anillo aromatico lipofilo, una cadena intermedia con un grupo funcional
y un grupo amino terminal hidrofilo (4), cada uno de sus compuestos le confiere
propiedades diferentes. Los anillos aromaticos determinan la solubilidad en lipidos
de AL (5); la cadena intermedia es responsable de disminuir la toxicidad de la
solucion y mantener el equilibrio en la estructura separando el grupo lipofilico del
hidrofilico (4,6). Las AL se clasifican segun el grupo funcional de la cadena
intermedia y su union al amino terminal de la estructura; pueden ser amino-amida o
amino-éster (7). Debido a que el aminoéster de AL tiene una alta toxicidad sistémica
y reacciones alérgicas asociadas, las amidas de tipo AL son las mas utilizadas en
la actualidad en odontologia (5,6,8,9).

Los canales de sodio dependientes de voltaje, también llamados Nay, son proteinas
transmembrana que se componen de subunidades alfa y beta. La subunidad alfa
esta ubicada en el centro, caracterizada por ser el canal formador de poros y es la
principal unidad conductora de sodio dentro de la célula, con 24 segmentos
transmembrana divididos en cuatro dominios repetidos que contienen seis

segmentos respectivamente (S1-S6); en cambio, las subunidades beta son

12



moduladoras de la actividad y de la apertura o cierre del canal, contienen un
pequefioc dominio transmembrana compuesto por un grupo N-terminal
extracelularmente y un grupo C-terminal intracelular (10). Los subtipos de canal de
sodio dependientes de voltaje mas implicados en las vias de transmision del dolor
desde la cavidad oral son los subtipos 1.6, 1.7, 1.8, 1.9, que se encuentran en la
raiz dorsal de la médula espinal (11). En odontologia se han realizado diversos
estudios experimentales con respecto a la expresion de los diferentes subtipos de
canales de sodio voltaje dependientes asociados a la pulpa dental, los subtipos mas
predominantes en fibras sensitivas de la pulpa dental normal son Na,1.6, 1.8, 1.9.
Por otro lado, investigaciones experimentales mostraron que en la pulpa dental

inflamada los subtipos mas expresados son Nay1.7, 1.8, 1.9 (12).

Sin embargo, hoy en dia la mayor parte de la evidencia cientifica que evaluan los
anestésicos locales en los canales de sodio dependiente del voltaje son estudios de
casos y controles clinicos o estudios experimentales, pero existe muy poca literatura
sobre estudios moleculares y computacionales que muestren la interaccion entre
los anestésicos locales y canales Nay1.7, 1.8 y 1.9 asociados con la via de
transmision del dolor, que muestran como y donde se unen los AL o los analogos

de AL a los receptores Na..

Los estudios in silico poseen la gran ventaja de poder evaluar cualquier estructura
o complejo de manera mas detallada a nivel molecular. Ademas, a través de ellos
se pueden buscar e identificar nuevas dianas farmacoldgicas o sitios de clivaje con
multiples compuestos, el cual en este caso se realiza para evidenciar la interaccion
de los anestésicos locales en los Nay1s asociados a pulpa dental inflamada. Se
cree que los AL se unen a los canales de sodio dependientes del voltaje mediante
su clivaje al dominio del poro central segun resultados obtenidos por Gamal y col en
2018, donde se observo una fuerte densidad electronica dependiente de farmacos
en la cavidad del poro central (13).

13



El objetivo de este estudio fue conocer a través del acoplamiento y dinamica
molecular el comportamiento de posibles nuevos anestésicos locales y sus
analogos estructurales sobre el canal de sodio Nay1.7 y evaluar su utilidad
promisoria en procesos inflamatorios y de dolor en odontologia, teniendo en cuenta
que el canal de sodio Nay1.7 humano ya esta cristalizado y disponible en linea (14).

14



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

e Realizar cribado virtual mediante acoplamiento y dinamica molecular de
anestésicos locales y analogos estructurales frente al receptor de canal de sodio
Na,1.7.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Explorar diferentes anestésicos locales usados actualmente en odontologia y
analogos estructurales en las bases de datos.

e |dentificar el receptor de canal de sodio dependiente de voltaje asociado a
anestésicos locales en las bases de datos.

e Evaluar afinidad de los anestésicos locales y sus analogos estructurales con el
receptor Nay1.7 mediante acoplamiento molecular.

e Analizar mediante simulaciones de dinamica molecular el complejo receptor-

ligando de mayor afinidad.

e Predecir las propiedades farmacocinéticas ADME y toxicologicas para los

ligandos de mayor afinidad.
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3. MARCO TEORICO

ANESTESICOS LOCALES

La anestesia local en odontologia se ha convertido en una parte fundamental para
muchos procesos donde es necesario suprimir la sensaciéon dolorosa de la
estructuras dentarias o tejidos, tales como extracciones dentarias, colocacion de
implantes, regeneracién 0sea, gingivectomia, excisiones de tejidos patologicos y
tratamientos endodoénticos, entre otros (15).

En general los anestésicos locales son vasodilatadores e incrementan el flujo
sanguineo en el area donde son inyectados, por lo que por si solos proveen
anestesia de corta duracion y poco profunda. Sus caracteristicas farmacocinéticas
van a depender de ciertos factores como: su union a proteinas plasmaticas, pH, sitio
de accion, estructura quimica y sus propiedades fisicas. La absorcion de los AL
desde el sitio de colocacion dependera en gran parte de su solubilidad lipidica, si se
administra junto con un vasoconstrictor y también de la vascularidad de la zona
donde se administro (8). Es por esto que el vasoconstrictor es adicionado al
anestésico local para incrementar la duracién del efecto anestésico, reducir la
absorcion y la toxicidad sistémica ya que disminuyen el flujo sanguineo en la zona

inyectada (16).

La propiedad farmacocinética de union a proteinas es muy importante puesto que
entre mas afinidad de unién tengan hacia las proteinas plasmaticas, mayor cantidad
de anestésico se unira a las proteinas de los canales de sodio, y de esta manera,
bloquearan por mayor tiempo, aumentando la duracion del efecto; por ejemplo, la
lidocaina tiene un 65% de unidn a proteinas, en cambio, la bupivacaina tiene una
unidn a proteinas de 95%, lo cual explica por qué la bupivacaina posee un mayor
efecto anestésico (5).

Actualmente, existen distintos tipos de anestésicos locales clinicamente disponibles
para su uso odontolégico, entre los que encontramos (en orden de mayor a menor

uso): lidocaina, articaina, mepivacaina, prilocaina, bupivacaina, etidocaina,

16



ropivacaina, y levobupicaina (7,17); su clasificacion va a depender de la union de

los compuestos quimicos en sus estructuras.

Los AL amino-amidas poseen un metabolismo hepatico, principalmente por las
enzimas del citocromo P450, su volumen de distribucién es amplio y su metabolismo
lento por lo cual poseen un efecto mas prologado y esto también puede generar
mayor posibilidad de toxicidad sistémica (8). El inicio de la accion de estos
compuestos es moderado a rapido y el pH de este grupo, sin ningun tipo de aditivos,
es de 7.6 a 8.1 (9). Los anestésicos locales cuyas estructuras son amino-amidas
encontramos a la articaina, bupivacaina, etidocaina, levobupicaina, lidocaina,

mepivacaina, dibucaina, butinilicaina, prilocaina y ropivacaina (5). (Figura 1)
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iH oZ N N i
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Fuente: Autor
Figura 1. Estructuras quimicas de anestésicos locales tipo amino-amida.
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A diferencia de los compuestos amino-amidas, los AL con compuestos amino-éster,
poseen una duracion del efecto anestésico variable, que puede ser corto, moderado
o rapido, debido a que poseen un volumen de distribucion pequefio debido a que
son facilmente metabolizados a través de las pseudocolinesterasas plasmaticas y
excretados por el rindn rapidamente (8); sin embargo, su inicio de accion es lento y
poseen un pH alcalino entre 8.5 y 8.9; no son compuestos quimicamente tan
estables puesto que pueden degradarse con el sol y el calor. Entre los AL que
encontramos dentro de este grupo esta la benzocaina, cloroprocaina, cocaina,

procaina, proparacaina y tetracaina (5).

CHy CH,
HBCVN\L H,cij

cl
/©/L° )
HoN HoN

Procaina Cloroprocaina Cocaina

CH,
k CH, NH, CH, CHy
0 < 0 /_/ g
N 0 HC
ALY,
(0] <c}_.I ’132/N—\ﬁ,) NH
H,N

Benzocaina Proparacaina Tetracaina

Fuente: Autor

Figura 2. Estructuras quimicas de anestésicos locales tipo amino-éster.

Cabe destacar que estos AL amino-éster al metabolizarse se convierten en
metabolitos de acido paraaminobenzoico (PABA), los cuales son altamente
alergénicos y es la principal causa de las reacciones alérgicas generadas por

anestésicos locales amino-éster; razén por la cual hace mas de 60 anos estos
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anestésicos no se utilizan en odontologia, ademas de comprobar su alta toxicidad
sistémica (5,6,8,9).

CANALES DE SODIO DEPENDIENTES DE VOLTAJE

Los canales de sodio dependientes de voltaje, son los receptores transmembrana
implicados principalmente en la via de transduccion de los anestésicos locales,
compuesto por cuatro cadenas y seis segmentos transmembrana. (Figura 3) Los
Nay poseen 9 genes distintos (también denominados SCN) y, por ende, existen 9
proteinas distintas de canales de sodio dependientes de voltaje, desde Nay 1.1 hasta
Na,1.9 (18). Estos Nav se encuentran a distintos sitios a lo largo de todo el
organismo. Se pueden encontrar en el sistema nervioso central, retina, neuronas
sensoriales olfatorias, miocardio, células beta pancreaticas, musculo esquelético
piel, neurona de la raiz dorsal de la médula espinal e incluso en células de cancer

metastasico (11).

2
Ul
Cadena C

Fuente: PDB 5EKO

Figura 3. Estructura de canal de sodio dependiente de voltaje Nay1.7. (A) Vista
frontal. (B) Vista superior, donde se observan las cadenas A, B, C y D.

19



Los canales de sodio dependientes de voltaje se pueden encontrar en tres estados:
estado en reposo, estado abierto y estado inactivo. Se sabe que los AL actuan en
el estado en reposo de los canales de sodio dependientes de voltaje mediante el
paso de la fraccidbn no ionizada a través de la membrana lipidica, su union a
hidrogeniones y su formacion en RNH* generando el clivaje en el poro del receptor
del canal de sodio (13,18).

ViA DE TRANSMISION DEL DOLOR

En odontologia, el dolor dental representa el primer motivo de consulta para
urgencias odontoldgicas, siendo éste un dolor insoportable y latente. Este dolor
dental se puede asociar a multiples factores que producen un proceso infeccioso o
inflamatorio que generalmente involucra la pulpa dental, altamente inervada por
fibras sensitivas tipo A delta y C (19). Las fibras sensitivas A delta se caracterizan
por tener una velocidad de conduccion media y un diametro pequefo, se encuentra
mielinizadas y se asocia al dolor agudo. Por el contrario, las fibras sensitivas C
poseen un diametro aun mas pequefio que las A y una velocidad de conduccion

mucho mas lenta, por lo cual son las encargadas en la transmision del dolor crénico

(1).

El mecanismo de accidn de los anestésicos locales consiste en inhibir la generacion
de un potencial de accidn a través de su clivaje sobre los canales de sodio
dependientes de voltaje intracelulares, evitando de esta manera que se trasmita la
sefal nerviosay, por ende, el dolor (Figura 4)(3). Jurcakovay col en 2018 realizaron
un estudio donde se evaluaron los diferentes subtipos de canales de sodio
dependientes de voltaje en neuronas de la raiz dorsal de un ratdén, donde
evidenciaron que en aquellas neuronas donde existia una transmision del dolor
positiva los subtipos de Nay1s que mas se expresaban eran los canales Nay1.7, 1.8
y 1.9, en cambio, en aquellas neuronas donde no existia dolor, los subtipos mas

expresados eran canales Nay1.1y 1.6 (20).
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Estimulo '
Asta 7
dorsal de '
la médula

Ganglio de la espinal
raiz dorsal

Via Espinotalamica (proyeccién del dolor)

Canal de sodio dependiente de voltaje '

== Fibras A Delta
= Fibras C Fuente: Autor

Figura 4. Fibras A Delta y C involucradas en las vias de transmision de dolor, que
inicia desde el lugar del estimulo en la pulpa dental hasta la medula espinal a través
de la raiz dorsal de la médula espinal.

Adicionalmente, diversos estudios han evidenciado un aumento en la cantidad de
canales Nay1.7, Nay1.8 y Na,1.9 en respuesta a procesos inflamatorios, provocando
una hiperalgesia inducida por una rapida transmisién del impulso nervioso doloroso
y la iniciacién del potencial de accidén, por lo cual puede explicar el fracaso
anestésico en odontologia para controlar el dolor (19).

Asimismo, investigaciones han encontrado que durante un proceso infeccioso las
quimiocinas y citocinas que se producen en el organismo en respuesta a la
inflamacion provocan una potenciacion de la excitabilidad de los nociceptores,

generando un menor umbral del potencial de accion por lo cual los anestésicos
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locales no son suficientes para bloquear el impulso nervioso (15). Ademas,
evidencia cientifica demuestra que durante la inflamacion se genera una liberacion
de neuropéptidos que producen un aumento de las fibras sensitivas C, involucradas
en el dolor, y por ende, aumentando las terminales nerviosas en las estructuras o
tejidos afectados lo cual genera que el estimulo nervioso sea mas rapidamente

activado y transmitido (21).

Sin embargo, aunque existen investigaciones de casos clinicos o experimentales
sobre la asociacion de canales Nay1.6, Nay1.7, Nay1.8 y Na,1.9 a pulpa dental como
se puede observar en la figura 5, no existen estudios moleculares que demuestren
el clivaje o tipo de interaccion que tienen los anestésicos locales en canales de sodio
dependientes de voltaje especificamente expresados en procesos inflamatorios. Al
dilucidar este tipo de unién se podria saber cual seria la mejor solucidon anestésica
a utilizar en esta region y asi posiblemente se podria disminuir el porcentaje de los
fracasos anestésicos al aumentar la efectividad de la anestesia en los tejidos

pulpares.

ARTICULOS DE CANALES DE SODIO DEPENDIENTES DE VOLTAJE ASOCIADOS A PULPA DENTAL

Luo et al. (20

Wells et al.

0 t al*(2018)
Q Nav 1.9 g e

L4 Nav1s8
QNav 1.7

U Nav 1.6

Fuente: Autor

Figura 5. Articulos cientificos de canales de sodio dependientes de voltaje Nay1.6,

Nay1.7, Nay1.8, Nay1.9 asociados a pulpa dental.
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ACOPLAMIENTO MOLECULAR

Hoy en dia, muchos estudios experimentales e incluso de descubrimiento de
farmacos se estan realizando de manera computacional, mediante acoplamiento
molecular, también llamado docking molecular, basado en ligandos o basado en
receptores. El acoplamiento molecular consiste en predecir a nivel estructural y
energético de cada proteina, cdmo esta dada la union del ligando a otras proteinas
o receptores, y tipo de interaccion intermolecular que se da en el anclaje del ligando
al receptor, las cuales pueden ser enlaces de hidrogeno, fuerzas electrostaticas,
enlaces de Van der Waals o interacciones hidréfobas (22). Por ende, el cribado
virtual mediante acoplamiento molecular logra mostrar que tanta afinidad tienen los
distintos compuestos mediante las interacciones electrostaticas entre ellas, incluso
logra comparar cual es la proteina con mejor afinidad a la macromolécula y en que

sitio se da esa unién (23).

Por lo tanto, el rol del acoplamiento molecular y el cribado virtual es muy importante
para generar nuevos avances no solo al dilucidar el sitio de accion de una molécula
en una nueva diana farmacolégica sino que también permite el reposicionamiento
de farmacos y la prediccion de reacciones adversas a farmacos a través de sus

interacciones con proteinas (24,25) .

De esta forma, el acoplamiento molecular ligando-proteina puede ser de dos tipos:
acoplamiento molecular rigido, donde tanto el ligando y el receptor se encuentran
rigidos y solo se considera una unica conformacion con 6 grados de libertad de
traslacion y rotacion; por otro lado, el acoplamiento molecular flexible, donde el
ligando se encuentra flexible y el receptor rigido, donde el ligando podra adoptar
multiples conformaciones en el espacio del sitio activo (22).

El acoplamiento molecular es la combinacion de dos funciones: algoritmos de
busqueda y funcion de puntuacion. Con respecto a los algoritmos de busqueda,
existen distintos métodos para la busqueda conformacional del sitio de anclaje
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flexible del ligando a la proteina: busqueda sistematica y aleatoria, Monte Carlo,
algoritmos genéticos, dinamica molecular. Los algoritmos de busqueda determinan
todos los modos de union posibles del ligando a la proteina en un espacio
determinado (22,26).

En la funcion de puntuacion, se tienen en cuenta los potenciales quimicos que se
producen entre las dos moléculas, los cuales determinan la preferencia hacia la
conformacion de unién y la energia libre de unidon o también llamada afinidad de
unién. Por lo cual, es un método matematico que determina la fuerza de interaccion
entre ambas moléculas, donde su ecuacion tiene en cuenta la suma total de los

enlaces inter e intramoleculares entre el ligando y receptor (27).

De esta manera, mientras que el algoritmo de busqueda determina los modos
conformacionales de ligando a la proteina, la funcion de puntuacién determina la
afinidad de union y la preferencia hacia una conformacion. Asi, el acoplamiento
molecular es capaz de predecir a nivel molecular el lugar de anclaje de una molécula
en otra molécula en un espacio junto con sus potenciales quimicos de interaccion

entre ellos.

CRIBADO VIRTUAL (VS)

El cribado virtual, también llamado screening virtual (VS), es un filtro computacional
(in silico) que consiste en seleccionar virtualmente moléculas o compuestos que
posean un potencial de actividad frente a una determinada diana farmacoldgica, de
tal manera que se pueda generar nuevos farmacos o analogos de farmacos a partir
de ellos (28). Existen dos métodos de seleccion de compuestos derivados del
cribado virtual, dependiendo del tipo de estructura a analizar: cribado virtual basado
en ligandos (Ligand-based virtual screening) o cribado virtual basado en receptores

(Receptor-based virtual screening)
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El cribado virtual basado en ligandos analiza las similitudes y propiedades
fisicoquimicas de los ligandos activos para predecir la actividad que tendra otro
compuesto con caracteristicas similares. En cambio, el cribado virtual basado en
receptores es utilizado cuando esta disponible la estructura tridimensional del
receptor o proteina; mediante este método se evalua las posibles interacciones
entre los ligandos activos y las estructuras del receptor en el sitio de union. Por tal
razon, el cribado virtual basado en receptor representa un estudio mas determinado
puesto que analiza la interaccién entre el ligando y su union a la estructura, a
diferencia del basado en ligandos donde solo se enfocan en la estructura de los
ligandos buscando nuevos sitios de union de moléculas o cambiando las moléculas
unidas a ellas, de tal manera que se mejoren sus propiedades farmacocinéticas o

farmacodinamicas (28).

La ventaja de realizar un cribado virtual es que se puede evaluar una diana
farmacoldgica con multiples o miles de compuestos al tiempo, caracteristica muy
importante cuando se esta buscando sustancias promisorias para desarrollo de

nuevos farmacos (27).
DINAMICA MOLECULAR (DM)

La dinamica molecular es una herramienta computacional que predice a nivel
estructural la interaccion ligando-receptor no solo a nivel espacial sino también
temporal. La DM se basa en los principios de la mecanica clasica, calculando la
fuerzas entre los atomos que la conforman mediante en la segunda ley de
termodinamica de Newton, donde F=ma (29); ya que al saber la posicion de los
atomos en un sistema, se puede determinar la fuerza que ejerce cada atomo hacia
los demas atomos, asi como también establecer la posicion atomica en un tiempo

de acuerdo a las leyes de movimiento de newton (30).

La DM evalua los cambios en la energia potencial de un sistema, generando una

prediccidon del comportamiento temporal del sistema, con un analisis de trayectorias
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y fluctuaciones, y evalua que tan estable es un complejo ligando-receptor. Se trata
por tanto de un método determinista, es decir, el estado de un punto de la trayectoria
permite predecir el estado del siguiente (31). Por tanto, se hace necesario emplear
meétodos tedricos de modelado molecular y de simulacion que complementen los

resultados obtenidos mediante técnicas experimentales.

Las simulaciones de dinamica molecular se basan en unos campos de fuerza de
mecanica molecular, para determinar el movimiento de cada atomo en un sistema
a lo largo del tiempo basandose en las interacciones interatbmicas que se
produzcan entre ellos. Adicionalmente, a diferencia del acoplamiento molecular, en
la DM no solo se pueden observar los cambios conformacionales de los compuestos
y el clivaje del ligando a la proteina, sino también el plegamiento de las proteinas

en el sistema, de acuerdo a sus posiciones atdmicas en un tiempo determinado (30).

Los campos de fuerza en DM son esenciales para determinar el movimiento
espacial de las proteinas. Estos se basan en la suma de las interacciones
enlazantes y no enlazantes del sistema; siendo las interacciones enlazantes los
enlaces covalentes, angulos de valencia y angulos torsionales, mientras que las
interacciones no enlazantes se refieren a las fuerzas de Van der Waals y las

interacciones electrostaticas (31).
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4. METODOLOGIA

41. SELECCION Y PREPARACION DE LIGANDOS

Se realizdé una busqueda de anestésicos locales en la literatura cientifica, donde
solo se eligieron como ligandos los 10 anestésicos locales tipo amida clinicamente
disponibles; utilizando la base de datos PubChem

(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/) (32), se insert6 el nombre de la estructura y se
identifico el codigo de registro. Adicionalmente, se realiz6 una busqueda de
analogos de anestésicos locales tipo amida, con un filtro de busqueda de identidad
estructural del 95%, cuyos criterios de exclusion fueron aquellas moléculas con
estructura salina y moléculas que tuvieran el mismo analogo estructural con otros
ligandos. La minimizacion de las estructuras se realizd mediante algoritmo de
herramientas Open Babel (33), aplicando campos de fuerza MMFF94; utilizando
gradientes conjugados y el algoritmo de descenso mas pronunciado que incluye
2500 pasos.

4.2. SELECCION Y PREPARACION DEL RECEPTOR

Se selecciond el complejo cristalografico de la estructura de la proteina del canal
Nay1.7 humano (codigo PDB: 5EKO, resolucion de 3,53 A) (34). Se analizo la
proteina en pdb4amber, donde se evidenciaron espacios en la estructura. Por tanto,
su refinamiento se realizé mediante un modelo por homologia utilizando el servidor
online Swiss Model del Bioinformatic Swiss Institute
(https://swissmodel.expasy.org/) (35), mediante la secuencia FASTA del PDB:

5EKO, generando un nuevo modelo PDB.

Ademas, el complejo co-cristalizado de canal NayAb-flecainida (codigo PDB: 6MVX)
(13) fue seleccionado como complejo de validacién de ligando objetivo. El canal
NavAb se prepard utilizando el paquete de software UCSF Chimera versién 1.15
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(36), eliminando los iones fosfato y extrayendo flecainida de la estructura,

generando un nuevo archivo PDB flecainida independiente.

El canal Na,1.7 humano de la estructura de la proteina diana y el canal Na,Ab de la
proteina de control se calcularon con cargas atomicas de Kollman y se unieron

hidrogenos no polares mediante AutoDockTools 1.5.7 (37).

4.3. IDENTIFICACION DE SITIOS DE UNION

Inicialmente, se realiz6 una busqueda predictiva de los bolsillos de union de ligandos
en el canal Na/1.7 mediante servidores en linea de PrankWeb
(https://prankweb.cz/)(38), CASTp (http://sts.bioe.uic.edu/castp/index.html?4jii)(39)
y PockDrug (http://pockdrug.rpbs.univ-paris-diderot.fr/cqgi-bin/index.py?page=home)

(40), utilizando el PDB del modelo por homologia generado.
4.4, VALIDACION DE PROTOCOLOS DE ACOPLAMIENTO MOLECULAR

La validacién de las estructuras del complejo proteina-ligando se realizé utilizando
el complejo NayAb-flecainida co-cristalizado (codigo PDB: 6MVX). Se selecciono el
ligando de referencia flecainida para definir el centro y las dimensiones del cuadro
de la cuadricula. Se realizé una réplica de las coordenadas del ligando con un
espaciado de cuadricula establecido en 1.00 A, en un espacio de cuadricula central
de x =-4.609 A, y = -45.023 A, z = -27.019 A con valores de compensacion de x =
12.0A,y=14.0Ayz=10.0 A, de tal forma que los resultados obtenidos en el re-
acoplamiento molecular fueron lo mas aproximados posibles a la pose, ubicacién e

interacciones del ligando obtenidas en la cristalografia previa, con un RMSD <2 A.
4.5. ACOPLAMIENTO MOLECULAR

Los acoplamientos moleculares de Nay1.7 y los ligandos se ejecutd por triplicado
mediante AutoDock Vina basado en bash scripting (27). El espaciado de la

cuadricula se establecid en 1.00 A, con un espacio de la cuadricula central de x = -
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50.225 A, y =-22.328 A, z = 4.359 A con valores de desplazamiento de x = 12.0 A,
y=6.0 Ayz=10.0 A. Cada acoplamiento molecular se simul6 individualmente, con
una exhaustividad de 8 y determinando 10 conformaciones en funcion del valor de
efectividad, energia libre y RMSD. Los resultados de la mejor conformacion se
registraron en formato pdbqt y se visualizaron con el software PyMOL version 2.3.4
(41), y luego se convirtieron en formato PDB. La pose con la energia de enlace mas
baja se seleccion6 como el resultado final de acoplamiento, y se realizé un promedio
de las energias libres de unién con desviacion estandar. Las interacciones y los
tipos de union del complejo canal Nay1.7-ligando se analizaron mediante el
visualizador BIOVIA Discovery Studio version 4.5 (42) y el programa LigPlot* version
2.2 (43).

4.6. DINAMICA MOLECULAR

Se realizaron simulaciones de dinamica molecular sin restricciones de todos los
atomos utilizando el software PMEMD de AMBER16 (44). Protocolos y analisis de
minimizacion, equilibrado y produccion de DM segun Alviz-Amador y col (45) con
algunas modificaciones. Esto se hizo para todos los sistemas de canal Na,1.7
unidos con flecainida, lidocaina, dibucaina, 92367865 y 22578003. Se utilizo el
campo de fuerza ff14SB y GAFF2 para canal Nay1.7 y ligandos, respectivamente.

Las estructuras solvatadas con el modelo de agua TIP3P se minimizaron utilizando
1000 pasos de descenso mas pronunciado seguidos de 1000 pasos de
minimizacion del gradiente conjugado, aplicando una constante de fuerza de
restriccion de 25 Kcal/mol-A2 a toda la molécula de soluto. El calentamiento se
realizé en 5000 pasos de MD de 100 a 300 K con un paso de tiempo de 2 fs,
empleando un termostato de acoplamiento débil a presion constante y restringiendo
los enlaces que involucran hidrégeno usando SHAKE con la tolerancia establecida
en 0.00001. Se utilizé un limite no unido de 8 A. La electrostatica de largo alcance
se manejo utilizando una malla de particulas Ewald (PME) con los parametros de
PME predeterminados para AMBER con actualizacion automatica de la lista de
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pares. Después del calentamiento, las restricciones aplicadas a los péptidos y
proteinas se redujeron lentamente de 5 a 0,5 Kcal/mol-A? en 5 intervalos,
minimizando cada paso primero utilizando 1000 pasos de descenso mas
pronunciado seguido de 500 pasos de minimizacion de gradiente conjugado y paso
de tiempo de 2 fs, seguido de 50 ps de MD a 300 K, presion y temperatura

constantes, ambos con constantes de acoplamiento de Berendsen de 0,2 ps.

El tiempo total de produccion fue de 100 ns para cada sistema. En la Tabla 1 se

describe un resumen de todas las simulaciones.

Tabla 1. Resumen de simulaciones de DM desarrolladas en el estudio.

Estructura Inicial Fuente Tiempo de Simulaciéon
Proteina
Canal Nay1.7 (humano) PDB: 5EKO 100ns
Canal Na,1.7-flecainida PDB: 5EKO 100ns
Canal Nay1.7-lidocaina PDB: 5EKO 100ns
Canal Nay1.7- dibucaina PDB: 5EKO 100ns
Canal Na,1.7-92367865 PDB: 5EKO 100ns
Canal Na,1.7-22578003 PDB: 5EKO 100ns

Luego, se realizaron analisis de RMSD utilizando las estructuras promedio como
referencias para estudiar la estabilidad del receptor nativo y acoplados. De manera
similar, se realizé un analisis de movilidad utilizando calculos de RMSF; al igual que
el analisis de la superficie accesible al solvente (SASA) del canal Nay1.7 y el grado
de compactacion de los complejos por medio de radio de giro (Rg). Todos estos
analisis fueron realizados usando el programa cpptraj que se encuentra en el
paquete AMBER16. (46)
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4.7. PREDICCION DE PROPIEDADES FARMACOCINETICAS Y
TOXICOLOGICAS Y SIMILITUD DE DROGAS

La prediccion farmacocinética y de similitud para los ligandos de mayor afinidad
92367865, 22578003 y dibucaina se realizaron utilizando la herramienta en linea
SwissADME del Instituto Suizo de Bioinformatica (http://www.sib.swiss) (47) vy
ADMETSAR (http://Immd.ecust.edu.cn/admetsar2/about/) (48), un servidor web de
la Universidad de Ciencia y Tecnologia de China Oriental. Para ello se utilizé la

representacion molecular candénica SMILES y el generador de archivos de
estructura que se encuentran en la herramienta online SwissADME. El analisis se
realizé para determinar algunos parametros estructurales y farmacocinéticos. Estos
parametros fueron: donantes y aceptores de enlaces de hidrogeno, peso molecular,
XlogP3, familia del citocromo P450 inhibidor (CYP450), absorcion gastrointestinal,
permeabilidad de la barrera hematoencefalica y union a glicoproteinas P, unién a
proteinas plasmaticas, se verificd Caco2. Por otro lado, los parametros de
prediccion de similitud farmacolégica se indicaron como regla de Lipinski y
biodisponibilidad.

Ademas, se evalud la toxicidad in silico de las moléculas utilizando el servidor
GUSAR-Online (49); insertando la representacion molecular canonica SMILE,
seguido del desarrollo de las predicciones de los valores de dosis letal 50 (DLso)
para la administracion oral de ratas, y finalmente, mostrando la clasificacién de

toxicidad aguda en roedores basada en el Proyecto OCDE.
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5. RESULTADOS

5.1. SELECCION Y PREPARACION DE LIGANDOS

El cribado virtual (Figura 6) se realiz6 con 3267 ligandos: 1 ligando de control
(flecainida), 10 anestésicos locales seleccionados y 3256 anestésicos locales
analogos (Figura 7). De la busqueda de 10 anestésicos locales, solo la lidocaina
tiene una asociacion con el canal de sodio dependiente de voltaje tipo 9 (canal
Nav1.7), descrito en la base de datos PubChem (Figura 8).

3256
analogos
estructurales

3267 moléculas utilizadas en

cribado virtual
Fuente: Autor

Figura 6. 3267 ligandos seleccionados para cribado virtual: flecainida, 10

anestésicos locales y 3256 analogos estructurales.
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Anestésicos locales seleccionados: 10 ’

Andlogos estructurales tipo amida con 95% de similitud

Total analogos seleccionados: 5179

I
I—

Excluidos: —_
1923 Incluidos: 3256
) [
I

Lidocaina Dibucaina Trimecaina Butanilicaina

438 69 494 267
Articaina Bupivacaina Prilocaina Mepivacaina

109 349 1339 191

Fuente: Autor

Figura 7. Criterios de seleccion para analogos estructurales de anestésicos

locales. Los analogos estructurales de Ropivacaina y Levobupicaina se encuentran

incluidos dentro de Bupivacaina.
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ASOCIACION CANAL NAVs-ANESTESICOS LOCALES

DIBUCAINE

" ROPIVACAINE

W TRIMECAINE

W BUTANILICAINE

B LEVOBUPIVACAINE

m BUPIVACAINE
PRILOCAINE

» MEPIVACAINE

m ARTICAINE

N LIDOCAINE

Fuente: Autor

Figura 8. Asociacion de anestésicos locales tipo amida al receptor del canal de
sodio a través de la base de datos PubChem.*SCN9A: Canal Nay1.7. SCN4A: Canal
Nay1.4 SCN3A: Canal Na,1.3. SCN5A: Canal Na,1.5. SCN2A: Canal Na,1.2.
SCN1A: Canal Na,1.1.

5.2. SELECCION Y PREPARACION DEL RECEPTOR

Durante la preparacién del canal Nay1.7 humano (cédigo PDB 5EKOQ) usando
pdb4amber, la estructura cristalografica de los resultados del canal Nay1.7 mostré
dos espacios de 6.69 A entre el residuo de aminoacido Tyr594 y Pro595 y 7.860 A
entre Tyr836 y Pro837 Por tanto, se realiz6 un modelo por homologia utilizando el
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servidor online Swiss Model, con una identidad de secuencia con codigo PDB 5EKO
y una estimacién de calidad global (GMQE) de 0,61 y QMEAN de -3,64. Luego, se
realizé un alineamiento del PDB 5EKO y el nuevo modelo por homologia usando
UCSF Chimera, evidenciando la correccién de los espacios con la adicion de los
residuos de aminoacidos faltantes. El espacio entre Tyr594 y Pro595 se corrigié con
Phe590, Val591, Ser592 y el espacio en la cadena D entre Tyr836 y Pro837 se
completdé con Phe835, Val836 y Ser837. (Figura 9)

PDB: 5EKO

Canal Na,1.7 por homologia

Fuente: Autor

Figura 9. Superposicion del canal Nay1.7 humano (PDB 5EKO0) y nuevo modelo por
homologia. (A). La correccidon del espacio entre Tyr594 y Pro595 se corrigidé con
Phe590, Val591, Ser592 en la cadena C. (B). Correccion del espacio en la cadena
D entre Tyr836 y Pro837 con Phe835, Val836 y Ser837.

El complejo de control seleccionado para el estudio (codigo PDB: 6MVX) se alined
con el canal Nay1.7 humano (codigo PDB 5EKO) utilizando PROTEIN BLAST Align
Sequences (50), cuyos resultados mostraron 82% de identidad (244/299), espacios
de 5% (17/299) y una puntuacion de alineacién de 471 bits. Los espacios mostrados
en el servidor BLAST coinciden con los resultados mostrados en pdb4amber para
PDB 5EKO. (Figura 10)
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5EKO0_1|Chains A,B,C,D|Chimera of bacterial lon transport protein and human Sodium channel protein type 9 subunit

alphalArcobacter butzleri (367737)
Sequence ID: Query_9159 Length: 206 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 296 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
471 bits(1212) 2e-174 Compositional matrix adjust] 245/299(82%) 259/299(86%) 17/299(5%)

Query 1 MDYKDDDDKGSLVPRGSHMYLRITNIVESSFFTKFIIYLIVLNGITMGLETSKTFMQSFG 60
MDYKDDDDKGSLVPRGSHMYLRITNIVESSFFTKFIIYLIVLN +TM +E 0S
Sbjct 1 MDYKDDDDKGSLVPRGSHMYLRITNIVESSFFTKFIIYLIVLNMVTMMVEKEG-~-~-QSQH 57

Query 61 VYTTLF--NQIVITIFTIEIILRIYVHRISFFKDPWSLFDFFVVAISLVP-===mmeeem 108
+ L+ N + I +FTIEIILRIYVHRISFFRKDPWSLFDF VV IS+V
Sbjct 58 MTEVLYWINVVFIILFTIEIILRIYVHRISFFKDPWSLFDFVVVIISIVGMFLADLIETY 117

Query 109 ~-TSSGFEILRVLRVLRLFRLVTAVPQMRKIVSALISVIPGMLSVIALMTLFFYIFAIMA 166
+ + F ++R+ R+ R+ RLVTAVPOMRKIVSALISVIPGMLSVIALMTLFFYIFAIMA
Sbjct 118 FVSPTLFRVIRLARIGRILRLVTAVPQMRKIVSALISVIPGMLSVIALMTLFFYIFAIMA 177

Query 167 TQLFGERFPEWFGTLGESFYTLFQVMTLESWSMGIVRPLMEVYPYAWVFFIPFIFVVTFV 226
TQLFGERFPEWFGTLGESFYTLFQVMTLESWSMGIVRPLMEVYPYAWVFFIPFIFVVTFV
Sbjct 178 TQLFGERFPEWFGTLGESFYTLFQVMTLESWSMGIVRPLMEVYPYAWVFFIPFIFVVTFV 237

Query 227 MINLVVAICVDAMAILNQKEEQHIIDEVQSHEDNINNEIIKLREEIVELKELIKTSLKN 285
MINLVVAI VDAMAILNQKEEQHIIDEVQSHEDNINNEIIKLREEIVELKELIKTSLKN
Sbjct 238 MINLVVAIIVDAMAILNQKEEQHIIDEVQSHEDNINNEIIKLREEIVELKELIKTSLKN 296 Fuente: PROTEIN BLAST Align

Figura 10. Alineacion de las secuencias del canal Nay1.7 humano (PDB 5EKO) y el
canal Na,Ab (PDB 6MVX) utilizando secuencias de PROTEIN BLAST Align.
Consulta: canal NayAb. Asunto: canal Nay1.7 humano.

5.3. IDENTIFICACION DE SITIOS DE UNION

En la prediccion de los sitios de unidn de ligandos al canal Nay1.7 evidencié que los
tres servidores en linea arrojan resultados similares, donde los mejores bolsillos de
unidn al canal de sodio dependiente de voltaje se encuentran ubicados cerca al
dominio del poro central. Asimismo, estos bolsillos contienen los residuos Met185
(A), Thr186 (B), Leu187 (A), Met220 (A), Met430 (B), Thr431 (B), Leu432 (B), lle458
(B), Thr462 (B), Thr676 (C), Leu677 (C), Thr921 (D), Leu922 (D) implicados en la
interaccidn con los anestésicos locales en las cadenas A, B, C y D del canal Nay1.7.
(Tabla 2).

Tabla 2. Prediccion de bolsillos de unién en canal Nay1.7 por servidores en linea de
PrankWeb, CASTp y PockDrug. Residuos de interaccion implicados en el sitio de

union de los anestésicos locales al canal Nay1.7. * Los residuos de aminoacidos
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resaltados en negrilla corresponden a los residuos vinculados en el sitio

activo de los anestésicos locales.

PREDICTOR RESIDUOS DE INTERACCION EN

. UBICACION
EN LINEA

SITIOS DE UNION*

CASTp Pocket 1

Met185 (A), Thr186 (A),
Leu187 (A), Met220 (A),
Met430 (B), Thr431 (B),
Leud32 (B), lle458 (B),
Thr462 (B), Thr676 (C),
Leub77 (C), Thr921 (D),
Leu922 (D).

PrankWeb Pocket 1

Met185 (A), Thr186 (A),
Leu187 (A), Met220 (A),
Met430 (B), Thr431 (B),
Leud32 (B), lle458 (B),
Thr462 (B), Leu677 (C).

Pocket 1

Leu187 (A), Thr921 (D),
Leu922 (D).

PockDrug
Pocket 2

Met185 (A), Thr186 (A),

Leu187 (A), Met220 (A),

Met430 (B), Leud32 (B),
lle458 (B),

5.4. VALIDACION DE PROTOCOLOS DE ACOPLAMIENTO MOLECULAR

Con el fin de validar el acoplamiento molecular para el cribado virtual, el ligando co-

cristalizado flecainida del complejo Na,Ab (cédigo PDB: 6MVX) se volvié a acoplar
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contra este receptor del canal de sodio, calculando la mejor postura de unién y la
desviacion de la raiz cuadrada media (RMSD). Los resultados del reacoplamiento
se alinearon con el complejo co-cristalizado (6MVX) obtenido de Protein Data Bank,
cuyos resultados mostraron un RMSD de 1.157 A con la mejor pose de unién (-5.7
Kcal/mol) (Fig. 11A). Ademas, el complejo co-cristalizado del canal de NaJAb-
flecainida se alineé con el canal Nay1.7, con un RMSD de 1.560 A., donde una pose
con un resultado de RMSD de menos de 2.0 A se considera exitosa (51). (Fig.11B)

FLECAINIDA EN REDOCKING.

FLECAINIDA DE CRISTALOGRAFIA
(6MVX)

RMSD: 1.157 A RMSD 1.560 A

Fuente: Autor

Figura 11. A. Alineacion de flecainida acoplada nuevamente en el canal Na,Ab y la
flecainida co-cristalizada en el canal Na,Ab (cddigo PDB: 6MVX). RMSD: 1.157 A.
B. Alineacion de canal NayAb (cédigo PDB: 6MVX) y canal Nay1.7, con un RMSD
de 1.560 A.

Posteriormente, se extrajo flecainida co-cristalizada del canal Na,Ab (cédigo PDB:
6MVX) y se unio al canal Na,1.7, para determinar las interacciones con este
receptor. Las interacciones de union entre la flecainida co-cristalizada en el canal
Nay1.7 y el complejo Nay1.7-flecainida en los resultados de acoplamiento de cribado
virtual mostraron que los residuos de aminoacidos Thr186 (A), Leu187 (A), Thr431
(B), Thre76 (C), Leu677 (C) comparten las mismas interacciones hidrofobas y de
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enlace de hidrégeno con la pose de flecainida co-cristalizada en el complejo de
canales Na,Ab (6MVX). (Figura 12)

e, THI676(C)

FI ecainide

Thri86{A)
et 85(A)

I ENLACE DE HIDROGENO
27 ENLACE HIDROFGBICO

Fuente: Autor

Figura 12. Alineacion de Nay1.7-flecainida co-cristalizada con complejo de
acoplamiento Nay1.7-flecainida. Los residuos encerrados en un circulo rojo (Thr186
(A), Leu187 (A), Thr431 (B), Thr676 (C), Leu677 (C)) corresponden a los mismos

residuos de interaccion de ambos complejos.
5.5. ACOPLAMIENTO MOLECULAR DEL CRIBADO VIRTUAL

Los resultados del acoplamiento revelaron que 92367865 mostro la mejor energia
de union por afinidad con valores de -6.4 + 0.0 Kcal/mol, seguido por 22578003 con
valores de -6.3 + 0.15 Kcal/mol Igualmente, se comparo con flecainida, dibucaina y
lidocaina, cuyos resultados de acoplamiento molecular mostraron que el ligando de

control tenia un puntaje de acoplamiento de -5.6 + 0.15 Kcal/mol, mientras que la
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dibucaina tiene una energia de uniéon mayor de -5.1 + 0.12 Kcal/mol que la lidocaina
con -4.2 + 0.12 Kcal/mol. (Tabla 3)

Tabla 3. Interaccion entre los residuos de aminoacidos en el canal Nay1.7 y ligandos
(flecainida, lidocaina, dibucaina, 22578003 y 92367865).

ENERGIA ENLACES ENLACES HIDROFOBICOS
DE
LIGANDO .
AFINIDAD HIDROGENO
(Kcal/mol)
92367865 -6.4+0.0 Thr462 (B) Met185 (A), Thr186 (A), Leu187 (A), Met220
(A), Thr431 (B), Leud32 (B), lle458 (B)
22578003 -6.3+0.15 Thr462 (B) Met185 (A), Thr186 (A), Leu187 (A), Met430
(B), Thr431 (B), Leud32 (B), Thr676 (C),
Leu677 (C)
Flecainida -5.4+0.15 Thr186 (A) Met185 (A), Leu187 (A), Thr431 (B), Leu432
(B), Thr676 (C), Leu677 ( C), Thr921 (D),
Leu922(D)
Dibucaina -52+0.12 Thr186 (A) Met185 (A), Leu187 (A), Leud32 (B), Thr462

(B), Leub77 ( C), Thr921 (D), Leu922(D)

Lidocaina -4.1+0.12

Met185 (A), Leu187 (A), Thr217 (A), Thrd31
(B), Leud32 (B), Thr676 ( C), Thr921 (D),
Leu922(D)

La visualizacion de las interacciones entre las mejores poses de los ligandos

seleccionados revel6 enlaces hidrofobos comunes con los residuos Met185 (A),
Leu187 (A), Leud432 (B) para todos los ligandos. 22578003 y 92367865 tenian el
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mismo Yy unico enlace de hidrégeno entre el residuo Thr462 en la cadena B (Figura

13), mientras que la flecainida y la dibucaina compartian el mismo enlace de

hidrogeno con el residuo Thr186 en la cadena A (Figura 14). Sin embargo,

excepcionalmente la lidocaina no tiene interaccién de enlace de hidrégeno y en

cambio tiene un enlace hidrofébico con Thr462 (B) (Figura 15). Ademas, se

encontraron muchas otras interacciones de enlaces hidrofobos entre Thr186 (A),
Met220 (A), Met430 (B), Thr431 (B), lle458 (B), Thr676 (C), Leu677 (C), Thr921 (D),

Leu922 (D).
A lle458(B)
Thras2(8) & e %)hw;;tzzom)

2.77 .,

Leu43;(:% "
Thr431(B;)§ k ‘

INTERACCIONES DE RESIDUOS

- ﬁm 86(A)

o S

ﬁi—: 187(A)

- ENLACE DE HIDROGENO

?77.”(\& ENLACE HIDROFOBICO

2 %MeﬂsS(A) Me‘““"’% -

B Met1 35(% %;:{1 86(A)

Thr462(B) ca
ce

3 %7;.::432(3)
o

* iﬁemnm)
Nk g%l')hrﬁﬂi((:)
Thr431(B)

22578003

Leu677(C)

Fuente: Autor

Figura 13. Interacciones de residuos entre anestésicos locales y analogos
frente a la proteina Nav.1.7. (A). 92367865. (B). 22578003.
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A P %77:_?\‘”5“‘) B Thr462(r8rr)§

. %I;:;\ﬁ 87(A)

" %77’::" 85(A)

i;’.eu432(3)
%Thr21 7(R)

Thr186(A)

Thro21 (:%E

Leu922(D) 8 - Flecainide 2
Thrd31(B) S Leu677(C)
Thr676‘-(‘é()% gﬁw Thr921(\::;tg S
Leu4\;:)j;1)% Leu677(C) ﬁgzz(n)

INTERACCIONES DE RESIDUOS

- ENLACE DE HIDROGENO

7777.“\( ENLACE HIDROFOBICO Fuente: Autor

Figura 14. Interacciones de residuos entre anestésicos locales y analogos

frente a la proteina Na,.1.7. (A). Flecainida. (B). Dibucaina.
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INTERACCIONES DE RESIDUOS

[ ENLACEDE HIDROGENO

M ENLACE HIDROFOBICO Fuente: Autor

Figura 15. Interacciones de residuos en complejo lidocaina frente a la proteina
Nav1.7.
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5.6. DINAMICA MOLECULAR

Debido a que ambos ligandos con mejores valores de afinidad en los resultados de
acoplamiento molecular son analogos de la dibucaina, la dibucaina también se
selecciond para la dinamica molecular, al igual que lidocaina (farmaco referente
clinicamente en odontologia como anestésico local) y flecainida (como ligando de
control). En la figura 16A se presentan los valores de RMSD del canal Na,1.7
humano nativo como referencia, el complejo Nay1.7-dibucaina, el complejo Nay1.7-
lidocaina, el complejo Nay1.7-92367865, el complejo Nay1.7-22578003 y el

complejo de control Nay1.7-flecainida.

El analisis de trayectoria de RMSD, evidencio que 22578003, dibucaina y lidocaina
son mas estables con valores de RMSD entre 2 y 3 A, mientras que flecainida fue
el complejo que presento los valores de RMSD mas altos entre 20-30 ns con un
rango de RMSD entre 5y 7 A ; lo que significa que la flecainida es el ligando que
induce mas cambios conformacionales en el canal Nav1.7, mientras que 92367865
fue el ligando que realizé los menores cambios conformacionales en el canal de

sodio Nay1.7 dependiente por voltaje.

Por otro lado, los valores de RMSF muestran el movimiento de cada residuo durante
la simulacién. Los residuos con valores de RMSF mas altas representan una mayor
flexibilidad individual durante el movimiento de las proteinas. Los resultados de
RMSF muestran que, en general, los complejos de dibucaina, flecainida y 22578003
tienen la mayor flexibilidad en los residuos entre la posicion 230-260 de la secuencia
(DAMAILNQKEEQHIIDMYLRITNIVESSFFT) con valores de RMSF de 14y 13 Ay
un ARMSF 1.57 A respectivamente. El complejo de lidocaina evidencio una alta
flexibilidad que oscila entre los residuos de la posicion 480-510 de la secuencia
(LNQKEEQHIIDMYLRITNIVESSFFTKFIIY), en comparacion con los otros
complejos. Sin embargo, el complejo 92367865 tenia el perfil de movilidad mas bajo
de todos los complejos estudiados en la simulacion, con valores de RMSF inferiores
a 10 A, con un ARMSF total -5.6 A. Ademas, las puntuaciones de RMSF mas bajas
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en general son de los complejos 92367865 y 22578003, entre los residuos 185-189
de secuencia (MTLES) con 0,8 A, con un ARMSF -5.6 A, los residuos 462-465 de
secuencia (TFVM) con 1,1 Ay un ARMSF -5.7 A

677-679 de secuencia (LES) con 0,75 A y 920-923 de secuencia (MTLE) con 0,85
A. (Figura 16B)
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Figura 16. Dinamica molecular del canal Na,1.7 nativo, flecainida, lidocaina,
dibucaina, 92367865 y 22578003. (A) RMSD. (B) RMSF.

Los valores de SASA corresponden al area superficial accesible al solvente para
todo el complejo en el estudio. Todos los complejos tienen valores de SASA que
oscilan entre 60000 y 56000 A2, con una tendencia a disminuir con el tiempo, lo que
indica que todos los complejos tienen el mismo comportamiento y estabilidad en el
canal Na,1.7. Sin embargo, los complejo de analogos tuvieron los valores de SASA
mas altos por encima de 62000 A2 y son los mismos con las puntuaciones mas bajas
por debajo de 55000 A2, mientras que los complejos de dibucaina y lidocaina
tienden a aumentar los valores de SASA con el tiempo con picos mas altos entre
61600 y 61900 A2. El complejo de flecainida es el que tiene los picos de fluctuacion
mas bajos, lo que indica que este ligando es de naturaleza encogida. (Figura 17A)

En el radio de giro (Rg), los resultados muestran que la dibucaina y el complejos
22578003 tienen los valores mas altos en comparacion con los demas, lo que indica
que poseen un menor grado de compactacion y rigidez, mientras que 92367865 no
afecta el canal Nay1.7 de la proteina porque tiene los valores de Rg mas bajos, por
lo tanto, es mas compacto, lo que sugiere que estos dos formaron conformaciones

mas rigidas durante las simulaciones. (Figura 17B)
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Figura 17. Dinamica molecular del canal Na,1.7 nativo, flecainida, lidocaina,

dibucaina, 92367865 y 22578003. (A) SASA. (B) Rg anadlisis de todas las

trayectorias.
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5.7. PREDICCION DE

PROPIEDADES
TOXICOLOGICAS Y SIMILITUD DE DROGAS

FARMACOCINETICAS Y

La Tabla 4 presenta las propiedades farmacocinéticas predichas usando el servidor

en linea SwissADME y ADMETSAR vy la toxicidad oral aguda en ratas obtenida con

el predictor GUSAR. Ninguna molécula estudiada mostro violaciones de Lipinski,

todas presentaron alta absorcion gastrointestinal, permeabilidad de la barrera

hematoencefalica, una puntuacion prevista de biodisponibilidad de 0,55, una

variabilidad de prediccién inhibitoria sobre CYP y toxicidad aguda clasificada como

clase Ill segun la OCDE.

Tabla 4. Propiedades ADME vy toxicidad oral aguda de dibucaina, 22578003 y

92367865 realizadas por servidores de prediccion en

linea SwissADME,

ADMETSAR y GUSAR.
PROPIEDADES Dibucaina 22578003 92367865
Peso Molecular? 343.46 396.48 396.48
#H-enlaces aceptadores® 4 3 3
#H-enlaces donantes® 1 1 1
XLOGP3¢ 4.4 6.16 6.16
Refractividad molar® 102.58 119.82 119.82
#Violaciones Lipinskif 0 0 0
#Enlaces rotativos® 11 8 8
TPSAP 54.46 51.22 51.22
Absorcion Gl High High High
Permeabilidad BHE Yes Yes Yes
Puntuacion biodisponibilidad 0.55 0.55 0.55
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Substrato Pgp No Yes Yes

CYP1A2 inhibidor Yes No No
CYP2D6 inhibidor Yes Yes Yes
CYP3A4 inhibidor Yes Yes Yes
log Kp (cm/s) -5.27 -4.34 -4.34
Caco-2 + + +

Toxicidad Oral Aguda (c) I I I

Ratones Oral LD50 (mg/kg) 676,800 in 1505,000 in 1505,000 in
AD AD AD

a Peso molecular inferior a 500 Dalton.

b Aceptador de enlaces de hidrégeno menor o igual a 10.
<Menos o iguales 5 donantes de enlaces de hidrégeno.

d4 Alta lipofilicidad (expresada como LogP) inferior a 5.

e La refractividad molar debe estar entre 40 y 130.

fRegla de Lipinski de cinco violaciones menores o iguales a 1.
g Menor o igual a 10 enlaces rotativos.

h Area de superficie polar topolégica (TPSA) menor o igual a 140.2.
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6. DISCUSION

Los avances en la ciencia han permitido el uso de nuevas tecnologias y procesos
que hoy en dia estan aprobados, los cuales proporcionan grandes descubrimientos
con informacion detallada como estudios in silico, a través de inteligencia artificial.
La inteligencia artificial puede evaluar el objetivo, la eficacia y la prediccion ADMET
de un farmaco, e incluso el disefio de un farmaco de novo (52). Por lo tanto, la
inteligencia artificial ha transformado y cambiado las vias de desarrollo de farmacos,
con multiples tipos de técnicas que pueden utilizarse para el descubrimiento y la
identificacion de farmacos en cualquier campo académico. En odontologia, la
técnica in silico de este estudio a través del cribado virtual basado en receptores
proporciona una herramienta util e importante para una mejor comprensién de la
interaccidn entre los anestésicos locales y el canal de sodio dependiente de voltaje

Nay1.7 presente en la pulpa dental inflamada.

Se sabe que los canales de sodio Nay1.7 dependientes de voltaje estan
ampliamente involucrados en la pulpa dental dolorosa, el cual es un factor clave
para resolver un proceso inflamatorio urgente en la cavidad oral. Como demostraron
varios estudios, el canal Nay1.7 se activa e inactiva rapidamente con la sensacion
de dolor relacionada con la generacién de potencial de accion en neuronas
periféricas (20). Los anestésicos locales juegan un papel importante en el bloqueo
de las vias del dolor mediante la inhibicion del potencial de accion. Los estudios
muestran que los anestésicos locales no tienen un sitio de union especifico en los
canales de sodio activados por voltaje, sino que estan localizados en el poro de la
cavidad central. Sin embargo, no hay estudios que evaluen la asociacién molecular
y estructural entre el canal Na,1.7 y los anestésicos locales, a excepcion de este
estudio que enfatizé especificamente en el sitio de unién, las interacciones y el

comportamiento de los anestésicos locales a través de un amplio cribado virtual.

De acuerdo con el complejo cristalizado de Gamal y col., los resultados de

reacoplamiento de flecainida con el canal Na,Ab coinciden con la posicion de unién
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y el sitio de los residuos Met174, Thr175, Leu176 (13). Aunque la validacion inicial
se realizd en un canal de sodio activado por voltaje bacteriano y no en un canal Na,
humano, la superposicion del canal Nay1.7 humano y el canal Na,Ab ha demostrado
que comparten una estructura comun, dominios y secuencia, con resultados
mostrados con una identidad del 82% durante el alineamiento, lo cual fue relevante
en la identificacion de residuos ligados al bolsillo de union del canal Nay1.7,
mostrando cuatro dominios diferentes con una cavidad de poro central. Estos
resultados estan respaldados por Ahuja y col, quienes disefaron con éxito el canal
Nay1.7 humano a partir del canal Na/Ab translocando los cuatro dominios de
deteccion de voltaje y manteniendo sus propiedades funcionales, farmacologicas y
estructurales (14).

En investigaciones, el filtro de selectividad de Na* se ha dilucidado en la estructura
cristalina del canal NayAb, en el que se determina que los iones de Na* interactuan
directamente con los carbonilos de Leu176 o Thr175 (53), lo que coincide con los
resultados de este acoplamiento y explica la capacidad de los anestésicos locales
para unirse fuertemente a estos residuos de aminoacidos (Thr186 y Leu 187
correspondientes en el canal Nay1.7 humano), teniendo en cuenta que los
anestésicos locales impiden el paso de los iones Na* a los canales de sodio
activados por voltaje, al entrar en el canal de sodio y alcanzar el filtro de selectividad
para los iones de Na®.

El principal hallazgo de este estudio fue evidenciar el sitio de union especifico de
los anestésicos locales a los residuos de aminoacidos Met185 (A), Thr186 (A),
Leu187 (A), Leud32 (B), Thr462 (B) del canal Nay1.7, en el dominio del poro central.
Asimismo, los resultados mostraron que la triada catalitica de los anestésicos
locales esta constituida por Met185, Thr186 y Leu187 en el dominio del poro interno,
en el cual los grupos carbonilo de estos residuos interactuan con los grupos amino
en estado protonado de los anestésicos locales, los cuales son factores clave para
su interaccion de union molecular y energia de afinidad (54). Adicionalmente, los

resultados predictivos del sitio de unidén en los servidores en linea evidencian que
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éstos contienen también los mismos residuos fundamentales en la sitio catalitico de
interaccion con los anestésicos locales al canal Nay1.7, como también se encontré
en el acoplamiento molecular, lo cual reafirma el sitio de clivaje especifico de ellos

en el canal.

Los compuestos 22578003 y 92367865 tienen la mejor energia de union en general
al canal Na,1.7, presumiblemente debido a sus anillos aromaticos adicionales y
grupos propilo que difieren de las estructuras de dibucaina, lidocaina y flecainida, lo
que les confiere mas enlaces rotativos y aceptores de enlaces de hidrogeno. Al
mismo tiempo, estos analogos tienden a unirse a las cadenas laterales A y B,
preferiblemente con un enlace de hidrogeno comun en la cadena B al residuo
Thr462. Sin embargo, 22578003 se une mas centralmente al poro interno, logrando
algunos enlaces hidréfobos a la cadena C a través de los residuos Thr676 (C),
Leu677 (C). Los resultados de acoplamiento en general muestran que los residuos
clave estan compuestos principalmente de metionina, treonina y leucina del canal
Nay1.7 que interactuan directamente en el poro interno, excepto en un caso unico
de 1le458 en la cadena B unida a 92367865; de manera similar, a los hallazgos de
Buyan y col donde las interacciones entre los anestésicos locales en los canales
NasMs y Na,Ab se componen principalmente de leucinas clave y treonina y, en
algunos casos, fenilalanina (54).

Ademas, las diferencias estructurales entre flecainida, anestésicos locales y sus
analogos se evidencian en sus poses de union al canal Nay1.7. Las estructuras que
son mas grandes tienden a estirarse cerca de la superficie de ciertos dominios que
forman el poro interno, como se muestra en los resultados de las poses de union de
acoplamiento del estudio, en el que 22578003, 92367865 y flecainida se encuentran
mas cerca de las cadenas A y B en vez ubicarse mas centralmente al poro, como
lidocaina y dibucaina que interactua también con las cadenas C y D. Este hallazgo
concuerda con los resultados experimentales de Gamal y col entre flecainida y
lidocaina, en donde la flecainida se extiende hacia las paredes de la cavidad central
del canal Na,Ab (13).
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Con respecto al analisis de trayectorias de RMSD, se observa que los complejos de
lidocaina, dibucaina y 22578003 se presentan en un estado de plegamiento
intermedio, mientras que el complejo 92367865 mantiene un estado plegado con
los valores de RMSD mas bajos en general (55). Por lo que, cuanto mas
convergente es un ligando a la proteina, cuanto mas cerca esta
intermolecularmente, mas plegado esta y menores valores de RMSD tendra. Por el
contrario, el complejo de flecainida tiende a permanecer en un estado desplegado
durante toda la trayectoria, afectando la convergencia de las trayectorias hacia la
estructura nativa. Sin embargo, todas las proteinas no siempre mantienen los
estados de plegamiento durante toda la trayectoria, sino que pueden tener
transiciones plegadas/desplegadas que se pueden ver en el grafico RMSD (56).

Ademas, el comportamiento de plegamiento de todos los complejos converge en el
mismo rango de valores de RMSD, entre 2 y 3 A, mostrando menos dispersion a
medida que aumenta el tamafio de la proteina y el tiempo de simulacion. Es habitual
ver un estrechamiento de la distribuciéon de RMSD para proteinas de mas de 200
aminoacidos, especialmente después de 20ns, lo que concuerda con nuestros
resultados teniendo en cuenta que el tamano del canal Nay1.7 consta de 980
residuos de aminoacidos y después de 50ns de trayectoria los valores de RMSD de
todos los complejos son muy similares entre si (57).

Segun los resultados de RMSF, se evidenciaron altos picos de fluctuacion en varios
complejos, sin embargo, esos desplazamientos de residuos no se encuentran en la
triada catalitica para los complejos de lidocaina, flecainida y 92367865. Teniendo
en cuenta el sitio de union especifico de los ligandos al canal Nay1.7, los residuos
Met185, Thr186, Leu187 en la cadena A y Leu432, Thr462 en la cadena B de los
complejos 92367865 y 22578003 fueron los que tuvieron el menor desplazamiento
durante la trayectoria de simulacion con valores de RMSF entre 0,7 y 0,85 A y un
ARMSF -5.6 A. Estos resultados de ARMSF son inferiores a 0,5 A, por lo cual no
generaran cambios estructurales significativos debido a que estos residuos son los

que tienen la menor fluctuacion individual que conferira estabilidad de union y los
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valores de RMSD mas bajos en general (58). Por lo tanto, estos residuos de
aminoacidos de la triada catalitica estan altamente conservados y presentan baja
movilidad con o sin ligandos en el canal Nay 1.7.

De la misma manera que en los resultados del analisis RMSF, el complejo 92367865
tuvo los puntajes SASA, RMSD y RMSF mas bajos, lo que sugiere que es una
proteina encogida con gran estabilidad y perfil de baja movilidad que causa los
menores cambios en el canal Nay1.7 humano, pareciéndose casi a la misma
simulacion de trayectoria de la estructura nativa en comparacion con todos los
resultados obtenidos de la dinamica molecular (59). Ademas, en los resultados de
SASA, los complejos de flecainida, 92367865 y 22578003 tienden a disminuir con
el tiempo, lo que implica el aumento de la contraccion de la proteina y confiere mayor
estabilidad debido a perfiles de movilidad mas bajos (60). Por el contrario, los
complejos de dibucaina y lidocaina aumentan los valores de SASA en el canal
Nay1.7, causando expansion de proteinas, en lugar de contraccion, mayor
flexibilidad como se encuentra en los resultados de RMSF y mayor inestabilidad
como se muestra en los valores de RMSD.

Por otro lado, el radio de giro es un parametro que describe la reorganizacion de las
estructuras en la region desplegada (55), de esa manera, los estados de
plegamiento son inversamente proporcionales a los valores de Rg, lo que significa
que los estados plegados tienen un valores de Rg menor. Por lo tanto, a valores
mas bajos de Rg es mas compacta la proteina, lo que se correlaciona con los
resultados obtenidos en el estudio, donde dibucaina y 22578003 presentan bajo
grado de compactacion con altos puntajes de Rg, mientras que el complejo
92367865 fue el mas compacto y consecuentemente generdé conformaciones mas
rigidas en un estado plegado en el canal Nay1.7, tal como se obtuvo en los puntajes
de RMSD, RMSF y SASA donde fue el complejo con el mejor comportamiento en
general (61).
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Ahora bien, para proponer el uso de un nuevo anestésico local de acuerdo a los
resultados obtenidos es necesario evaluar las propiedades fisicoquimicas y de
similitud de farmacos mediante predictores de ADME (Absorcion, Distribucion,
Metabolismo y Excrecion) y toxicidad. Es importante ver que no hay violaciones en
ninguno de los analogos de anestésicos locales estudiados de acuerdo con la regla
5 de Lipinski, donde debe cumplir tres de los cuatro parametros porque el aumento
del peso molecular reduce la permeabilidad hematoencefdlica e intestinal, la
lipofilicidad se asocia con la absorcidn y los donantes o aceptores de enlaces de
hidrogeno excesivos afectan la permeabilidad a la membrana (62).

Aunque 92367865 y 22578003 tienen un LogP superior a 5, estos compuestos aun
pueden usarse con buena absorcion y permeabilidad de acuerdo con las reglas de
Lipinski. Este LogP alto se debe a que los compuestos 22578003 y 92367865 son
analogos de dibucaina. La dibucaina es conocida como uno de los anestésicos
locales amina/amida mas potentes y duraderos, debido a su gran anillo de quinolina,
el cual es el anillo aromatico mas hidrofobico de todos los anestésicos locales, lo
que les confiere una alta solubilidad en lipidos y por lo tanto mas potencia
farmacoldgica (63). Adicionalmente, en los resultados obtenidos, 92367865 y
22578003 mostraron una variabilidad en los sistemas enzimaticos asociados al

metabolismo hepatico en comparacién con la dibucaina.

Sin embargo, las propiedades y los comportamiento de 22578003 y 92367865 frente
al canal Nay1.7 en las fibras sensitivas A delta y C, deben corroborarse en diferentes
condiciones con mas estudios in vitro o in vivo para que puedan ser utilizados
posteriormente en odontologia para controlar el dolor dental en procesos

inflamatorios.
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7. CONCLUSIONES

Este estudio propone un protocolo in silico basado en el cribado virtual de
anestésicos locales y analogos estructurales en el canal Na,1.7 mediante
acoplamiento molecular y simulacién por dinamica molecular. Por lo tanto, se
demostrd la interaccidon molecular de nuevos analogos estructurales y el canal
Nav1.7. El ligando 92367865 tuvo la mejor energia de union por afinidad en el
acoplamiento molecular, lo que sugiere que los enlaces rotativos adicionales y los
aceptores de enlaces de hidrogeno probablemente mejoran su clivaje e interaccion
con este canal de sodio. Los resultados de dinamica molecular demostraron que
92367865 formd un complejo compacto y encogido que mantiene un estado plegado
con conformaciones mas rigidas a lo largo del tiempo en comparacion con los otros
complejos del canal Nay1.7. Por otro lado, todos los ligandos presentaron alta
absorcion gastrointestinal, permeabilidad de la barrera hematoencefalica, una
variabilidad de prediccion inhibitoria sobre CYP pero ninguno presentd violaciones
de las reglas de Lipinski en las predicciones ADME ni toxicidad in silico. Por lo tanto,
los resultados sugieren que 92367865 podria ser util como un potencial farmaco con
actividad promisoria sobre el canal Na,1.7 y podria usarse como nuevo anestésico
local en condiciones inflamatorias en la pulpa dental a través del bloqueo de las vias
del dolor para la investigacion experimental debido a la gran cantidad de literatura
que respalda la expresion de este canal en dichas condiciones.
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8. RECOMENDACIONES

Realizar estudios experimentales in vitro para evaluar la actividad biologica del
compuesto 92367865 como potencial anestésico local en odontologia.

Evaluar mediante un estudio cuantitativo de relacién estructura-actividad el
compuesto 92367865 como anestésico local promisorio en odontologia.
Estudiar el clivaje de los anestésicos locales y sus analogos en bolsillos de union
alostéricos encontrados en los servidores en linea.

Ejecutar nuevos estudios in silico sobre la interaccion de los anestésicos locales
en los distintos tipos de canales de sodio dependientes de voltaje disponibles en
las bases de datos como Nay1.4 y Na,1.5 y otros canales vinculados con pulpa
dental inflamada.

Analizar la interaccion de los anestésicos locales en el canal Nay1.7 en conjunto
con la membrana lipidica mediante simulaciones de dinamica molecular.
Establecer estudios de calculo de energia libre de union, MM-PBSA, el analisis
de los componentes principales (PCA) y analisis de clusters mediante los

resultados de dinamica molecular del estudio.
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10. ANEXOS

Resultados asociacion anestésicos locales-canales de sodio.
Resultados busqueda predictiva de bolsillos de union.
Resultados acoplamiento molecular del cribado virtual.
Resultados prediccion propiedades ADME vy toxicidad.
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