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INTRODUCCION

Las enfermedades mentales producen un declive significativo en las relaciones sociales,
familiares y otros aspectos ocupacionales en las personas afectadas. Ademas, el
incremento substancial de los problemas de salud mental se relaciona al nivel
socioeconémico, lo cual repercute en la economia de la poblacion vulnerable a nivel
mundial. Dentro de las enfermedades mentales se encuentran los trastornos psicoticos,
los cuales se caracterizan porque los individuos afectados sufren severas pérdidas
cognitivas en relacion con la realidad, presentando sintomas frecuentes como delirios y
alucinaciones que deterioran notablemente el comportamiento y pensamiento de las
personas, Entre estos trastornos se encuentran la esquizofrenia.

La esquizofrenia, es un trastorno psicotico grave, complejo y devastador, que afecta a la
salud mental del individuo, este trastorno estad formado por un conjunto heterogéneo de
sintomas que se dividen en positivos, negativos y cognitivos. Los sintomas positivos son
conductas o pensamientos que se encuentran fuera de la realidad como ideas delirantes y
alucinaciones. Los sintomas negativos se caracterizan por apatia, afecto plano, déficit de
energia. Por ultimo, los sintomas cognitivos se manifiestan como un declive de las
funciones cognitivas, sociales, deterioro de la atencion y la memoria. Los pacientes que
padecen esta enfermedad por lo general experimentan graves deficiencias en varios
ambitos de la vida, que incluyen la inhabilitacion de mantener vinculos sociales,
mantener el empleo y vivir de manera autosuficiente.

A pesar de los sintomas presentes en este trastorno la etiologia de la esquizofrenia sigue
siendo poco clara, sin embargo, existe evidencia sustancial que sugiere ciertos cambios
en varios sistemas de neurotransmisores que conducen a la formacién de la enfermedad
como la via de la neurotransmision dopaminérgica que se relaciona con los receptores
D1 y D2 de la dopamina, la mayoria de los farmacos antipsicéticos que han sido
desarrollados se han basado en ésta via, sin embargo, muchos de estos farmacos
producen efectos secundarios adversos para el paciente, es por esto que actualmente se
estudian nuevas vias para el tratamiento de la enfermedad. Un nuevo objetivo de estudio
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es la via de la desregulacion glutamatérgica, que revela niveles elevados de Acido
Quinurénico (KYNA) a nivel cerebral. Actualmente viene siendo estudiado porque a
niveles elevados KYNA actla como un antagonista de los receptores ionotrépicos del
Glutamato (NMDA, AMPA y Kainato).

Por otro lado, las isoenzimas responsables de la formacion de Acido quinurénico son las
Quinureninas Aminotransferasas (KAT I, I, Ill, 1V) debido a que convierten
irreversiblemente la  Quinurenina en KYNA, no obstante, la Quinurenina
Aminotransferasa 1l (KAT I1), produce mas del 50% de KYNA en el cerebro humano;
por ende, la inhibicién de la KAT Il es un objetivo principal para la disminucion de
KYNA a nivel cerebral, por ello se han realizado varios estudios de modulacion
farmacologica de la via de KYNA, en donde se descubrié el farmaco (3S)-3-amino-1-
hidroxi-3,4-dihidroquinolin-2-(1H)-ona como un potencial inhibidor activo de la KAT
I1, el cual forma un enlace covalente con el cofactor de la enzima Piridoxal-5-fosfato
(PLP), lo cual permite regular los niveles de KYNA a nivel cerebral, siendo esta una via
alternativa para el tratamiento de la esquizofrenia y otras enfermedades del SNC.

La Bioinformatica estructural es una herramienta que usa la abundante informacion
estructural para identificar, disefiar y optimizar estructuras macromoleculares y sus
posibles interacciones, de tal forma que se generen modelos que se puedan simular in
silico. El presente estudio tuvo como objetivo general evaluar la interaccion farmaco
receptor entre la  (3S)-3-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroquinolin-2-(1H)-ona y la
quinurenina amino transferasa Il (KAT II) en el tratamiento de la esquizofrenia,
mediante herramientas bioinforméatica que emplea métodos de mecénica cuantica y

molecular.
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RESUMEN

La esquizofrenia es un trastorno mental grave que produce el deteriodo cognitivo de la
mente de manera progresiva. Una via para el tratamiento de la esquizofrenia es la
reduccion de Acido Quinurénico (KYNA), mediante la inhibicion de la enzima
quinurenina Amino Transferasa Il (KAT II), debido a que a niveles elevados KYNA
actla como antagonista de la neurotransmision glutamatérgica. En este estudio se
empled métodos clasicos de mecanica molecular (MM) con el colectivo canonico NVT a
temperatura constante, para la optimizacion estructural de la enzima KAT Il y con el uso
de la teoria funcional de la densidad (TFD) se optimizaron las estructuras del cofactor
Piridoxal-5-fosfato (PLP) y el farmaco (3S)-3-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroquinolin-
2(1H)-ona (PF-04859989). Asi mismo, se evaluod el acoplamiento (docking) receptor-
ligando de dos sistemas, cuando la apoenzima de la KAT Il se une al cofactor PLP y
cuando la enzima KAT Il interactia con el farmaco (3S)-3-amino-1-hidroxi-3,4-
dihidroquinolin-2(1H)-ona, con ello se encontré que ambos sistemas interactuantes
presentaron una estabilidad estructural a partir de 5ns hasta culminar la trayectoria.
Finalmente, las energias de interaccién obtenidas en el proceso de docking en ambos
casos, fueron de -34.7923 kJ/mol y de -28.3446 kJ/mol respectivamente, siendo esta

reaccion altamente favorable para la inhibicion de la enzima KAT II.

Palabras claves: Esquizofrenia, KAT II.
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ABSTRACT

Schizophrenia is a serious mental disorder that progressively produces cognitive
deterioration of the mind. One way for the treatment of schizophrenia is the reduction of
Quinurenic Acid (KYNA), by inhibiting the enzyme kynurenine Amino Transferase Il
(KAT 1), because at high levels KYNA acts as an antagonist of glutamatergic
neurotransmission. In this study, classical methods of molecular mechanics (MM) were
used with the canonical collective NVT at constant temperature, for the structural
optimization of the KAT Il enzyme and with the use of functional density theory (FDT)
the structures of the cofactor Pyridoxal-5-phosphate (PLP) and the drug (3S) -3-amino-
1-hydroxy-3,4-dihydroquinolin-2 (1H) -one (PF-04859989). Likewise, the receptor-
ligand docking of two systems was evaluated when the KAT 11 apoenzyme joins the
PLP cofactor and when the KAT Il enzyme interacts with the drug (3S) -3-amino-1-
hydroxy -3,4-dihydroquinolin-2 (1H)-one, with this it was found that both interacting
systems presented a structural stability from 5ns until the trajectory was completed.
Finally, the interaction energies obtained in the docking process in both cases were -
34.7923 kJ / mol and -28.3446 kJ / mol respectively, this reaction being highly favorable
for the inhibition of the KAT Il enzyme.

Key words: Schizophrenia, KAT II.
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20.

21.

Glosario

OMS (Organizacién Mundial de la Salud)

mGIUR = Receptores metabotropicos del glutamato.

NMDA = (N-Metil-D-Aspartato)

In Silico = Simulacion hecha, empleando herramientas computacionales.
Neurotransmisores = Es un neuromediador, biomolécula que transmite sefiales de
una neurona presinaptica a otra post sinaptica, unidas mediante una sinapsis.

DA = Dopamina

Glu = Glutamato

CPF = Corteza Pre-Frontal.

iGIuR = Receptores lonotropicos del Glutamato.

. AMPA = Acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico.
11.
12.
13.
14,
15.
16.
17.
18.

KYNA = Acido Kinurénico.

KAT = Quinurenina Aminotransferasa.

TRT = Triptofano.

LCR =Liquido Cefalorraquideo.

PLP = Piridoxal-5-fosfato.

MM = Mecanica Molecular.

MQ = Mecanica Cuantica.

Slater type orbital (STO) = Un orbital tipo slater es un orbital atdmico aproximado,
donde se tiene en cuenta proceso de repulsion de las interacciones electron-electron.
Basandose en el principio de exclusion de Pauli.

Ab Initio = A primeros principios, cuando se realiza un calculo considerando todos
los términos de la funcion de onda.

Agonista alostérico = Son moduladores alostéricos que producen un efecto de
activacion o positivo.

Conjunto Base = Conjunto de funciones que generan una representacion inicial para
comenzar los célculos, generalmente presentan formas exponenciales, potencias o

gaussianas.
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22. Matriz de Hessianos = Es una matriz cuyos elementos que lo conforman no son mas
que las constantes de fuerza generada por una segunda derivada de la energia con

respecto a la posicion.
23. Semi - empirico = Método de calculo a primeros principios, con la variante del uso

de introduccion de aproximaciones de las integrales de dos electrones y tres centros,

y los de tres electrones y tres centros.
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CAPITULO |

Marco tedrico

1.1. Enfermedades Mentales

Las enfermedades mentales se caracterizan por un cambio clinico y significativo de la
cognicion del individuo, su estado emocional y conductual, que refleja una desregulacion
de los procesos psicologicos, bioldgicos y del desarrollo, que se hallan implicados en el
funcionamiento mental. Estos trastornos se asocian con elementos particulares que
producen un declive significativo en las relaciones sociales, familiares u otros aspectos
ocupacionales.! Estudios epidemioldgicos revelan que el inicio de algunos trastornos
mentales se da en la etapa de la infancia y que en la poblacion adolescente existe una
estimacion muy marcada de la presencia de diversos tipos de estos trastornos que se
relacionan con ansiedad, conducta, estado de animo y por abuso de algunas drogas.??
También se informa que la incidencia de estas enfermedades es mayor en mujeres que en
varones.* Otros estudios evidenciaron que existe una alta prevalencia de las enfermedades
mentales en personas que se encuentran recluidas en comparacién con la poblacion en
general.® Los problemas de salud mental tienen un impacto sustancial a nivel

socioecondmico que afecta a la poblacién mundial .®

1.1.1. Trastornos psicoticos
La psicosis es un estado en el que el individuo sufre severas pérdidas de relacion con la
realidad, donde los sintomas mas comunes son los delirios y alucinaciones, ademas el

pensamiento y el comportamiento de la persona se deterioran notablemente.

Segun el DSM-5 (Manual diagndstico y estadistico de los trastornos mentales) las psicosis
se agrupan en una seccion definida como “La esquizofrenia y otros trastornos psicéticos
primarios”, que incluyen: esquizofrenia, trastorno esquizoafectivo, trastorno esquizo-
freniforme, trastorno psicotico breve, trastorno delirante, trastorno psicotico inducido por
sustancias, trastorno psicético secundario a una enfermedad médica, catatonia asociada a
una enfermedad médica y trastorno psicotico no especificado.!
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Los trastornos psicoticos se relacionan con la mala articulacion cognitiva, larga duracion de
los sintomas, altos niveles de depresion y la reduccién de la atencién, por otro lado,
también se considera que la psicosis puede ser generada por un estado médico como la
demencia de tipo alzhéimer, un dafio traumatico cerebral o por consumo de sustancias

psicoactivas como anfetaminas y cannabis. 8

1.2. La esquizofrenia

Es un trastorno mental grave, complejo y devastador que produce el deterioro cognitivo de
la mente de manera progresiva, de acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
esta enfermedad afecta a mas de 21 millones de personas alrededor del mundo.® Este
trastorno mental estd formado por un conjunto heterogéneo de sintomas que se dividen en
distintas categorias positivos, negativos y cognitivos. Los sintomas positivos son conductas
0 pensamientos que se encuentran fuera de la realidad, consisten en ideas delirantes,
alucinaciones, lenguaje y comportamiento desorganizado. Los sintomas negativos se
relacionan con el “sindrome de desmotivacion™ que se caracteriza por apatia, afecto plano,
déficit de energia y anhedonia (incapacidad de sentir placer).!® Por Gltimo, estan los
sintomas cognitivos que se muestran como una agrupacion de disfunciones cognitivas.
Estos sintomas se dan al inicio de la enfermedad, sin embargo, no se conocen como tal sino
como una fase prodromica (que se expresa antes de un episodio psicotico), se manifiesta
como un declive de las funciones cognitivas, sociales, deterioro de la atencion, memoria y
funciones ejecutivas; estos signos por lo general se dan al comienzo de la adolescencia y se
encuentran presentes antes y después de la aparicion de los episodios psicoticos.!t

Los pacientes con esta enfermedad por lo general experimentan graves deficiencias en
varios ambitos de la vida, que incluyen la inhabilitaciobn de mantener vinculos sociales,
mantener el empleo y vivir de manera auto insuficiente. Estos déficits normalmente

persisten luego de que las personas alcanzan la remision de los sintomas psicoticos.?

1.2.1. Epidemiologia
1.2.1.1. Morbilidad y mortalidad
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En un estudio realizado en América del Norte, se demostré que la prevalencia puntual de la
esquizofrenia es de 5 de cada 1000 personas en la poblacion, su estimacion, también
depende de la distribucion por edades de la poblacion y ésta oscila generalmente entre
2,7/1000 a 8,3/1000, si en éste rango se hallan personas muy jovenes con bajo riesgo de
adquirir la enfermedad la estimacion va a ser menor.*2 Otro estudio epidemiolégico donde
la muestra final fue de 6424 sujetos, de los cuales 1362 eran latinos. Se encontrd que los
afro-americanos presentaron la mayor prevalencia (25%), seguido por los europeo-
americanos (22%) y por Gltimo los latinos (19%).** > En el Per( se estima un 5% de casos
reportados de personas que presentan esta enfermedad.

El rango de incidencia anual de la esquizofrenia es de 0,11/ 1000/ afio a 0,70/ 1000/ afio.
Estudios realizados sobre las cifras de prevalencia e incidencia de la esquizofrenia sobre las
mismas areas muestran que la prevalencia puntual es mas de 10 veces la incidencia anual,
lo que indica la naturaleza cronica del trastorno.® *’

Diferentes estudios de mortalidad reportaron una tasa elevada en personas que padecian
esta enfermedad, la tasa de mortalidad promedio en varones fue de 3,05 % y en damas se
registré una tasa de 2,35 %.'® ® Una revision que consideré estos estudios mostré un
promedio general 2,6 % y en un estudio reciente que solo incluian personas mayores de 65
afios de edad que padecian la enfermedad se report6 un promedio de 2,69 en comparacion
con la poblacion en general. 22

Se considera como causas principales de esta elevada tasa de mortalidad de los pacientes; al
alto riesgo de suicidio como principal contribuyente al inicio del curso de la enfermedad, 2?
a la enfermedad cardiovascular como principal contribuyente en los ultimos afios.? La
persistencia de una elevada tasa de tabaquismo al igual que el consumo de alcohol y otras
sustancias, 2* el aumento de la probabilidad de tener un estilo de vida poco saludable y los
efectos promotores de la obesidad de los farmacos antipsicoticos que poseen efectos
secundarios y en algunos casos contribuyen al sindrome metabdlico, la diabetes y la
mortalidad respiratoria entre estos pacientes. Las enfermedades fisicas en las personas con
esquizofrenia son comunes, pero se diagnostican tarde y son tratadas de manera

insuficiente.?®
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1.2.2. Factores de riesgo

Diversos grupos presentan factores de riesgo que influyen en el desarrollo de la
enfermedad, entre estos factores se encuentran. Los eventos prenatal y perinatal, se dan en
personas que experimentan un exceso de complicaciones en la vida fetal y al nacer tienen
un mayor riesgo de desarrollar la enfermedad; también se ha encontrado una mayor
sobreexpresion de la enfermedad en personas que nacieron a finales de las estaciones de
invierno y primavera, este exceso puede deberse a una mayor probabilidad de que el
cerebro del feto esta expuesto a infecciones respiratorias 0 a una desnutricion materna. Se
presume que estos factores de riesgo de vida temprana tienen un efecto sobre el desarrollo

de la conectividad neuronal del cerebro. 28

-La edad paterna. Los hombres que llegan a la paternidad con una edad avanzada tienen
mayor probabilidad de tener un hijo que desarrolle la esquizofrenia. Sin embargo, no se
sabe si esta hipotesis se debe a factores psicolégicos o biolégicos. Los hombres que poseen
una personalidad esquizotipica pueden ser mas propensos a casarse mas tarde, y
alternativamente, los hombres mayores pueden albergar mas mutaciones que incrementan
el riesgo. La evidencia actual favorece la idea de que la asociacion entre finales de la
paternidad y tipo esquizotipico de la personalidad pueden ser conductores predominantes
de este efecto.?’

-Sexo. Esta enfermedad ha resultado ser més frecuente y grave en hombres que en mujeres,
el trastorno y el pico de edad de aparicion de los sintomas psicéticos es de 20-24 afios en
los hombres, pero 5 0 méas afios mas tarde en las mujeres?2°.

-Ambiente urbano. Diversos estudios han demostrado una mayor incidencia de la
enfermedad en personas nacidas o criados en zonas urbanas, exclusivamente grandes
ciudades y en comparacién con los nacidos o criados en las zonas rurales 0 menos

urbanizadas %°.

-Estado de la migracion. Se ha demostrado un aumento en la incidencia de la

esquizofrenia en muchos grupos de migrantes en comparacion con aquellas personas que no
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tienen una historia personal o familiar en la migracién. Esta incidencia es mayor en
migrantes negros a paises europeos. Tales hallazgos sugieren que la influencia del factor
ambiental, la falta de apoyo social o el aumento de la exposicidn a la discriminacion pueden
operar aumentando el riesgo de desarrollo de la enfermedad.!

-El abuso de drogas, ha demostrado que personas jovenes que consumen Cannabis sativa
(conocida como marihuana) tienen un mayor riesgo de tener esquizofrenia a futuro, y esta
relacion es dependiente de la dosis de consumo.®> Ademas, la administracion experimental
de Cannabis sativa o su ingrediente activo tetra-hydrocannabinol pueden asentar los
sintomas psicoticos transitorios.®® El abuso persistente de sustancias como la anfetamina, la
metanfetamina y cocaina, pueden producir un estado que se asemeja a la esquizofrenia
paranoide.® EI riesgo es mayor en individuos que comienzan el consumo de Cannabis
sativa en la adolescencia temprana en comparacion de los que empiezan en etapas

posteriores.

-Adversidad social, una serie de adversidades que se presentan en la infancia, incluyendo
el abuso fisico, el abuso sexual, el maltrato y la intimidacién estan asociadas con un mayor
riesgo de desarrollo de una esquizofrenia tardia.>® Sin embargo, las personas que estan
genéticamente predispuestos a la enfermedad pueden ser mas propensos a estar expuestos a
factores de riesgo sociales que pueden ser desencadenantes para la manifestacion de la

esquizofrenia.

1.2.3. Mecanismos Fisiopatoldgicos
La esquizofrenia se da como resultado de una compleja interaccion entre factores de riesgos
genéticos y ambientales que intervienen en el desarrollo temprano del cerebro y en el

camino de la adaptacion biolégica del individuo a experiencias de la vida.*®

Diversos archivos de estudios post-mortem de pacientes que habian sido diagnosticados
con esquizofrenia indican que los cerebros de estos individuos tienen graves anormalidades
celulares, pero estos hallazgos no han sido confirmados por investigaciones que hayan sido
rigurosamente controladas en las ultimas dos décadas, lo que muestra que la patologia

cerebral grave no es una caracteristica de la esquizofrenia; se infiere que las diferencias
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macroscopicas, Yy las anormalidades histolégicas son precedidas, por la alteracion molecular
y la influencia genética de los circuitos neurales que transmiten estimulos nerviosos a

diversos dominios neurofuncionales.3’

1.2.3.1. Mecanismos geneticos

La esquizofrenia es altamente heredable, asi lo han demostrado estudios con gemelos.® 3
En la medida en que los descubrimientos genéticos identifican los mecanismos moleculares
de riesgo, los estudios genéticos contemporaneos han proporcionado evidencia de muchos
de los factores anteriores que intervienen en la arquitectura de riesgo de la esquizofrenia a
través de diversas poblaciones. Se incluyen los loci que contienen variantes comunes que
han alcanzado todo el genoma los que poseen gran importancia son los que contienen el
Receptor de dopamina D2 (DRD2), los componentes de los receptores de glutamato, el
Receptor metabotrdopico de Glutamato (GRM3), el gen GRIN2A que codifica el receptor de
glutamato de tipo AMPA vy el gen GRIAL, que llevan a cabo la codificacion de los
mMGIUR3, GIuN2A y Glu-Al, respectivamente, el gen Serina racemasa (SRR que codifica la
racemasa de la serina, una enzima para la biosintesis de un receptor de N-metil-D-aspartato
ligando del sitio alostérico) y una gran regién del cromosoma 6. Cada uno de estos loci por
si mismos representan un pequefio incremento en el riesgo individual de la persona, y las
diferencias en el riesgo asociado a los alelos de frecuencia entre los casos y controles
tipicamente menores al 2%.° Por otra parte, no esta claro como las sefiales genéticas se
traducen en mecanismos moleculares. Sin embargo, las asociaciones genéticas nos dan
pistas sobre los mecanismos moleculares subyacentes que se estan explorando activamente
con diversas estrategias bioldgicas y bioinformaticas. Un ejemplo importante es el anélisis
multidimensional in silico de los conjuntos de genes y vias genéticas vinculadas a las dos
variantes comunes y raras los que sugieren que los loci de riesgo de la esquizofrenia
convergen en aspectos de la biologia neuronal, la funcion sinaptica, la sefalizacion de

glutamato, las vias de desarrollo y los genes implicados en la respuesta inmune. 4942
1.2.3.2. Factores del neurodesarrollo

Muchos de los genes que han sido asociados con la esquizofrenia muestran una expresion
preferencial durante el desarrollo fetal ****, lo que sugiere que la genética de la
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esquizofrenia esta ligada en parte a la genética del desarrollo del cerebro. Esta observacion
apoya la hipdtesis de que la esquizofrenia tiene sus origenes en la vida temprana *°. Esta
hipotesis también posee una gran cantidad de datos epidemioldgicos que revelan un vinculo
entre las complicaciones obstétricas y un mayor riesgo de desarrollar el trastorno, con esto
se evidencia de que los individuos que manifiestan la esquizofrenia como adultos tienen
comprometidos primeras etapas del desarrollo neuroldgico *°. No esta claro por qué estos
antecedentes de desarrollo temprano se manifestaran luego como dificultades cognitivas y
sociales para las dos primeras décadas de la vida y luego emergen como una profunda
enfermedad psicética en la edad adulta temprana, pero el panorama cambiante de la
biologia cortical en la vida adulta temprana, que incluye alteraciones en la organizacion
sinaptica cortical, podria ser un factor importante que interactia con la disposicion del

desarrollo anterior 4.

1.2.3.3. Neuroimagen estructural de cerebros post-mortem

Los volumenes cerebrales, medidos en iméagenes por resonancia magnética, son anormales
tanto en pacientes con primer episodio y esquizofrenia crénica, en comparacién con los
individuos no afectados #’. Las reducciones se encuentran en la materia blanca y la materia
gris total, asi como el volumen de todo el cerebro en comparacion con los controles sanos.
El volumen ventricular es incrementado correspondientemente. Estas reducciones en el
volumen del cerebro son mas pronunciadas en los pacientes con una mala evolucion “8.
Ademaés, los cambios en el grosor cortical se ven en su alta disminucion, las formas
subcorticales han sido reportados en estos pacientes. Hay evidencia de la progresion:
inicialmente, los volimenes disminuidos se localizan en la insula bilateral y la corteza
cingulada anterior, asi como el hipocampo, el tdlamo y uncus a la izquierda y/o amigdala °.
A medida que la enfermedad progresa, las reducciones de volumen cortical se generalizan
%051 y se asocian con el deterioro de la funcion cognitiva °2. El volumen aumenta al inicio
de la enfermedad y se limitan a los putamen, pero mas tarde se extienden a todo el cuerpo
estriado dorsal >3 como se observa en la figura N° 01. Aunque esto es probablemente en
parte, una consecuencia del tratamiento antipsicotico®™. Las comorbilidades pueden
complicar la interpretacion de los resultados de las imagenes de resonancia magnetica como

los cambios de volumen, especialmente en estudios longitudinales®®, mostrado en la figura
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N° 02. Sin embargo, algunos de estos cambios pueden ser de origen genético, lo que
sugiere que al menos algunas de las pérdidas progresivas de tejido cerebral en pacientes con
esquizofrenia no se pueden atribuir a los efectos de la enfermedad o a factores de confusion

relacionados con la enfermedad, tales como la medicacion®.

Sujeto sano

-

Tal resultado Buen resultado

Figura N° 01: En esta figura se observa los cambios en el volumen cerebral en la esquizofrenia. a. Secciones
coronales del cerebro de un paciente con esquizofrenia con un mal resultado, un paciente con un buen
resultado y una comparacion con un sujeto sano, como se indica en la imagen original publicado en el

respectivo articulo en The Journal of the American Psychiatry L.
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Figura N° 02: Cambios en el volumen anual de todo el cerebro de un estudio longitudinal, en el que se
modelaron como derivadas de tiempo la funcion del volumen cerebral, el volumen del cerebro esta en funcion

a la edad de los individuos de control, sanos y los pacientes con esquizofrenia®.
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1.2.3.4. Bases moleculares de la esquizofrenia

La etiologia de la esquizofrenia sigue siendo poco clara, sin embargo, existe evidencia
sustancial que sugiere que hay cambios en varios sistemas de neurotransmisores en los
procesos fisiopatologicos que conducen a la formacion de la enfermedad. Diversos estudios
post-mortem de pacientes con esquizofrenia han presentado pruebas que apoyan la
existencia de la alteracion de los sistemas de neurotransmisores en el desarrollo de la
enfermedad. Inicialmente, la dopamina y dos de sus receptores especificos en diferentes
areas del cerebro recibieron mayor atencion. Posteriormente, el glutamato (GLU) y uno de

sus receptores (N-metil-D-aspartato NMDA) estan siendo ampliamente investigados °°.

1.2.3.4.1. Hipdtesis dopaminérgica

Esta hipotesis, sugiere que la esquizofrenia se desarrolla por una desregulacion de la
transmision de dopamina en diferentes areas del cerebro; que implican un aumento de la
transmision de dopamina en los receptores D2 que se hallan en las regiones subcorticales
del cerebro (el cuerpo estriado y el nacleo acummbens) que se encuentran implicados en el
desarrollo de los sintomas positivos de la enfermedad. La evidencia de la hipdtesis de
dopamina ha venido principalmente de dos fuentes: el hallazgo de una correlacién entre las
dosis clinicas de los farmacos antipsicoticos y su eficacia para bloguear los receptores D2
de dopamina y el hecho de que las moléculas que mejoran la desregulacion de dopamina
son psicogénicas®’*. La resistencia a los antagonistas de los receptores D2 de los sintomas
negativos y cognitivos de la esquizofrenia ha llevado a la reformulacion de la hipotesis
dopaminérgica. El uso de imagenes funcionales del cerebro ha sugerido que la corteza pre
frontal (CPF) podria ser responsable de estos sintomas®’. Los estudios preclinicos han
demostrado la importancia de la transmision de dopamina pre frontal en los receptores D1
que es el principal receptor de dopamina en el neocdrtex®. Esto ha creado la hipétesis de
que un déficit en la transmisién de dopamina en los receptores D1 a nivel de la (CPF)
podria estar implicado en los deterioros cognitivos y sintomas negativos de la esquizofrenia
61,62_

En cerebros de pacientes post-morten los estudios de marcadores moleculares de la funcion

dopaminérgica no han sido concluyentes y han generado diversas discusiones 3%,
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Las drogas dopaminérgicas son los Gnicos agentes antipsicéticos actualmente disponibles,
sin embargo, estos pueden llegar a producir efectos secundarios, estos efectos se reflejan en
cierto grado por los estudios de marcadores sinapticos de dopamina en el cuerpo estriado

como los receptores de dopamina®®.

1.2.3.4.2. Via de desregulacion de la neurotransmision glutamatérgica

El glutamato es el neurotransmisor excitatorio mas importante en el SNC, activa dos
diferentes tipos de receptores: de accion rapida ionotropicos (iGIUR), que son canales de
cationes como (Ca*?, Na*, K*) responsables de la transmision ionica neurolégica® y los de
accion lenta metabotropicos (mGIUR) que son receptores acoplados a la proteina G
(RSAPG), responsables de la modulacién mas sostenida de la actividad neuronal pre y post-
sinaptica®’®. La via de desregulacion de la neurotransmision glutamatérgica es una via que
viene siendo investigada en la actualidad, se basa en los resultados obtenidos en diversos
estudios post mortem sobre el liquido cefalorraquideo (LCR) de pacientes con
esquizofrenia, los que revelaron niveles elevados de Acido Quinurénico (KYNA) a nivel
cerebral %°7°, KYNA es un metabolito activo de la via de la quinurenina (KYN), que posee
actividades bioldgicas especificas y actualmente viene siendo estudiado porque a niveles
elevados actGa como un antagonista de los receptores ionotropicos del Glutamato (NMDA,
AMPA y Kainato) “*. La antagonizacion mas conocida es del receptor N-metil-D-aspartato
(NMDA) se produce mediante la union de KYNA en el sitio de union de la glicina’?, como
se observa en la figura N° 03. A concentraciones mas elevadas inhibe el receptor del &cido

o-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico (AMPA) y kainato ™.

En el SNC de mamiferos las isoenzimas Quinurenina Aminotransferasa (KAT) son
responsables de la formacion de Acido quinurénico debido a que convierten
irreversiblemente L-Quinurenina en KYNA, un agente neuroactivo endégeno a nivel
cerebral. Nuestra atencion se centra en la Quinurenina Aminotransferasa Il (KAT-II), que
produce mas del 50% de KYNA en el cerebro humano 374,

Las ltimas observaciones indican que varias enfermedades neurodegenerativas estan
vinculadas con la via metabolica de la quinurenina y los niveles de KYNA del cerebro.
Ademas del deterioro cognitivo cerebral los niveles de KYNA han demostrado desempefiar
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un papel clave en otras enfermedades del SNC tales como la enfermedad de Huntington >,

la enfermedad de Alzheimer y la esquizofrenia °.

Glutamina
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Figura N° 03. Via de la neurotransmision glutamatérgica; en esta via el glutamato se produce por la
desaminacion de la glutamina, luego es transportado por su transportador vesicular (VgluT), el que a su vez
libera (Glu) al espacio sinaptico, a este nivel el glutamato se une y activa la funcion de sus receptores. La
activacion del receptor NMDA no solo requiere la unién del Glutamato sino también de su coagonista glicina,
es ahi donde KYNA actla como un antagonista del sitio de la glicina y a niveles mas elevados actlia

inhibiendo la funcién de los receptores (AMPA) y Kainato 7.

1.3. Via de la Quinurenina (VQ)

La mayor parte del triptofano (Trp) de la dieta se metaboliza por medio de la via de la
Quinurenina. La VQ es responsable de la degradacion Trp en un nimero de metabolitos
neuroactivos, conocidos como quinureninas y representa una fuente de nicotinamida
adenina dinucleétido (NAD*) 8. El Trp es también el principal precursor para la sintesis de
serotonina en el cerebro y la conversion de melatonina; sin embargo, en la mayoria de los
tejidos de mamiferos se metaboliza mas del 95% del Trp de la dieta, a través de la VQ 70,
El paso metabolico inicial de la VQ es la escision oxidativa del Trp por una de las tres
enzimas limitantes de la velocidad, es decir, triptéfano 2,3-dioxigenasa (TDO), indolamina
2,3-dioxigenasa 1 (IDO1), o indolamina 2,3-dioxigenasa 2 (IDO2), que convierten el Trp a
N-formilquinurenina®®. La N-formilquinurenine es convertido rapidamente a L-quinurenina

(KYN) por la quinurenina formamidasa (formilasa). La quinurenina se convierte en acido
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quinurénico (KYNA) a través de la rama quinurenina aminotransferasa (KAT) en las que
acttan cuatro isoenzimas KAT (I, 11, I11, y IV), los cuales han sido considerados de estar
involucrados en la sintesis de KYNA en el sistema nervioso central de los mamiferos
(SNC) &8 sin embargo, KAT Il se considera como responsable de la mayoria de la

sintesis de KYNA cerebral 8425,

1.3.1. Propiedades de quinureninas neuroactivas

En los ultimos afos, la regulacion de la via de la quinurenina en el cerebro ha sido
ampliamente investigada, sobre todo lo relacionado con las enfermedades neurologicas.

La desregulacion del metabolismo de la VQ se asocia con enfermedades neuroldgicas
debido al incremento de la concentracion de metabolitos producidos en la VQ 8.

1.3.2. Quinurenina

La quinurenina es un metabolito central de la VQ, se transporta a través de la barrera
hematoencefélica por el gran transportador de aminoécidos neutros 8. Ademas de sus
propiedades neuroactivas, un aumento de la concentracion de quinurenina en la sangre y
SNC refleja un mayor metabolismo del Trp a lo largo de la VQ. Por consiguiente, la
quinurenina ha sido empleada como un biomarcador para varias enfermedades
neuroldgicas. La elevacion de la concentracién de quinurenina en el suero y/o liquido
cefalorraquideo (LCR) en diversas enfermedades relacionadas con la inflamacion se ha
descrito en gran parte porque la inflamacion induce a la sobreproduccion de enzimas que
actian en la VQ. Diversas investigaciones han informado de que la propia quinurenina
tiene funciones fisioldgicas en el sistema nervioso central, incluyendo las propiedades pro y
antioxidantes 92, Sin embargo, aln se desconoce su actividad in vivo en el SNC. El
compuesto se convierte en KYNA por quinureninas aminotransferasas (KATS). Diversos
grupos de investigacion han empleado como base para el disefio de inhibidores de la

enzima, la estructura quimica de la Quinurenina.

1.3.3. Quinurenina aminotransferasa
La Quinurenina aminotransferasa (KAT) es la enzima que transforma la quinurenina

intermedia clave en &cido quinurénico (KYNA). La KAT es una enzima dependiente de
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Piridoxal-5-fosfato (PLP). Es un homodimero funcional, con dos sitios cataliticos en la
interfase dimérica. El ciclo catalitico, que se muestra en la Figura 4, requiere de la
coenzima PLP, el sustrato (la quinurenina) y un alfa-cetoacido (cosustrato) %,

En primer lugar, el PLP se une a un residuo de lisina conservado en el sitio activo por un
enlace aldimina. Cuando la quinurenina se une al sitio de union, la union entre la coenzima
y el residuo de lisina se rompe y la coenzima se une al grupo alfa-amino del sustrato. Este
grupo alfa-amino se transfiere a la coenzima, dejando el alfa-cetodcido analogo de
quinurenina como el producto enzimatico. El cierre del anillo espontaneo del cetoacido
produce el acido quinurénico ®. La forma PLP se regenera de la forma fosfato de
piridoxamina (PPM) por transferencia del grupo amino al alfa-cetoacido, como se muestra

en la figura N° 04.
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Figura N° 04: Ciclo catalitico de la KAT 11, que utiliza la quinurenina para producir Acido quinurénico
(KYNA) %,
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Cuatro proteinas nombradas arbitrariamente KAT 1, II, 1Il, y IV, se han demostrado estar
involucrados en la sintesis de KYNA en el SNC del ser humano, rata y raton %. KAT Il se

considera que es responsable de la mayoria de la sintesis KYNA cerebral %.

1.3.3.1. Quinurenina Aminotransferasa Il (KAT I1)

La KAT Il es la segunda isoforma del grupo de las quinureninas, es una aminotransferasa
multifuncional, inicialmente, la enzima se llamé Aminoadipato aminotransferasa (AADAT)
cuando fué purificada del higado de rata en 1969 %8, Tobes y Mason confirmaron luego que

la AADAT era similar a la enzima KAT Il de rata %1%,

Figura N° 05: Estructura de Quinurenina aminotransferasa Il (KAT II). Los elementos de la estructura
secundaria son mostrados con el cofactor, PLP. El brazo N-terminal es mostrado en rojo, El dominio largo en

verde, el brazo C-terminal se muestra en morado y el LLP-263 es mostrado en anaranjado.

La KAT Il — Humana fue obtenida por medio de alineamiento multiple de secuencias'®®. La
enzima tiene 425 residuos de aminoacidos por mondmero, tiene como cosustrato al
Piridoxal-5-fosfato (PLP), y la actividad enzimatica tiene un pH éptimo de 7,0 a 7,5. Se
cree que la KAT Il es responsable de la produccién de mas del 50 % de KYNA en el

cerebro de los mamiferos'®. Se han creado anticuerpos especificos de KAT Il en ratas.
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Estos anticuerpos mostraron que la KAT Il se localiza principalmente en los astrocitos de
rata y tienen especificidad amplia de sustrato. La KAT Il cataliza la transaminacion de
KYN, 3-OH-KYN, Trp, Phe, Asn, Asp y varios otros aminoacidos. Una variedad de alfa-
cetoacidos pueden ser acomodados como co-sustratos®®. La eficiencia catalitica de KAT Il
humana es mas alto para aminoadipato y quinurenina. Recientemente, las estructuras
cristalinas de KAT Il humana en complejo con PLP, como se muestra en la figura N° 05, se
encuentran disponibles en la base de datos del NCBI (National Center of Biotechnology
Information) y PDB (Protein Data Bank) 103104,

En el SNC, los astrocitos predominantemente expresan la KAT 1l en comparacién con otros
tipos de células del SNC'®. Los cambios en la actividad de la KAT Il pueden ser
importantes para la patogénesis de la enfermedad de la esquizofrenia, debido a que la
produccion de KYNA por KAT Il puede tener un papel neuroprotector, pero en cantidades
excesivas puede dafiar potencialmente la funcién cognitiva. Las concentraciones elevadas
de KYNA han sido reportadas en el tejido cerebral y el LCR de pacientes con esquizofrenia
106,107 | as cantidades elevadas de KYNA pueden contribuir a la hipofuncion del receptor
NMDA, los déficits cognitivos y sintomas negativos asociados con esta enfermedad ©%65,
Los estudios preclinicos han demostrado también que el aumento de las concentraciones de
KYNA produce efectos que son consistentes con las contribuciones a la etiologia de los
sintomas de la esquizofrenia, tales como déficit en la memoria espacial, de trabajo y la

reduccion de la neurotransmision dopaminérgica y glutamatérgica 198 1%°,

La KAT Il se considera que es responsable de la mayoria de la sintesis de KYNA cerebral
6572 Por lo tanto, la inhibicion de la actividad KAT Il puede representar un objetivo
terapéutico potencial para el tratamiento de los sintomas de la esquizofrenia. Un estudio
preclinico reciente del inhibidor de KAT Il penetrante cerebral, PF-04859989, mostrd que
la administracion sistémica del inhibidor de KAT Il invierte la elevacion inducida por
quinurenina del cerebro a concentraciones de Acido quinurénico KYNA restaurando
eventos de liberacion de glutamato producidas por eyecciones de presion de la nicotina en
la corteza pre-frontal de ratas con elevadas concentraciones cerebrales de KYNA 1%, Un
estudio mas reciente también ha indicado que el mismo inhibidor de KAT Il penetra y
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reduce eficazmente los niveles cerebrales de KYNA, disminuyendo asi la actividad de
descarga de las neuronas dopaminérgicas del cerebro medio 1%. Este informe sugiere que
una reduccion en los niveles de KYNA del cerebro tiene un potencial para el tratamiento de
condiciones hiperdopaminérgicas que estan asociados con la esquizofrenia. Estos resultados
apoyan la hipotesis de que la inhibicion de la KAT Il puede mejorar el rendimiento

cognitivo de los pacientes con esquizofrenia.

1.3.3.2. Acido Quinurénico (KYNA)

El &cido quinurénico es el producto de la transaminacion de la KAT (figura N° 06), que
pertenece a la via de la quinurenina; la cual posee varias actividades biologicas especificas,
se conoce que a concentraciones elevadas actiia como un antagonista de los iGIUR como: el
N-metil-D-aspartato  (NMDA), el receptor del acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropidnico (AMPA) vy el receptor de Kainato. El papel fisiologico descrito para
KYNA previene que los receptores de glutamato lleguen a estar excesivamente excitados,
ya que establece como importante para la estabilidad cerebral bajo condiciones fisioldgicas
normales 1°. Ademads, se evidencia que el aumento de los niveles de KYNA protege a las
neuronas contra el dafio cerebral isquémico, y también se conoce la actividad anti-
convulsiva 111112,

Fuera de la evidencia de la participacion de KYNA en la neuroproteccion, el potencial de
dafio cognitivo en el sistema nervioso central (SNC) resultante de la participacion de la
neurotransmision glutamatérgica y colinérgica necesita ser considerada apropiadamente %2,
especialmente en el contexto de los sintomas negativos de la esquizofrenia. Los estudios
sobre el liquido céfalo raquideo (LCR) de los pacientes afectados por la esquizofrenia
revelaron que los niveles de KYNA estaban incrementados 14115, Por consiguiente, KYNA

puede tener ambos efectos el neuroprotector y el deteriodo cognitivo.
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Figura N° 06: Biosintesis de KYNA.

1.3.3.3. Inhibidores de Kat I1

Los inhibidores de KAT 1l estan dirigidos a la disminucién de los niveles de KYNA en el
cerebro a través de la modulacion de la via de quinurenina puede ser una nueva via para el
tratamiento de la esquizofrenia y otras enfermedades del SNC 6.

Se han desarrollado varios inhibidores tanto reversibles como irreversibles de la enzima
KAT 1, los cuales han sido reportados en la literatura %118 Un inhibidor desarrollado
tempranamente fue la, (S)-(4)-(etilsulfonil) benzoylalanine ((S)-ESBA) el cual fué
mostrado para inhibir la funcién de la KAT Il en ratas, sin embargo, la inhibicion fall6 en
su ort6loga humana 6.

Se identifico el BFF-816 en una pantalla de alto rendimiento y se muestra para inhibir la
actividad de la KAT Il con una IC 50 de 13.4 M, los datos de selectividad adicional no
fueron informados *°. Sin embargo, estos compuestos fueron Gtiles porque proporcionan
una oportunidad para la optimizacion y obtencion de nuevos compuestos.

En un esfuerzo para identificar compuestos méas potentes, Pfizer desarrollé una serie de
analogos de hidroxamatos como el PF-04859989, que es un penetrante cerebral y un
inhibidor irreversible de la KAT 11 12, Es altamente selectivo para la enzima Kat 11 frente a
las isoformas KAT 1, Ill, y IV. ElI compuesto forma un enlace covalente con su cofactor
Piridoxal-5-fosfato (PLP), lo que lleva a un muy potente complejo que tiene un efecto
farmacodindmico robusto en los niveles de KYNA a nivel cerebral. Los experimentos
farmacocinéticos se llevaron a cabo in vivo en ratas, para evaluar la utilidad de la (3S)-3-
amino-1-hidroxi-3,4-dihidroquinolin-2-(1H)-ona como un compuesto sistémicamente
dosificado ?*. El tratamiento condujo a una disminucion de KYNA en la corteza prefrontal

de la rata que se extendio hasta las 24 horas. Se observé un efecto similar cuando los (3S)-
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3-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroquinolin-2-(1H)-ona primates no humanos fueron tratados
con 3,2 mg/kg y 10 mg/kg de dosis, s.c. Estos tratamientos produjeron una dosis
dependiente de la reduccion de KYNA hasta en un 50% respecto al valor basal durante un
periodo sostenido de cinco dias.

Habiendo demostrado un sélido descenso de KYNA y un efecto farmacodindmico
interesante en circuitos implicados en la cognicion, se progresé en un nimero de estudios
de comportamiento. En los roedores, el tratamiento reduce al minimo el nimero de errores
en una tarea de atencion sostenida utilizando un disruptor ambiental y redujo el nimero de
errores inducidos por la ketamina en un experimento de brazo laberinto radial. Del mismo
modo, en un primate no humano retrasado tarea respuesta, inducida por déficit de memoria
de trabajo impedido de ketamina a 3,2 mg/kg, s.c. Ademas, los animales tratados con
ketamina muestran un comportamiento que imitaba los sintomas positivos en la
esquizofrenia que fueron atenuados en el grupo tratado con farmacos'??. Estos resultados
preclinicos indican intrigantes que KYNA juega un papel central en la cognicion y
demuestran que es una herramienta poderosa que se puede utilizar para estudiar los puntos
finales bioquimicos y de comportamiento inducidos por la reduccién de KYNA en el

cerebro.

1.3.4 Tratamiento

Como aun no se conocen con exactitud las causas de la esquizofrenia, los tratamientos se
concentran en tratar de disminuir o eliminar los sintomas de la enfermedad, y ellos se
dirigen a varios dominios, incluyendo los sintomas positivos, sintomas negativos y
disfuncidn cognitiva, las tendencias suicidas, la calidad de vida y el funcionamiento social,

académico y profesional.

1.3.4.1 Tratamientos farmacologicos

Los antipsicoticos continGan siendo la piedra angular del tratamiento para la esquizofrenia
123 A pesar de que todos los antipsicoticos actiian para bloquear los receptores de la via de
la dopamina, distintos antipsicoticos han sido desarrollados y se han clasificado en ‘tipicos'
0 antipsicoticos de primera generacion (APGs) y "atipicos" o antipsicoticos de segunda

generacion (ASGs) 24, Los antipsicoticos tipicos (AT), son los mas antiguos, cuya accion
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fundamental es antidopaminérgica (antagonistas de los receptores D2) y se caracterizan por
su eficacia en el control de sintomas positivos (delirios, alucinaciones) y son poco eficaces
sobre los sintomas negativos, entre los comdnmente usados se encuentran la
Clorpromazina, Haloperidol, Perfenazina, Flufenazina, Pipotiazina, Tioproperazina, y la
trifluoperazina. Los neuroléepticos atipicos, bloquean simultaneamente los receptores D2 de
dopamina y los receptores 5-HT2 de serotonina; son eficaces para tratar los sintomas
positivos y negativos de la esquizofrenia, entre estos antipsicOticos se encuentran la
Clozapina, Sertindol, Risperidona, Olanzapina, Quetiapina, Ziprasidona, Aripiprazol,
Paliperidona. Ambas clases son heterogéneas en su estructura molecular, los objetivos
extra-dopaminérgicos y los efectos adversos 1%,

Los efectos adversos extrapiramidales relacionados con estos medicamentos incluyen
hiperprolactinemia, distonia, parkinsonismo, acatisia y discinesia tardia. Los ASG, se
asocian con menos parkinsonismo, acatisia y discinesia tardia a dosis terapéuticas. Se cree
que todos los antipsicéticos disponibles actualmente trabajan a través del bloqueo de los
receptores D2 de dopaminal?®. Por otra parte, la mayoria de los ASG se asocian con otros
efectos adversos, tales como aumento de peso, diabetes y en consecuencia aumento del
riesgo de complicaciones cardiovasculares. Debido a que los tratamientos farmacoldgicos
disponibles en la actualidad para la esquizofrenia son limitados y a veces mal tolerados por
los pacientes!?’, ya que la mayoria de los pacientes contintian mostrando déficits en el
funcionamiento social, cognitivo y ocupacional durante toda su vida. Existe un
considerable interés en producir nuevos compuestos con mas eficacia paliativa, es decir,
farmacos que sean capaces de prevenir o mitigar los cambios en la estructura y funcién del
cerebro que subyacen a la disminucién funcional y la aparicion de los sintomas completos

en pacientes con esquizofrenial?,

Algunos datos preclinicos indican claramente la
implicacion de la via glutamatérgica y los sistemas colinérgicos, especialmente en relacion
con los sintomas negativos y cognitivos de la enfermedad. En la actualidad nuevas
investigaciones han propuesto el desarrollo de nuevos agentes antipsicoticos los cuales

vienen evaluando y la via de la neurotransmision glutamatérgica.
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1.3.4.2 Tratamientos psicosociales

Los tratamientos de la familia tienen el mayor apoyo empirico para mejorar los sintomas y
reducir las hospitalizaciones. Multiples estudios han demostrado que las intervenciones
familiares reducen las tasas de recaidas y ayudan a mejorar sintomas, la adherencia a los

medicamentos y la vida de la persona *%°.

1.4. La Bioinformatica Estructural

La bioinformatica estructural es una disciplina de la ciencia dedicada a analizar,
caracterizar y visualizar las estructuras macromoleculares como los acidos nucleicos, las
proteinas y sus diversas interacciones mediante técnicas computacionales. Esta disciplina,
ha contribuido en gran medida al desarrollo de la biologia molecular mediante el empleo de
algoritmos para el andlisis, la clasificacion y determinacion de secuencias de ADN vy
proteinas'®. También, ha tenido un aporte significativo en el desarrollo de la biologia
estructural L. El gran avance en la secuenciacion de genomas, expresion de proteinas y la
cristalografia, brindan grandes oportunidades para el uso de las estructuras tridimensionales
de proteinas en la busqueda del desarrollo de nuevos farmacos. Esta herramienta tiene
entonces un rol fundamental, usar la abundante informacion estructural para identificar,
disefiar y optimizar nuevas drogas, que sean especificas y potentes. Para comprender las
estructuras macromoleculares y sus posibles interacciones, es importante conocer las bases
fisicoquimicas, de tal forma que se generen modelos que se puedan simular in silico *2.

El desarrollo de computadoras cada vez més eficientes durante las Gltimas décadas, condujo
al desarrollo de algoritmos computacionales que se basan en la mecénica cuéntica los
cuales permiten el estudio detallado de las propiedades de pequefias moléculas. Sin
embargo, debido al costo elevado de estos algoritmos computacionales, su aplicacion se
limita a moléculas formadas por no méas de 1000 atomos. A medida que el tamafio de la
molécula crece, como en el caso de las proteinas que van de cientos a miles de atomos,
aumenta también el nimero de conformaciones que estas pueden adoptar. De esta forma, al
estudiar la interaccion de una droga con una proteina se deben evaluar la ubicacion y
orientacion de la droga a lo largo de la superficie de la proteina teniendo en cuenta los
posibles cambios conformacionales de ambas estructuras. Para trabajar con las

macromoléculas de manera eficiente se han desarrollado diferentes potenciales, que
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modelan las interacciones moleculares y se ajustan bien a los resultados experimentales.
Los potenciales mas detallados, son los llamados de all-atom (todos los aomos) que
corresponden a diversos campos de fuerza como el AMBER ** o0 el OPLS-AA 34, estos
son aplicados para predecir cambios conformacionales pequefios en la estructura de
proteinas, lo que permite evaluar los efectos de mutaciones y predecir la interaccion droga-

proteina, proteina-proteinal®,

1.4.1 Mecanica cuantica (MC)

La mecanica cuantica considera explicitamente los nucleos y los electrones como
constituyentes de los atomos de una molécula, para poder describir los fenémenos
electrénicos como la formacion y ruptura de enlaces (reacciones) por medio de sistemas
pequefios que influyen en las propiedades fisicoquimicas del sistema, motivo por el cual
este método de calculo requiere de un alto consumo de recursos computacionales. La MC
describe el comportamiento del sistema a nivel subatomico®3®. El método MC establece que
las propiedades moleculares quedan descritas en su totalidad por la ecuacion de

Schrédinger para cada estructura molecular considerada.

1.4.1.1 La Ecuacioén de Schrodinger.
Esta complicada ecuacion nos explica como evoluciona la funcion de onda de un sistema en
el tiempo, a partir de la energia del sistema y de las condiciones externas que lo rodean,

esta se expresa en la ecuacion (2.1).

HY = EY (2.1)

El hamiltoniano H, contiene la fisica (nlcleo y electrones) del sistema. La funcién de onda
¥, indica la ubicacion y la velocidad de la particula. E es el valor energético propio para el
sistema. La ecuacion de Schrodinger independiente del tiempo, puede ser resuelta de
manera exacta en el caso de moléculas simples. Para moléculas mas complejas es necesario

recurrir a aproximaciones para su resolucion 7.
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1.4.1.2 Teoria funcional de la densidad (TFD)

La TFD es un método de célculo variacional alternativo a la ecuacion de Schrddinger,
donde la energia del estado electronico es minimizada con respecto a la densidad
electronica. Por medio de este método podemos obtener el calculo de estructuras
moleculares, la energia de las reacciones quimicas, las frecuencias de vibracion y la
distribucion electronica del estado fundamental de un sistema, empleando Unicamente la
densidad electronica que es una magnitud mas sencilla de resolver y facilita el calculo de

sistemas mucho mas complejos en comparacion a la funcion de ondas*®.

Considera que la energia es un funcional de la densidad y se expresa de la siguiente forma:

E=ET+EV + E/ + EXC (2.2)

- Ev: es el término de la energia potencial que considera interacciones nucleo-electron y
nucleo-ndcleo.

- Ej: establece la atraccion electrén-electron.

- Exc: tiene en cuenta la correlacion de intercambio electrénica.

Los primeros tres términos de la ecuacion representan la energia clasica de la distribucion
electronica, mientras que el tltimo representa la energia de intercambio mecanico-cuantico,
que implica el espin electronico y la energia de correlacion dinamica.

El método TFD emplea diferentes tipos de funcionales, que se emplean de acuerdo a las

aproximaciones que se quieran realizar para estimar Exc (d).

1.4.1.3 Teorema de Hohenberg y Kohn

Hohenberg y Kohn nos indican que para el estado fundamental de un sistema existe una
correlacion uno a uno entre la densidad electronica y el potencial externo V(r). Lo que nos
indica que la informacion de un sistema electronico es cavida por la densidad electronica en
el estado fundamental 3°,

Estos autores mostraron que la energia es un funcional de la densidad. En un segundo
teorema ellos demostraron que la densidad electronica del estado basal es la que minimiza
al funcional de energia E (d). La densidad electrénica es mas sencilla de manejar ya que
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generalmente considera 3 variables para su resolucién excluyendo el nimero de particulas.

Sin embargo, no se conoce la forma precisa de la funcional.

1.4.1.4 Modelo de Kohn'y Sham

Kohn y Sham muestran una forma de aproximar al funcional universal. Para conseguir este
logro, los autores emplearon un sistema irreal formado por electrones no interactuantes.
Esto significa que tal sistema puede estar representado por un determinante (determinante
de Slater) cuyos elementos pertenecen a funciones que representan a cada uno de los
electrones del sistema (orbitales). Con esta premisa, la energia cinética se forma por la
suma de todas las energias cinéticas individuales y la densidad electrénica corresponde a la
suma de densidades orbitales 1°

Un elemento adicional en el modelo de Kohn y Sham es la aproximacion a la interaccion
(electron-electron) debido a que proponen como parte principal de ésta a la interaccion

coulémbica y al intercambio de correlacion.

1.4.1.5 Funcional de Intercambio y Correlacién

Para el uso de las ecuaciones de Kohn y Sham se debe saber cual es la forma del funcional
de intercambio y correlacion (Exc). Sin embargo, la forma exacta de Exc es aln
desconocida. Es asi que, desde el empleo de la TFD han sido necesarias el uso de algunas
aproximaciones a este funcional. Por ahora existe una gran cantidad de funcionales
aproximados con diferentes niveles de complejidad. Perdew, propuso una forma de dividir
la gran variedad de funcionales de Exc que existen, la cual es conocida como "la escalera
de Jacob" *. En el esquema las funcionales son agrupadas de acuerdo a su complejidad
que conducen de la aproximacion de Hartree en la "base™ y a la funcional de intercambio de
correlacion exacta en el “cima". Las funcionales también se pueden clasificar en no
empiricos (formulados s6lo por la satisfaccion de algunas reglas fisicas) y empiricos (que

se ajustan a los resultados conocidos de las propiedades atdbmicas o moleculares).
1.4.1.6 Funcionales corregidos a largo alcance

La parte no-coulombica de las funcional de intercambio decae rdpidamente y, se vuelve

muy imprecisa a grandes distancias, haciéndolos inadecuados para procesos de modelado
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tales como excitaciones electrénicas a orbitales altos. Motivo por el cual se han creado
algunas funcionales hibridas para manejar los casos que incluyen correcciones de largo

alcance.

1.4.1.6.1 CAM-B3LYP

Este nuevo funcional de correlacion de intercambio hibrido denominado CAM-B3LYP, se
forma por la combinacion del funcional de intercambio propuesto por Becke (B3) en 1993
con el funcional de correlacion desarrollado por Lee, Yang y Parr (LYP). A su vez, esta
funcional emplea como base de calculo el CAM que es el Método de Correccion de Largo
Alcance presentada por Tawada et-al. que posee la atenuacion coulémbica. El funcional
hibrido CAM-B3LYP comprende 0,19 de Hartree-Fock (HF) més 0,81 de Becke 1988
(B88) interaccién de intercambio a corto rango, y 0,65 HF méas 0,35 B88 interaccion de
intercambio a largo rango. La expresion de la energia de intercambio mecanico-cuantico

tiene la forma sefialada en expresion (2.3)42,

Exc = Ex¢"® + ao(Eg**°" — Ex®°%) + a,AEZ®® + a AEE™! (2.3)

Donde:

Exc = es la energia de intercambio

AEx (B88) = Es la correccion de gradiente para el intercambio de Becke de 1988.

AEc (PW91) = es la correccion de gradiente para la correlacion de Perdew y Wang de 1991.
Los valores éptimos de los coeficientes semiempiricos determinados son ap = 0.02, ax =
0.72 y a:=0.81.

1.4.1.7 Funciones Base

Las funciones base son funciones matematicas cuyas combinaciones lineales producen
orbitales moleculares. Las funciones no son invariables y son centradas en ndcleos
atébmicos. La aproximacion de orbitales moleculares como combinaciones lineales de
funciones base se denomina generalmente Combinacion Lineal de Orbitales Atémicos
Aproximados, aunque las funciones no son necesariamente orbitales atdmicos
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convencionales, éstas pueden ser cualquier conjunto de funciones matematicas que son
convenientes a manipular y que en combinacion lineal dan representaciones utiles de MOs.
Fisicamente, varias funciones base describeLn la distribucion de electrones alrededor de un
atomo y la combinacién de funciones de base atdmica produce la distribucion de electrones
alrededor de la molécula. Los conjuntos de base mas simples son los utilizados en el SHM
y EHM. Aplicado a los compuestos orgéanicos conjugados, el conjunto simple de la base de
Hickel consiste sélo en orbitales atdmicos p. La base extendida de Huckel consiste s6lo en

orbitales atdbmicos de valencia.

1.4.1.7.1 Funciones tipo Gaussianas (FTG)

Las FTG pueden elegirse para formar una base completa, sin embargo, se necesita méas
FTG para lograr una buena exactitud en comparacion con orbitales tipo slater. EI aumento
del numero de funciones de base facilita que se pueden calcular las integrales requeridas.
Por lo tanto, en términos de eficiencia computacional, las FTG son preferidas y se usan casi

universalmente como funciones de base en los calculos de la estructura electronical*®.

1.4.1.7.2 Conjunto base TZVP (Triple zeta valence with Polarization)

Es un conjunto de bases orbitales de tipo Gauss Contratadas (OTGC) disefiadas para una
descripcion eficiente y precisa de las propiedades moleculares y efectos de la unién
quimica.

Las bases de TZV se caracterizan por incluir tipicamente una contraccion sencilla para
describir las carcasas internas y tres funciones de base para las carcasas de valencia 4.

Una base de TZV es extendida por funciones de polarizacion en los calculos moleculares.
La eleccion de las funciones de polarizacion no esté estrechamente unida a la de la base
restante, sino que depende fundamentalmente del método a utilizar (con o sin inclusién de

correlacion de electrones) y de las propiedades a calcular (energias u otras propiedades).

1.4.1.8 Calculo de Frecuencias
Las frecuencias de vibracion se calculan determinando las segundas derivadas de la energia
con respecto a las coordenadas cartesianas nucleares y luego se transforman a coordenadas

ponderadas en masa. Esta transformacion sélo es valida en un punto estacionario. Lo que se
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recomienda es calcular las frecuencias siguiendo una optimizacion de geometria previa.
Esto se puede lograr especificando tanto Opt como Freq dentro de la seccion de ruta para

un trabajo**
1.4.1.9. Cargas de Mulliken

Las cargas de Mulliken, proporcionan un medio para estimar las cargas atomicas parciales
de estructuras moleculares, que han sido analizadas por medio de célculos realizados
empleando métodos de mecanica cuéntica. Para la obtencion de las cargas, los términos se
suman y luego se dividen en el numero total de electrones entre las funciones basicas.
Queda resumir estos términos sobre todas las funciones basicas de un &tomo para obtener la
poblacion atomica en bruto. El problema con este método es la distribucion igual de
términos no diagonales entre las dos funciones bésicas. Esto conduce a que la carga de

separacion entre las moléculas sea exagerada.
1.4.1.10. Cargas de Hirshfeld

Las cargas de Hirshfeld se forman con respecto a la densidad de deformacion, esta es la
diferencia entre las densidades de carga atomica moleculares y las no relacionadas. Para la
distribucion cuantitativa de las cargas en una molécula, se divide un sistema en fragmentos
atémicos bien definidos. Para su calculo generalmente se comparte la densidad de carga en
cada punto entre los atomos, en proporcion a sus densidades de &tomos libres a las
distancias correspondientes de los ndcleos. Estas cargas proveen los mejores valores
obtenidos a nivel de MC para cada atomo del sistema en estudio*®.

1.5. Mecanica molecular

La mecanica molecular (MM) calcula la estructura y energia de las moléculas basado
Unicamente en la posicién y los movimientos nucleares de los atomos y asume que los
electrones se distribuiran 6ptimamente alrededor de ellos. En sentido general en la MM las
moléculas son tratadas como un conjunto de bolas con masa (que representan los 4&tomos)
unidos por enlaces donde las masas corresponden al peso del nucleo de los atomos y los
enlaces representan a las fuerzas armdnicas o elasticas. Estas fuerzas se pueden describir
como funciones de energia potencial de los parametros estructurales de un sistema.
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Este método es empleado para:

- El estudio de moléculas grandes y complejas.

- Obtencidn de la energia entre dos compuestos y la energia total del sistema.
- Conocer la informacién estructural de una proteina.

- Realizar el analisis conformacional del sistema.

1.5.1. Campos de Fuerza (CF)

Los métodos de mecanica molecular utilizan un (conjunto de ecuaciones obtenidas
empiricamente y variables) empleados para reproducir las funciones de energia potencial de
un sistema molecular. EI CF de una molécula esta formado por a&tomos unidos por enlaces.
Las interacciones entre las particulas constituyentes son tratadas usando diferentes
funciones potenciales derivadas de la mecanica molecular. Estas funciones potenciales
dependen de parametros que describen los diferentes tipos de interacciones que se dan entre
los 4tomos como las interacciones enlazantes y no enlazantes, en las enlazantes se
encuentran los enlaces, angulos y fuerzas de torsion y en las no enlazantes estan las fuerzas
de vander-waals e interacciones electrostaticas4’.

La combinacién de las funciones de energia potencial y parametros usados para evaluar
estas interacciones son llamados Campos de Fuerza y la energia E del sistema surge por la
desviacion de estos parametros de los valores ideales. La energia total del sistema se
obtiene por la suma de todos los términos energéticos que representan todos los tipos de
interacciones que se dan entre los atomos de la molécula: deformaciones de los enlaces por

elongacion, plegamiento o rotacion y variacion de las interacciones de las particulas.

La suma de todos los términos energéticos correspondiente a todos los &tomos que
componen la molécula, conducen a la energia total de la molécula que a veces se denomina
energia estérica. Este valor no tiene sentido fisico por si mismo, es solamente una medida
de las tensiones intra-moleculares con respecto a una situacion hipotética. Sin embargo, las
diferencias de energia para distintas geometrias de la misma molécula proporcionan la
estabilidad relativa de las mismas y constituye una magnitud apropiada para la comparacion

con propiedades observables experimentales .
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Tipos de campos de fuerza

Difieren en:

- EI nimero de términos energéticos.

- La forma de expresion de la energia.

- La complejidad de cada tipo de campo de fuerza.

- La forma de obtencion de los pardmetros (metodos tedricos o experimentales).

1.5.2. Campo de Fuerza OPLS_AA (Potenciales optimizados para simulaciones de
liquidos de todos los &tomos)

El formalismo del campo de fuerza OPLS-AA, fué elegido para representar los liquidos
i6nicos, simulaciéon de proteinas, DNA y soluciones. Fué desarrollado por el profesor
William L. Jorgensen en la Universidad de Purdue.

Como resumen general, la energia total de los sistemas idnicos se evalla como una suma de
energias individuales para el estiramiento del enlace armonico y los términos de flexion
angular, una serie de Fourier para la energética torsional y Coulomb y Lennard Jones para

las interacciones no enlazantes, como se observa en las ecuaciones (2.4-2.7):
Forma del Campo de Fuerza OPLS

Enlace de estiramiento: Epond = 2bonds Kr(r — req)2 (2.4)

Enlace angular: Eangle = Yangets Ko(0 — 0.4)* (2.5)

No enlazante:Eab = Z?naz;)nb[qiqjez /r,-j + 4£i]'(0-i1jz/ r;-ll-z - O'i6]- /G?])]fl] (26)
Enlace torsional:

E(®) = 22[1 + cos(8 + f1)] + 22 [1 - cos(20 + £2)] + 22 [1 + cos(30 + f3)]  (2.7)

Términos energéticos:
E enlace, tiene en cuenta las deformaciones de las longitudes de enlace -alargamiento o
acortamiento del enlace; Kr, corresponde a la constante de fuerza de enlace; r, representa al

valor real de la longitud; req, termino de enlace variable corresponde al valor en equilibrio.
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E angular, est4 asociada con las distorsiones de los &ngulos de enlace; K6, corresponde a la
constante de fuerza angular; @, representa al valor real de la longitud angular; feq, término

angular variable.

E torsional, es la energia de torsion debida a la modificacion de los angulos diedros por
rotacion de los enlaces; este término energético generalmente se expresa como funciones
trigonomeétricas que corresponden a los coeficientes de Fourier. V, es la altura de la barrera;

w, es el valor del angulo de torsion.

E no-enlazante, correspondiente a los términos no enlazantes, formado por las interacciones
couldmbicas que tiene como coeficiente a g, representa a las cargas atdbmicas parciales;
también se encuentra las interacciones de Lennard Jones formado por épsilon y sigma que

corresponden a los coeficientes de Lennard Jones.

1.6. Dinamica Molecular

La dindmica molecular es el método empleado para estudiar las propiedades dinamicas en
detalle de un sistema atdbmico completo, siempre que las propiedades sean observables
dentro de la escala de tiempo empleado en las simulaciones. La escala de tiempo es una de
las dos principales limitaciones del método. La dindmica del sistema hace referencia a la
posicion de cada atomo en funcion del tiempo, y obedece a la ecuacion clasica del

movimiento de Newton (2.8) que se resuelve para cada atomo del sistema:

dZT'i
dt?

Fi =m;a; = m; (28)

La fuerza sobre cada atomo es el negativo de la derivada de la energia potencial con

respecto a la posicion del atomo vista en la ecuacion (2.9):

Fy=— (2.9)
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Si la energia potencial del sistema es conocida, dada las coordenadas de una estructura
inicial y un conjunto de velocidades, la fuerza que actia sobre cada dtomo puede ser
calculada y se puede generar un nuevo conjunto de coordenadas, a partir de las cuales se
pueden calcular nuevas fuerzas. La repeticion del procedimiento va a generar una
trayectoria correspondiente a la evolucion del sistema en el tiempo.

La precision de las simulaciones esta directamente relacionada con la funcion de energia
potencial utilizada para describir las interacciones entre particulas. En la dinamica
molecular, se utiliza una funcién de energia potencial clasica que se define como una
funcién de las coordenadas de cada uno de los atomos. La funcién de energia potencial se
separa en términos que representan interacciones enlazantes y no enlazantes que conforman

los campos de fuerza **°.
1.6.1. Algoritmo de Integracion

Los algoritmos de integracion asumen que las posiciones, velocidades y aceleraciones de
un sistema pueden ser aproximadas por una expansion de series de Taylor. Como se
observa en las ecuaciones (2.10-2.12).

r(t+ 6t) = r(t) + v(£)St + %a(t)5t2+_____ (2.10)
v(t +6t) = v(t) + a(t)5t + ~b()5t>+_. (2.11)
a(t + 6t) = a(t) + b(t)ot+__ (2.12)

Los valores representativos son: r es la posicion, v es la velocidad (la primera derivada con

respecto al tiempo), a es la aceleracion (la segunda derivada con respecto al tiempo) 2.
1.6.2. Algoritmo de Verlet

En dindmica molecular el algoritmo de integraciéon del tiempo comunmente usado es el
algoritmo de Verlet. La idea fundamental es escribir dos expansiones de Taylor de tercer

orden para las posiciones r(t), una hacia delante y otra hacia atras en el tiempo, que
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representan a las velocidades, las aceleraciones, y la tercera derivada con respecto a t, con

el cual se tiene las expresiones (2.13-2.14):
r(t+6t) = r(t) + v(£)6t +>a(t)6t? + - b(£)5t3 (2.13)
r(t+6t) = r(t) — v(£)6t +a(t)6t? — - b(£)5t3 (2.14)
Sumando las dos ecuaciones, se obtiene:
r(t+6t) = 2r(t) — r(t — 6t) + a()6t? +-a(t)st? = 2h(St>  (2.15)

Esta es la forma bésica del algoritmo de Verlet. debido a que se integra las ecuaciones de
Newton a(t), que es solo la fuerza dividida por la masa, y la fuerza es a su vez una funcion

de las posiciones r(t).

a(t) = = SV (r (D)) (2.16)

El algoritmo de Verlet utiliza posiciones y aceleraciones en el tiempo t y las posiciones
desde el tiempo t-ot para calcular nuevas posiciones en el tiempo t+6t. Las ventajas de este
algoritmo son: i) Sencillo. ii) los requisitos de almacenamiento son modestos. La

desventaja es que el algoritmo es de una precision moderada 2.
- Solvatacion explicita

En la solvatacion explicita, la region de interés es solvatada por una cantidad
determinada de moléculas de solvente que se encuentran contenidas en una caja cubica.
Los solventes son empleados por un campo de fuerza adicional que los limita a ellos de

la esfera mientras mantiene una buena apariencia para el volumen de agua
1.6.3. Optimizacién Geométrica

La optimizacion geométrica es un método empleado para predecir o encontrar el orden

tridimensional de los atomos en una molécula por medio de la minimizacion de un modelo
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energético. ElI fendmeno de enlace, predice la tendencia de atomos y moléculas para
conglomerarse dentro de una estructura larga y estable esta especificacion de las estructuras
dependen de los elementos constituyentes, pueden ser explicados en principio como un

minimo como resultado de la optimizacion geométrica®®?.

La optimizacion geométrica, emplea la geometria inicial de la molécula y sigue el siguiente

proceso:
1. Se emplea un campo de fuerza, para el calculo de la energia potencial de la molécula.
2. Se cambia la geometria molecular en la direccion indicada.

3. Posteriormente se determina la energia y sus derivadas y el proceso continda hasta que se
alcanza la convergencia geométrica que se fija, culminando asi el proceso de minimizacién

y obteniéndose una estructura estable de minima energia.

1.6.3.1. Gradiente descendiente (Steepest descent)

El gradiente descendiente, es un método empleado para realizar una primera aproximacion
del minimo de la conformacion inicial de la estructura molecular. Por lo general, el método
es robusto cuando el punto inicial de la estructura estda muy lejos del minimo, donde la
aproximacion armdnica de la superficie energética es baja, también, se da en superficies
donde se realizan pasos pequefios cuando el procedimiento es a traves de una pendiente
reducida. Este método a su vez ayuda a eliminar perturbaciones estéricas de la
conformacién inicial. Cada busqueda del minimo por medio de éste método es
perpendicular al anterior, repitiendo éste paso es como se llega a encontrar el minimo como

se muestra en la figura N° 07 152,
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Figura N° 07: Gradiente descendiente

1.7. Colectivo Canonico (NVT)

Tipos de colectivos:
1. Colectivo Microcanénico:
Es un modelo empleado para describir un sistema aislado, es decir que no interacciona
con el medio y se caracteriza por una energia constante.
Posee constante (N, V, E). La muestra es obtenida por integracion simple de la
dindmica Newtoniana. (verlet, leap-Frog, Velocity Verlet, Gear).
2. Colectivo Candnico
El ensamble canonico, hace referencia a un sistema que contiene un ndmero fijo de
particulas y volumen, sin embargo, la energia es fluctuante, es decir, esta puede pasar
de un sistema a sus vecinos de modo que la energia de cada sistema varia. Por lo tanto,
cada sistema esta en contacto térmico con el resto de sistemas y pueden intercambiar
calor entre si (T). Con esta premisa podemos decir que todo el sistema puede ser tratado
como un sistema NVE, pero cada particula estd en NVT constante, y la energia de cada
particula fluctda.
El nombre de colectivo canonico viene del hecho de que un sistema en contacto con un
bafio de calor, se dice que estd en su estado canonico. Esta palabra significa
conformarse a una regla general o estandar. La mayoria de los sistemas experimentales
estan en contacto con los bafios de calor, por lo que este es un conjunto mas natural que

el conjunto microcanénico®®,
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- Termostato de No&se-Hoover: Posee grados adicionales de libertad de
acoplamiento para que el sistema fisico actle como un bafio de calor
mencionados anteriormente. La dindmica de Nose-Hoover permite fluctuaciones
en las variables de estado y hasta la fecha, todo el analisis de las ecuaciones de

NH se ha limitado a sus propiedades de equilibrio®.

3. Colectivo Isotérmico-isobarico:

Posee constante (N, P, T), En adicion al termostato, el volumen del sistema es
permitido para fluctuar, y es regulado por algoritmos del barostato. El sistema se halla
en contacto con un foco térmico, a su vez también actia como un foco de presion. En
éste sistema el volumen del sistema (V), es el que varia en vez, del nimero de particulas

(N) que se mantiene fijo.

1.8. Acoplamiento Molecular (Docking)

El docking molecular o acoplamiento molecular se refiere a la prediccién computacional de
la pose (posicidn relativa y rotacion) entre dos proteinas que interacttan y tienen la menor
energia total. Este proceso es bastante exigente debido a la complejidad del célculo
computacional y al gran tamafio del complejo de proteinas. Por lo tanto, la mayoria de los
sistemas de acoplamiento pueden adoptar uno de los dos pasos.

El primer paso es encontrar el mejor ajuste entre dos proteinas, a menudo asumiendo que
ambas proteinas son rigidas. Durante el proceso, las puntuaciones se dan de hasta miles de
poses entre las dos proteinas y algunas de las poses con mayor puntuacion se conservan
para una evaluacion adicional *°.

Un segundo paso, es reducir al minimo la energia potencial total de las poses generadas por
el primer paso. Este paso se realiza a menudo luego de la minimizacion empleando un
campo de fuerza. Durante el paso, la molécula mas grande del par (referido como receptor)
generalmente se queda fija, mientras que los &tomos de la cadena lateral de la molécula de
menor tamafio (denominado ligando) son libres de moverse.

Durante cada interaccion, la energia potencial total del complejo es calculado, y un
movimiento del ligando a un punto vecino se hace utilizando un estandar de técnica de
optimizacion, por lo general Newton-Raphson o cuasi-newtoniana (L-BFGS). Este
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procedimiento se repite hasta la convergencia de la energia. Para cada conformacion
molecular se debe realizar cientos de iteraciones. Debido a que por lo general hay miles de
poses para ser minimizadas por par (receptor - ligando), el tiempo total de la fase de
minimizacién puede realizarse en varias horas o también se puede dar una aceleracion del
tiempo de minimizacion de la energia. Algunos de los programas de base que utilizan la

minimizacion de energia son: EADock, Hex, Autodock, etc.

1.8.1. Funcion de Puntuacion (Scoring)

Para evaluar y clasificar las estructuras que han sido obtenidas en el acoplamiento
molecular (docking), es importante dar una proyeccion virtual basada en la estructura. Esto
se debe, a que los célculos en ultima instancia pueden no tener éxito, si no se diferencian
las poses correctas de las incorrectas. Por tal motivo, es importante considerar sistemas de
puntuacion fiables.

Las funciones de puntuacién implementadas en los programas de acoplamiento hacen
diversas suposiciones y simplificaciones para la evaluacion de sistemas modelados. Uno de
los sistemas de puntuacion méas empleados es el que se basa en los campos de fuerza.

El sistema de Puntuacién basada en campos de fuerza de la mecanica molecular, cuantifica
la suma de dos energias, la energia de la interaccién ligando-receptor y la energia interna
del ligando.

La mayoria de los sistemas basados en campos de fuerza, solo consideran una
conformacién unica de proteinas, lo que hace posible omitir el calculo de la energia interna
de la proteina, y simplifica la puntuacién. Las diversas funciones de puntuacion de campo
de fuerza se basan en diferentes conjuntos de parametros correspondientes a los campos de

156 se basa en el campo de fuerza Tripos **’, el AutoDock %8

fuerza. Por ejemplo, el G-Score
en el campo de fuerza AMBER 3 y el hex se basa en el campo de fuerza OPLS 3. Sin

embargo, las formas funcionales de todos son muy similares.

1.8.2. Potencial Electrostatico

El potencial electrostatico, es una herramienta que proporciona informacién sobre la
asociacion intermolecular y las propiedades moleculares de las moléculas. También,
permite observar las regiones del espacio hacia donde se sienten atraidas las moléculas
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cargadas positivamente (regiones electrostaticas negativas) o negativamente (regiones
electrostéaticas positivas). Los datos obtenidos son empleados para predecir la reactividad de

las moléculas °.

Para realizar el calculo de los potenciales electrostaticos se puede emplear la ecuacion de
Poisson y Boltzman para macromoléculas, debido a que esta da una relacion del potencial
con respecto a la posicion y la distribucion de carga que lo genera . Las cargas de soluto
se localizan de acuerdo al modelo molecular elegido la estructura del banco de datos de
proteinas (PDB) o el modelo tedrico, es dificil predecir la distribucién iénica de las cargas,
porque este se debe al efecto combinado de las cargas de solutos, distribucion dieléctrica y
distribucion idnica. La ecuacion de Poisson Boltzmann explica esto haciendo algunas
suposiciones razonables. En cualquier sistema complejo de particulas que interactdan, la
densidad de una particula en cualquier punto [a(#)], puede expresarse en relacién con la
densidad de la misma particula en ausencia de la interacciones con otras particulas en el
sistema.

La ecuacidn (2.18) puede representarse de ésta manera:

o) = g(@)a(r) (2.17)

La relacion entre la densidad real y la densidad media de la particula [g(#)], es la funcién
de distribucion de esa particula (161). Un concepto util que puede derivarse de la funcion
de distribucion es el potencial de la fuerza media [w(#)], *** para la particula, definida a

partir de la ecuacion 2.18:

g(#) = el-wOWKE (2.18)

En otros términos, describimos la distribucién de particulas observada a través de una
distribucion de Boltzmann donde el potencial de fuerza media condensa el efecto promedio
de todo el sistema en un solo potencial de particula. El nombre “potencial de la fuerza
media” proviene del hecho de que el gradiente de este potencial, con respecto a las

coordenadas de la particula, da la fuerza media que actlia sobre la particula.
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En un sistema idnico, los iones preferentemente residirdn en regiones donde el potencial
promedio es alto o bajo segln el signo de su carga. Esta frase debe tomarse con cierta
precaucién porque, en un sistema con iones, las interacciones electrostaticas son
examinadas y los efectos electrostaticos debidos al soluto suelen estar limitados a una
distancia de 10-20 A°. Por lo tanto, un volumen grande (dependiendo de la concentracion
del soluto) estd disponible para iones donde no hay perturbacion relevante en la
distribucion. En otras palabras, la tendencia hacia las regiones de bajo potencial de energia

es equilibrada de manera eficiente por la entropia®?,
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CAPITULO II

Detalles computacionales y metodologia

2.1. Equipos y Software
Los equipos y programas computacionales necesarios para poder realizar los calculos son

los siguientes:

2.1.1. Hardware
Workstation con procesador E7 de 3.0 GH, con 64 GB de memoria RAM, con tres
discos duros de 1,4 y 6 GB, 04 Tarjetas Aceleradoras de Video NVidia GTX 980.

2.1.2. Software Computacional

- Base de Datos del NCBI

El Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica, es una base de datos
bioldgica, donde se encuentra informacion relevante para realizar investigaciones
empleando herramientas bioinformaticas y software computacionales para el
analisis de diversas estructuras moleculares, informacion de genomas, informacion
biomédica, biotecnoldgica, bioquimica, etc. Esta base de datos a su vez presenta
distintos recursos como bases de datos adosados que le permiten obtener y
almacenar toda la informacion necesaria'®®. Se puede encontrar en la web con este

Link: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/quide/all/

- Base de Datos del PDB

La Base de datos del Protein Data Bank, en esta base de datos se encuentra
almacenada informacion de estructuras tridimensionales y macromoleculares como:
proteinas y acidos nucléicos. Esta informacién generalmente es obtenida mediante
la técnica de Cristalografia de Rayos X, que son proporcionados por bidlogos y

bioquimicos a nivel mundial y generalmente pueden ser analizadas empleando
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herramientas Bioinformaticas!®*. Se puede encontrar en la web con este Link:
http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
- Unipro UGENE 1.29

Unipro UGENE es un software multiplataforma de codigo abierto que integra

herramientas de bioinforméatica ampliamente utilizadas dentro de una interfaz de
usuario comun. El kit de herramientas admite mdltiples formatos de datos
bioldgicos y proporciona mddulos de visualizacion para estos datos tales como
secuencias genomicas, alineaciones de secuencias multiples, arboles filogenéticos y

estructuras tridimensionalest®®.

- GaussView 5.0.1
Este programa es la interfaz grafica del software Gaussian 09, sirve para construir
moléculas o sistemas reactivos, permite a su vez visualizar y analizar los archivos

generados por el programa Gaussian*®®.

- Molden 5.4

Es un programa empleado para visualizar y crear nuevas estructuras moleculares,
éste a su vez emplea diversas herramientas de edicion que permite la creacion y
modificacion de estructuras los cuales pueden ser empleados como archivos de
ingreso que posteriormente pueden ser analizados y calculados por el programa

Gaussian.

- Gaussian 09

Es un software de quimica computacional, que realiza calculos empleando métodos
de la mecénica cuantica, este programa proporciona la capacidad para el modelado
de estructuras electronicas, evaluacion de frecuencias vibracionales, propiedades
moleculares y también se pueden evaluar una amplia variedad de reacciones
quimicas en un ambiente determinado 67,

- Gromacs (v.2016)
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Es un software empleado para realizar simulaciones de Dindmica Molecular,
principalmente de moléculas biolégicas como lipidos, proteinas, &cidos nucléicos y
moléculas no biol6égicas como los polimeros, una vez ejecutada la corrida el

programa nos indica a que dia y hora finaliza la simulacion de la estructura®®,

- Chimera (2017)
Es un programa empleado para la visualizaciébn y analisis de estructuras
moleculares, emplea varias herramientas para la evaluacion de las moléculas como

imégenes de alta calidad, animaciones, trayectorias, conjuntos conformacionales®®.

- Hex

El servidor Hex es un programa interactivo de graficos, empleado para calcular y
evaluar los modos de acoplamiento molecular y superposicion de estructuras entre
receptores y ligandos, empleando solamente el conocimiento de sus formas en 3D.
Para lo cual usa las correlaciones esféricas polares de Fourier (SPF) y a su vez
también emplea unidades procesadoras graficas (GPUs) para acelerar los tiempos de
calculo. En los célculos de acoplamiento realizados por el programa Hex, cada
molécula es modelada usando expansiones 3D para codificar la forma superficial, la
carga electrostatica y sus distribuciones potenciales 1.

- RAMPAGE: Ramachandran Plot Assessment

El diagrama de Ramachandran (también conocido como un diagrama de [¢, y]), €S
un servidor que procesa la informacion que es ingresada en un archivo en
formato .pdb por medio de este servidor se puede visualizar las regiones que son
energéticamente permitidas para el segmento principal angulos y diedros en (y)
frente a (¢) que corresponden a los residuos de aminoécidos en la estructura
proteica. El resultado grafico obtenido en este servidor, nos permite validar la
existencia de nuestra estructura en la naturaleza. Se puede encontrar en la web con

este Link: http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php

- PDB2PQR
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Esta herramienta prepara las estructuras para realizar calculos adicionales
reconstruye atomos faltantes, agrega hidrdgenos, asigna cargas atomicas. Toma los
archivos .pdb para luego generar archivos .pgr el cual serd posteriormente
descifrado por el programa APBS. Se puede encontrar en la web con este Link:
http://nbcr-222.ucsd.edu/pdb2pgr_2.1.1/

- APBS

Célculo de la electrostatica Adaptativa de Poisson-Boltzmann Solver (APBS), es un
paquete de software para modelar la solvatacion biomolecular mediante la solucién
de la ecuacién de Poisson Boltzman, este es un modelo continuo usado para
describir las interacciones electrostaticas de las simulaciones en una amplia gama de
escalas de longitud, que permite la investigacién de moléculas que posean gran
cantidad de atomos. http://nbcr-222.ucsd.edu/pdb2pgr 2.0.0/

2.2. Metodologia

2.2.1. Optimizacién de las estructuras moleculares a nivel de Teoria Funcional de la
Densidad.

Las estructuras elegidas fueron de un farmaco patentado (PF-04859989) y el cofactor
Piridoxal-5-fosfato (PLP) debido a que la enzima KAT Il necesita de ello para ser
funcional. La estructura del farmaco (3S)-3-amino-1-hidroxi-3,4-dihiroguinolin-2-(1H)-ona
y el cofactor Piridoxal-5-fosfato (PLP), fué construida mediante el programa GaussView,
se guardd con la extension: .gjf. Este archivo contiene informacion de las coordenadas
XYZ, asi mismo en la cabecera se determind la memoria y el nimero de procesadores que
fueron empleados para el célculo, con la opcion de salida de extension .chk, la funcional
hibrida B3LYP que corresponde a la funcional de intercambio de Beck (B3) y la funcional
de correlacion de Lee, Yang y Parr (LYP), conteniendo la correccion de largo alcance
(CAM). EI conjunto base a ser utilizado es el UGBS (Universal Gaussian Bases Set). Asi
mismo se indicd una carga neutra y la multiplicidad del sistema. Terminando el célculo, el
programa nos informo de dos archivos finales de extension .log y .chk, donde el
archivo .log nos muestra los calculos de frecuencia y las cargas para cada uno de los
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atomos que conforma la estructura del farmaco y del cofactor. En la figura 08 se muestra el

archivo inicial .gjf con los criterios de calculo mencionados anteriormente.

#chk=3aminol.chk

Tmem=20GB

fnprocshared=20

# CRM-B3LYB/UGES Opt

Freqg

(35)—-3-amino-l1-hidroxi-3,4-dihidrogquinolin-2- (1H)-ona.

01

C -3.0747TTE25542 4.0414815953182 0.051974230036
C -1.779592889929 4,.269374795013 0.523470549651
c -1.03453737T6l278 2.274402331140 -0.066515208550
c -1.565556864738 6.055787916547 -1.08331597086%35
c -2.859443645324 5.8265815456594 -1.518675248744
c -3.623784989127 4.815946787527 -0.957382113712
H -0.025924818948 5.455584330558 0.285358778630
H -0.970901385907 6.8419661550398 -1.528901305040
H —-3.282587T280187 6.4347538741572 —-2.307417325014
H —-4.6325526144789 4.622457649068 -1.289695565721
c -1.784243897T027 1.9833034596775 1.537458277353
) -3.7983387T87T849 3.004692455465 0.651300232387
] -5.149865052893 2.933951065278 0.357441231266
H -5.394457261420 2.0995116535616 0.809561026800
c -1.293452220588 3.427967165383 1.6700853595263
c -3.294850716334 1.966915239623 1.36572783%381
] —-4.047236491676 1.1010355925182 1.779036467441
H -1.673739139172 3.8482968069159 2.60808741152%9
) -1.204842702164 1.228739782282 0.435576260775
H -1.172453739757 1.771282688284 -0.4187360594763
H -0.270000006044 0.9142622594536 0.654394140182
H -1.591131130826 1.4320602420574 2.456173152388
H -0.2043853798773 3.4432870594643 1.727350450558

Figura N° 08: Formato final del archivo .gjf visto en el editor de texto medit.

2.2.2. Optimizacion molecular de ligandos mediante mecéanica clésica

Se realiz6 la optimizacion de la geometria mediante un ensayo de mecénica cuantica con el
programa Gaussian bajo la licencia de la UAM-México. Finalmente, con los archivos de
salidas se obtuvo las cargas de Hirshfeld para cada atomo que conforma los ligandos, estos
fueron usados para generar nuevos campos de fuerza en el esquema OPLS_AA. Para ello,
se modificé la base de datos del campo de fuerza OPLS_AA de la raiz de Gromacs, para
que las estructuras sean reconocidas por el programa. Teniendo la informacién de las
distancias de equilibrios, angulos y diedros, asi como las cargas para calcular los términos
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de largo alcance, son declarados en el esquema de campos de fuerza tipo OPLS-AA, la
definicion para nuestro farmaco y nuestro cofactor Piridoxal-5-fosfato, veéase en los
ANEXOS Al-A2.

2.2.3. Seleccion de la estructura KAT 11

Se hizo una basqueda en la base de datos del NCBI y del PDB, para obtener todas las
secuencias de la KAT Il reportadas hasta el momento, de los cuales se encontraron 4
archivos bajo la extension .pdb (5EFS.pdb, 2QLR.pdb, 2VGZ.pdb y el 5SEUN.pdb) y 2
archivos en formato fasta (2VGZ_A / 2VGZ_B) los cuales contenian la informacién de la
enzima KAT Il, posteriormente, se hizo un alineamiento de secuencias multiples de los
diferentes archivos reportados, usando el paquete computacional UGENE, para identificar

si existe alguna diferencia secuencial entre las estructuras, ver ANEXO A3 .

2.2.4. Minimizacion de la energia de las estructuras de la KAT 11, a nivel de Mecéanica

Molecular usando solvente explicito.

Luego de haber realizado el alineamiento de secuencias multiples, se escogio6 el archivo
5EUN.pdb correspondiente a la estructura de la KAT II, con la estructura obtenida se
realizd la minimizacion de las energias con el integrador steep descendent a 200000ps,
teniendo en cuenta el campo de fuerza OPLS_AA, considerando una caja cubica, la

condiciones de la minimizacidn se encuentran en el Anexo A4.

2.2.5 Simulaciones de Dinamica Molecular de las estructuras terciarias.

La simulacion de dindmica molecular fué realizada por un tiempo de 200-500ns para la
estructura proteica. Para controlar la temperatura, se hizo uso del termostato de Nosé-
Hoover, el tamafio de la caja de prueba que contiene las condiciones experimentales es tres
veces la distancia méas larga de cada molécula para evitar efectos de borde, todo ello bajo el
colectivo canénico NVT (numero de moléculas, volumen y temperatura constante), ver
Anexo Ab5.
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Posteriormente, también se evalla la desviacion media cuadratica (RMSD) de los sistemas
interactuantes; la fluctuacion de la desviacion media cuadratica (RMSF), analizadores de
los puentes de hidrégeno; comandos que vienen incluidos en el paquete computacional

Gromac's. Los archivos analizados son evaluados por el programa Gnuplot.

2.2.6. Ensamblaje Molecular “Docking” de las estructuras cuaternarias.

El programa computacional empleado en esta parte es el Hex, el cual nos va a permitir
determinar todos los sitios posibles de union que existen entre el receptor Kat Il con los
distintos ligandos. Este paso se hace luego de obtener la estructura final de la enzima y la
de los ligandos farmaco y cofactor previamente evaluados, estos fueron ingresados al
programa Hex en el orden Receptor — Ligando.

Se realiz6 un previo docking del cofactor con la proteina KAT |1 para comprobar si el sitio
de unién es el mismo que se muestra en la base de datos del PDB. Posteriormente el
siguiente acoplamiento se hizo con la enzima + farmaco (Kat Il con el farmaco).

Para el control del Docking las opciones elegidas fueron: Tipo de correlacion SHAPE +
DARS, GPUs, para que el calculo sea mas rapido, se pidio al programa de ensamble un
total de 50000 estructuras probables y luego se di6 inicio al calculo de prediccién. Para el

docking se realizaron tres interacciones, como se observa en la tabla 1.

Tabla 1: Disposicion para la realizacion del dockeo de proteinas terciarias.

Receptor Ligando

Kinurenina Aminotranferasa Il Piridoxal-5-Fosfato (PLP)

Kinurenina Aminotranferasa Il activa farmaco: (3S) -3-amino-1-hidroxi-3,4-
dihidroquinolin-2-(1H)

2.2.7. Simulacion de dindmica molecular de sistemas interactuantes.
Del total de estructuras evaluadas se selecciond la mejor estructura por medio de criterios

energéticos, las estructuras seleccionadas fueron las de menor energia y se procedié a su
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estabilizacion mediante minimizacion de las fuerzas, asi como célculos de simulacion de

dinamica molecular en un ensamble Canonico (NVT), durante 100ns.

2.2.8. Evaluacion de las propiedades del potencial electrostatico

Los potenciales electrostaticos de las estructuras terciarias fueron calculados empleando el
servidor online PDB2PQR, asi mismo para los célculos se usé las ecuaciones de Poisson y
Boltzman mediante el programa APBS y también se emple6 el programa UCSF Chimera,

para obtener las imagenes de las superficies del potencial electrostatico.

2.2.9 Funcion de distribucién radial

La funcién de distribucion radial, g(r). Es una funcion que con respecto a la distancia él ve
a una poblacidn, a esa poblacién se le llama RDF, el cual con respecto a un radio él ve la
distancia a la que se encuentra lo que se esta analizando. A su vez describe como la
densidad varia como una funcién de la distancia a partir de una particula de referencia. Para
el célculo del RDF se us6 el programa Gromac'’s.
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CAPITULO III

Resultados y discusion

3.1. Optimizaciéon molecular de ligandos: Farmaco (3S)-3-amino-1-hidroxi-3,4-
dihidroquinolin-2-(1H) y cofactor (PLP)

Las estructuras del farmaco y el cofactor mostradas en 2D figura N° 09 (a y b) se
construyeron con el programa Gaussview, estas estructuras fueron guardadas bajo la
extension:.xyz, la optimizacion de la geometria molecular se realiz6 mediante el programa

Gaussian y con ello se determiné la posicion final de cada atomo.

OH 0 H

Figura N° 09: Optimizacion de la estructura a) Farmaco (3S)-3-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroquinolin-2-(1H)-

ona y b) Cofactor Piridoxal-5-fosfato
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Luego de la optimizacion de las estructuras evaluadas, se construyé los campos de fuerza
para el farmaco y el cofactor figura N° 09, para lo cual se utiliz6 los célculos de las cargas
de Hirshfeld obtenidas por el programa Gaussian que corresponden a las cargas
electrostaticas de los &tomos que componen las estructuras moleculares. Posteriormente se
editaron los archivos de la base de datos de Gromacs como: aminoacid.rtp (en éste archivo
se agregd la estructura de cada aminoacido), atomtype.atp (se agregdé las entradas
correspondientes a cada uno de los atomos), ff-bonded.itp (se agregd los datos
correspondientes a los valores de las distancias, angulos y diedros de cada estructura), ff-
nonbonded.itp (se agregé el nombre de cada uno de los atomos correspondiente a las
estructuras con sus respectivas cargas). Finalmente se logré generar datos importantes sobre
el farmaco y el cofactor en la raiz de Gromacs, en el Anexo 1 se muestra el archivo .pdb del

farmaco y el cofactor.

3.1.1 Farmaco (3S)-3-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroquinolin-2-(1H)-ona

El modelo molecular que se observa en la figura N° 10b es el farmaco (3S)-3-amino-1-
hidroxi-3,4-dihidroquinolin-2-(1H)-ona optimizado, el cual presenta sus atomos y enlaces
en el espacio XYZ. Este compuesto esta formado por un nicleo de quinolinona compuesto
por (dos grupos amino, un grupo alcohol y un oxigeno) éste a su vez se encuentra unido a

un anillo bencénico.

OH

a) NH2 b)

Figura N° 10 Representacion molecular de la estructura del farmaco (3S)-3-amino-1-hidroxi-3,4-

dihidroquinolin-2-(1H)-ona, a) En 2D y b) En forma de bolas y varillas.
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La desviacion media cuadratica 0 RMSD (Root Mean Squar Desviation) nos muestra el
tiempo de estabilidad alcanzado, correspondiente a los 0,5ns y se mantuvo a lo largo de la
simulacion de dinamica molecular con una altura de 3.5nm que se muestra en la figura N°

11.

RMSD 3aminoH-02
4 T T T T T T

3aminoH -

3.5

25 1

RMSD (nm)

15 | "

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000 45000 50000
Time (ps)

Figura N° 11: Desviacién media cuadratica de la estructura del farmaco (3S)-3-amino-1-hidroxi-3,4-

dihidroquinolin-2-(1H)-ona.

En la figura N°12 se muestra el diagrama de la energia total de la molécula, donde la
estructura del farmaco (3S)-3-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroquinolin-2-(1H)-ona presenta
una energia negativa y estable que se aproxima a los -135000 (KJ/mol), siendo su valor real

(-132949 KJ/mol).

energia.xvg
-130000 T T T T
-135000 i-m_

-140000 R

-145000 ( .

-150000 (- .

-155000

-160000 [ B

-165000 |- .

-170000 (-

-175000

0 100000 200000 300000 400000 500000
Time (ps)

Figura N° 12: Diagrama de la energia Total del farmaco (3S)-3-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroquinolin-2-(1H)-

ona em 500ns.
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3.1.2 Cofactor (Piridoxal-5-fosfato)

El modelo molecular que se observa en la figura N° 13b, corresponde a la estructura del
cofactor Piridoxal-5-fosfato (PLP) optimizado, el cual presenta un dtomo de fdésforo. Asi
mismo se observa que la reactividad del PLP se basa en la formacion de una imina, siendo
el resultado de la union del grupo aldehido del PLP con el grupo g-amino de un residuo de

Lys.

b)
Figura N° 13: Representacion molecular de la estructura del cofactor Piridoxal-5-fosfato (PLP), a) En 2D y b)

En forma de bolas y varillas.

La desviacion media cuadratica 0 RMSD (Root Mean Squar Desviation) donde el tiempo
de estabilidad alcanzado corresponde a los 0,5ns y se mantiene hasta finalizar la simulacion

de dindmica molecular con una altura alcanzada de 2.1 nm el cual se puede observar en la

figura N° 14.
RMSD Piridoxal-5-Fosfato
3.5
PLP
3
—_— 2.5 |
£
[m]
w
=
= Wmmmm
1.5 |
1

0 10000 20000 30000 40000 50000
Time (ps)

Figura N° 14: Desviacion media cuadratica del Piridoxal-5-fosfato.
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En la figura N° 15 se muestra el diagrama de la energia total de la molécula, donde se
obtuvo la energia total correspondiente a -29032.6 (KJ/mol) que se mantiene estable a lo

largo del tiempo.

Energia.xvg

Energia del Cofactor (PLP) ——

-5000
-10000 |

-15000

(kJ/mol)

-20000
o WM
-30000 g

-35000 L L L
0 100 200 300 400 500

Time (ps)

Figura N° 15: Diagrama de la energia total del cofactor Piridoxal-5-fosfato (PLP).

3.2. Seleccidn de la estructura KAT 1.

De las estructuras obtenidas de las bases de datos confiables, se hizo el alineamiento
multiple de las secuencias empleando la herramienta de alineacién del programa Ugene,
para verificar la presencia 0 ausencia de residuos en las estructuras obtenidas por
cristalografia de rayos X, en la figura N° 16 se muestran seis modelos de secuencias, de las
cuales se observa que el modelo 2VGZ muestra una pérdida de los residuos
“IRTMTDILSRGPK”, asi mismo al inicio de las secuencias se¢ muestra como residuo
inicial el aminoacido Metionina el cual nos indica que son secuencias provenientes de un
cDNA. Con todo ello se pudo elegir como modelo de estudio la secuencia correspondiente
a la KAT Il encontrada bajo el codigo de acceso 5EUN.pdb (figura N° 17) el cual se
caracteriza por ser la Gltima estructura de la KAT Il reportada en la base de datos, también
presenta el cofactor PLP unido al residuo de LYS 263, al igual que los residuos de

aminoéacidos completos.
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Figura N° 16: Alineamiento mdltiple de las estructuras de las KAT Il reportadas hasta el momento en las
bases de datos del PDB y NCBI. Este alineamiento nos muestra que no existe mayor diferencia secuencial de

los residuos correspondientes a las estructuras de las KAT 1.

Figura N° 17: Estructura inicial de la enzima Quinurenina aminotransferasa (KAT II), que corresponde al

modelo de estudio elegido archivo 5EUN.pdb

3.3. Minimizacion de energia de la estructura de la Apoenzima

Una vez obtenida la estructura de la KAT Il sin cofactor (también denominada
“apoenzima”), ésta fue minimizada empleando el integrador steep, la minimizacion se hizo
a 200ns, usando solvente explicito modelo de agua SPC216, la figura N° 18 nos indica
como la proteina llega a su minimo de energia, lo cual es indicador de que la estructura se

encuentra en un estado relajado.
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Minimizacién de la energia de la Apoenzima

Minimizacidn de la energia de la Apoenzima -
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Figura N° 18: Minimizacion de energia de la KAT II sin cofactor o también denominada “apoenzima”.

3.4. Optimizacion estructural de proteinas terciarias

3.4.1 Estructura molecular de la Apoenzima

En la figura N° 19a se muestra la estructura inicial de la apoenzima, que se halla formada
por 21 helices alfa y 12 ldminas beta, mientras en la figura N° 19b se muestra la estructura
de la apoenzima obtenida luego de la simulacion de dindmica molecular, donde esta

termina conformada por 14 hélices alfa y 12 laminas beta.

Figura N° 19: Estructura inicial y final terminada la dindmica molecular de la apoenzima. (a) Estructura

inicial (b) Estructura final.
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La diferencia entre ambas estructuras radica en que en la estructura final se observa menor
cantidad de hélices alfa y se conserva la cantidad de l&minas beta, estas diferencias se
dieron por que las laminas beta al estar ubicadas en forma paralela, los puentes de
hidrogeno presentes en ésta le brindan mayor estabilidad a la estructura como se observa en

la figura N° 20.

Figura N° 20: Puentes de hidrégeno (color amarillo) presentes en la estructura de la Apoenzima

RMSD de la Apoenzima
0.7

RMSD de la Apoenzima

RMSD (nm)
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0 50000 100000 150000 200000

Time (ps)

Figura N° 21: Desviacion Media Cuadratica (RMSD) de la Apoenzima.
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En la figura N° 21 se presenta el diagrama de la Desviacion Media Cuadratica (RMSD), los
datos obtenidos se utilizaron para la generacion del mismo gréfico el cual nos indica el
tiempo en el que nuestra estructura alcanza la estabilidad, la cual fué a partir de los 200ns
manteniéndose constante hasta culminar la trayectoria, este dato fue empleado para la
generacion de la estructura promedio que se usO para la evaluacion del acoplamiento
molecular (Docking). También se calculé la Fluctuacion de la Desviacion Media
Cuadréatica (RMSF) para asi poder obtener la informacién de que zonas de la estructura de
la enzima han variado en su posicion, hubo mayor fluctuacion entre los aminoacidos 49 y
267 que corresponden a los residuos PRO y ILE, estos residuos son causantes de la
fluctuacién debido a su naturaleza alifética, que hace que los aminoécidos sean hidr6fobos
alcanzando una altura de 0.455 y 0.381 nm en su pico mas alto respectivamente, como se

observa en la figura N°22.

RMSF de la Apoenzima

0.5 T T = 2
RMSF Apoenzima
0.4 - .
- 031 H _
€
£
[V
%]
=
o 0.2 + g
0.1 i
0 1 L 1 | 1 1 L |
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Residuo

Figura N°22: Fluctuacidn de la Desviacion Media Cuadratica (RMSF) de la Apoenzima.

Se determino la energia total de la estructura de la apoenzima. En el grafico de la energia
total mostrado en la figura N° 23, se observa que la estabilidad de la apoenzima comienza a
partir de los 200000ps hasta los 300000ps, manteniendo la energia estable hasta finalizar
trayectoria y también es importante dar a conocer que el valor de la energia es negativo y se
aproxima a los —200000 (KJ/mol), siendo su valor real (-1.61095 E+06 KJ/mol).
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Figura N° 23: Energia total obtenida en la Dindmica Molecular de la apoenzima.

En la figura N° 24 se muestra la estructura promedio de la apoenzima considerando la
region donde ésta comienza a estabilizarse, la cual es a partir de los 200ns hasta los 300ns.

Figura N° 24: Estructura Promedio de la apoenzima, empleada para la realizacién del Docking.
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Figura N° 25: Analisis del Diagrama de Ramachandran de la estructura de la Apoenzima.

El anélisis del ploteo de Ramachandran de la estructura promedio de la Apoenzima nos
muestra un 86.1% de residuos en la region favorecida, 12.0% de residuos en la region
permitida y un 1.9% en la region aislada (ver figura N° 25).

En el grafico del diagrama también se observa al aminoécido 266:I1LE que se encuentran

fuera de la zona permitida, esto puede deberse a la naturaleza alifatica de este residuo.

3.4.2. Estructura molecular de la Enzima KAT 11

En la figura N° 26a se muestra la estructura inicial de la enzima KAT Il, que se halla
formada por 17 hélices alfa y 11 laminas beta, mientras en la figura N° 26b se muestra la
estructura de la KAT Il obtenida luego de la dinamica molecular formada por 17 hélices
alfa y 13 laminas beta. Las estructuras se diferencian por que la cantidad de hélices alfa
aumenta en la estructura final debido a que estas se fraccionan, por otro lado, la cantidad de
laminas beta también aumenta, haciendo que la estructura de la enzima sea mas estable.
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Figura N° 26: Estructura inicial y final obtenida luego de la dindmica molecular de la

Quinurenina Aminotransferasa Il. (a) Estructura inicial (b) Estructura final.
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Figura N°27: RMSD de la enzima KAT II.
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En la figura N° 27 se presenta el diagrama RMSD, los datos obtenidos se utilizaron para la
generacion del mismo gréafico el cual nos indica el tiempo en el que nuestra estructura
alcanza la estabilidad, la cual fue a partir de los 120ns manteniéndose constante hasta los
180ns este dato es importante para la generacion de la estructura promedio que fue
empleado para la evaluacion del acoplamiento molecular (Docking). También se calculo la
Fluctuacion de la Desviacion Media Cuadratica (RMSF) para asi poder obtener la
informacion de que zonas de la estructura de la enzima han variado en su posicion, hubo
mayor fluctuacién entre los aminoacidos 40 y 425 estos aminoacidos corresponden a los
residuos LEU y LEU estos residuos son causantes de la fluctuacion debido a su naturaleza

alifatica alcanzando una altura de 1.6 nm y 0.7nm respectivamente, como se observa en la

figura N° 28.
RMSF de la KAT Il unida al PLP
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Figura N° 28: RMSF de la KAT Il unida al PLP

Se determin0 la energia total de la estructura de la enzima que se muestra en la figura N°
29, en el cual se observa que la energia de la enzima se mantiene hasta finalizar el calculo,
también es importante dar a conocer que el valor de la energia promedio es -2.9283E+06
(KJ/mol).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
7 CATOLICA
TESIS UCSM — DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

Energia Total de la Enzima

Energia total de la Kat Il ——
-2.6e+06 5

-2.8e+06 .

-3e+06 | .

-3.2e+06 | 4

(kJ/mol)

-3.4e+06 E

-3.6e+06 .

-3.8e+06 | .

0 50000 100000 150000 200000
Time (ps)

Figura N° 29: Energia Total de la enzima KAT II.

Figura N° 30: Estructura Promedio de la enzima Quinurenina Amino Transferasa Il, empleada para la

realizacién del Docking.
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Con el resultado obtenido del RMSD de la estructura de la enzima KAT II, se obtuvo la
estructura promedio de la enzima, figura N° 30, en la que se considera la region en donde la
estructura comienza a estabilizarse, que es a partir de los 120ns hasta los 180ns, este dato es
importante debido a que la estructura promedio es la que se emplea para la realizacion del

docking.

i R ——

LI GeneralPra-Pro/Proline Favoured LI Sernaral/P re-Pro/Proline Allowed
x Gilycine Favoured ® Gilycine &llowed

Figura N° 31: Andlisis del Diagrama de Ramachandran de la estructura promedio de la enzima KAT II.

Para evaluar la estructura promedio de la enzima a trabajar se hizo el analisis del grafico de
Ramachandran, para ello se empled el programa online Rampage, en el cual se introdujo el
archivo final de la dindmica molecular de la enzima .gro que fue convertido en un
archivo .pdb y posteriormente fué leido y analizado por el servidor online. Al término de la
evaluacion se obtuvo un archivo final en el cual se observa un 96.4% de residuos en la
region favorecida, 3.8% de residuos en la region permitida y un 0% en la region aislada.
(Figura N°31).
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3.5. Acoplamiento Molecular

3.5.1. Acoplamiento Molecular Apoenzima - cofactor

Empleando el servidor Hex se realizd el Docking de la Apoenzima con el cofactor
Piridoxal-5-Fosfato figura N° 32a, como resultado se obtuvo que el cofactor Piridoxal-5-
Fosfato se une al sitio activo de la apoenzima, el cual esta conformado por los siguientes
residuos: LYS 263, ARG 270, ARG 118, TYR 233y TYR 142 figura N° 32b.

Figura N° 32: Acoplamiento molecular realizado con el servidor Hex para la estructura de la apoenzima unida

al cofactor Piridoxal-5-fosfato a) Estructura inicial b) Estructura final.

La minimizacion de las energias de la estructura se realiz6 usando el integrador steep
descent con 50000ps y seguidamente se hizo la Simulacién de dindmica molecular a
100000ps en un ensamble candnico NVT a una temperatura de 309,65 °K. La simulacién se
realiz6 con condiciones periddicas de contorno, y la temperatura fué regulada con el

Termostato de Nosé-Hoover.
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RMSD del docking de la Apoenzima con el cofactor
10 I

RMSD del docking APGEnzima-PLP
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Figura N° 33: Desviacion media cuadratica (RMSD) de la interaccion Apoenzima — Cofactor (PLP).

Se determiné la Desviacion Media Cuadratica (RMSD), mostrada en la figura N° 33 el cual
nos indica el tiempo en el que nuestra estructura alcanza la estabilidad que es a partir de los
5ns con un pico maximo de 9.85nm y se mantiene estable hasta finalizar la Simulacion de

Dindmica Molecular.

RMSF del docking de la Apoenzima con el cofactor
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Figura N° 34: Fluctuacién de la desviacion media cuadratica entre la interaccion de la apoenzima con el

cofactor.
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Luego de haber realizado el RMSD, se hizo el analisis de la fluctuacion de la desviacion
media cuadratica del sistema interactuante (apoenzima - cofactor). En la figura N° 34 se
muestra el RMSF de la estructura interactuante Apoenzima-cofactor, donde se observa
mayor fluctuacion en los residuos 46 y 49 que corresponden a la ASN y PRO con un pico
méaximo de 0.7867 y 0.7718 nm. Los cuales poseen una naturaleza apolar y polar sin carga

respectivamente.

Hydrogen Bonds

hbond del Doc'king dela Apoen'zima con el cofactor PLP ———

Number

0 20000 40000 60000 80000 100000
Time (ps)

Figura N° 35. Numero de puentes de hidrégeno del Docking de la apoenzima con el cofactor PLP.

Luego de obtener nuestra estructura estable se realizd el andlisis de los puentes de
hidrégeno, generando una gréfica que se observa en la figura N° 35, que nos sirve para
evaluar la presencia y estabilidad de los puentes de hidrégeno que se encuentran en la
estructura durante la Dinamica Molecular. EI nimero de puentes de hidrdégeno se mantiene
constante durante la trayectoria en un valor entre 1 y 2 enlaces, en la mayoria de los casos y
un valor entre 4 y 5 enlaces en algunos casos. El reporte de la formacion de estos puentes
de hidrogeno es muy importante debido a que su formacién ayuda a estabilizar la

interaccion entre las moléculas.
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3.5.2. Acoplamiento Molecular de la Enzima - farmaco

Empleando el servidor Hex se realizd6 el Docking de la enzima Quinurenina
Aminotransferasa Il (KAT II) con la estructura del farmaco obteniéndose como resultado
las imagenes que se muestran en la figura N° 36, se muestra al farmaco (3S)-3-amino-1-
hidroxi-3,4-dihidroquinolin-2-(1H)-ona, el cual se une al sitio activo de la enzima (KAT
I1), conformado por LYS 263, ARG 270, ARG 118, TYR 233y TYR 142.

Figura N° 36. Acoplamiento molecular de la enzima KATII con el farmaco 3S)-3-amino-1-hidroxi-3,4-

dihidroquinolin-2-(1H)-ona.

RMSD del docking de la Enzima con el farmaco
10

RMSD del docking Kat M-farmaco

RMSD (nm)
w
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Figura N° 37: Desviacion media cuadratica (RMSD) de la interaccion de la KAT 1l con el Farmaco 3S)-3-

amino-1-hidroxi-3,4-dihidroquinolin-2-(1H)-ona.
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Luego del acoplamiento molecular se hizo una Minimizacion y Dindmica Molecular a la
estructura interactuante, posteriormente se evalud la estabilidad del sistema interactuante
por medio del calculo de la desviacion media cuadratica (RMSD), en la figura N° 37 se
observa que la estructura encuentra su estabilidad a partir de los 5ns con un pico maximo de

9.85nm y se mantiene estable hasta terminar la Dindmica Molecular.

RMSF del docking de la Enzima con el farmaco
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Figura N° 38: Fluctuacion de la desviacion media cuadratica entre la interaccion enzima KATII con el

farmaco 3S)-3-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroquinolin-2-(1H)-ona

Se hizo el andlisis de la fluctuacion de la desviacion media cuadratica del sistema
interactuante (KATII-farmaco) el archivo final obtenido fué ploteado con el programa
gnuplot. En la figura N° 38 se observa el RMSF de la estructura interactuante de la Enzima
con el farmaco, donde se observa menor fluctuacion de los residuos en comparacion con el
RMSF de la enzima, Se obtuvo un pico maximo de 0.7475nm en el residuo final 425

correspondiente al aminoacido LEU, que posee una naturaleza apolar.
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Energia Total del Docking Enzima-farmaco
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Figura N° 39. Energia total de la interaccion de la KAT I con el farmaco.

Se determin0 la energia total de la estructura de la enzima con el farmaco, que se muestra
en la figura N° 39, en el cual se observa que la estabilidad de la estructura interactuante
comienza a partir de 5ps y se mantiene la energia estable hasta finalizar la Dindmica
molecular también es importante dar a conocer que el valor de la energia es negativo y se
aproxima a los -3000000 (KJ/mol).

Hydrogen Bonds

hbond del Docking de la KAT Il unido al farmaco

Number
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Figura N° 40: Formacion de los puentes de hidrégeno del Docking de la KAT 1l con el Farmaco.
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Luego de obtener nuestra estructura estable se realizdé el andlisis de los puentes de
hidrdgeno, generando una gréfica que se observa en la figura N° 40, que nos sirve para
evaluar la presencia y estabilidad de los puentes de hidrégeno que se encuentran en la
estructura durante la Dinamica Molecular. EI nimero de puentes de hidrdégeno se mantiene
constante durante la trayectoria en un valor entre 1y 2 en la mayoria de los casos y un valor
de 4 y 5 en algunos casos. El reporte de la formacion de los puentes de hidrégeno es muy
importante debido a que su formacion ayuda a estabilizar la interaccion entre las moléculas.

Energias Libre de Interaccion
Para el proceso de docking, se calculo la diferencia de energia libre para el proceso de
interacion como reportamos en la tabla 2, tanto para la enzima con el farmaco como para la

apoenzima con el cofactor.

Tabla 2. Valores de la energia de interaccion:

Estructuras Evaluadas Energia libre de Energia libre de
Acoplamiento Acoplamiento
(KJ/mol) (Kcal/mol)
Enzima (KAT I1) - FArmaco -28.344636 -6.77
Apoenzima — Cofactor -34.792308 -8.31

Las energias libres de interaccion de los sistemas evaluados nos indican que los procesos de
acoplamiento son favorables en ambos casos, lo que nos indica que en codiciones naturales

(psiciologicas) estos tipos de interacciones se dan espontaneamente.

3.6. Evaluacion de las propiedades del potencial electrostatico y funcion de

distribucién radial.

3.6.1 Potencial electrostatico de la APOENZIMA - COFACTOR

En la figura N° 41, el sitio activo conformado por la interaccion de la enzima con la
posicion del cofactor mantiene una carga positiva (azul) y también se puede observar que
en las regiones aledafias al sitio activo se observan cargas positivas mas débiles (celestes).
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Figura N° 41: Estructura interactuante del cofactor (PLP) - enzima KAT Il antes de la evaluacién del

potencial electrostatico.

Figura N° 42: Potencial electrostatico de la interaccion del cofactor (PLP) - apoenzima. a). La superficie del
potencial electrostatico de la molécula, muestra cargas positivas de color azul y neutro representadas con
color verde. b) Potencial electrostatico del sitio de interacidn (cofactor-apoenzima), la zona de interaccion de
color azul representa una mayor concentracion de cargas positivas y cargas positivas mas débiles

representadas de color (celeste).
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Figura N° 43: Potencial electrostatico de la interaccion de la enzima con el farmaco luego del Docking. a.)
Estructura obtenida luego del docking. b.) Estructura obtenida luego de la dindmica molecular del docking. El
sitio activo conformado por la interaccion de la enzima con la posicion del cofactor mantiene una carga
positiva (azul) y también se puede observar que en las regiones aledafias al sitio activo se observan cargas

positivas mas débiles (celestes).

3.6.3. Funcion de distribucién radial (RDF) de la interaccion APOENZIMA-
COFACTOR (PLP)

El resultado del RDF que se visualiza en la figura N° 44, muestra la distancia promedio a la
que se encuentra el centro de masa (estable) del cofactor con respecto a la enzima. El
grafico obtenido indica que la distancia dptima de interaccion entre la apoenzima y el

cofactor es de 1.28 nm.
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RDF del docking Apoenzima-PLP
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Figura N° 44. Funcion de distribucidn radial de la interaccion cofactor- Apoenzima.

3.6.4 Funcion de distribucion radial (RDF) de la interaccion ENZIMA-FARMACO

El resultado del RDF que se visualiza en la figura N° 45, muestra la distancia promedio a la
que se encuentra el centro de masa (estable) del farmaco con respecto a la KAT 1l unida a
su cofactor (PLP). El grafico obtenido indica que la distancia 6ptima de interaccion entre la
enzima KAT Il y el farmaco es de 1.468 nm.

RDF del docking Enzima-farmaco
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Figura N° 45: Funcion de distribucion radial de la interaccion de la enzima KAT Il con el farmaco.
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Conclusiones

1. Se optimizaron las estructuras del farmaco ((3S)-3-amino-1-hidroxi-3,4-
dihidroquinolin-2-(1H)-ona) y el cofactor (piridoxal-5-fosfato), empleando métodos
de mecénica cuantica (TFD). Adicionalmente, se construyeron los campos de fuerza
para ambas estructuras y se utilizé las cargas de Hirshfeld correspondiente a cada

molécula.

2. Obtuvimos la estructura completa de la KAT-II, con la denominacion 5EUN.pdb que
contenia la estructura de la KAT Il unida a su cofactor, la cual fue trabajada de dos
formas por métodos de mecanica molecular: en su forma inactiva (apoenzima) y en

forma activa (apoenzima unida a su cofactor).

3. Logramos obtener las estructuras moleculares de la apoenzima y la enzima KAT II, en
la region de equilibrio, realizando la minimizacion y simulacion de dindmica
molecular.

4. A través de técnicas de acoplamiento “Docking”, obtuvimos los sitios de unién
Optimos entre los ligandos y la enzima, generando dos estructuras cuaternarias
Apoenzima-cofactor y Enzima- farmaco, las energias libres de interaccion fueron de -
34.7923 kJ/mol y de -28.3446 kJ/mol respectivamente.

5. Se estabilizaron los sistemas interactuantes por medio de la Simulacién de dindmica
molecular, y a su vez fueron evaluados por medio del célculo de la desviacion media
cuadrética (RMSD).

6. Mediante aproximaciones de tipo APBS, se calculd el potencial electrostatico en la
estructura formada luego de la interaccion de la apoenzima con el cofactor, asi como

de la enzima con el farmaco.

7. Mediante la Funcion de Distribucion Radial (FDR), determinamos que la distancia
Optima de interaccion entre la apoenzima y el cofactor es de 3.5 A, mientras que para
el caso de la enzima y el farmaco es de 3.0A. Adicionalmente, en los graficos de

Ramachandran, logramos observar, que tenemos una estructura en su fase activa.
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ANEXOS

ANEXO Al: Datos para la estructura del farmaco, ((3S)-3-amino-1-hidroxi-3,4-
dihidroquinolin-2-(1H)-ona).

Archivo aminoacid.rtp
; New All atom (3S) AHDO model, DvdS, 02/03/2016

; Use at your own risk!

[AHD ]

[ atoms ]

CQO0  opls_966 0.0462
CQl opls 967 -0.0146
CQ2 opls_968 -0.0490
CQ3  opls_969 -0.0552

CQ4  opls_970 -0.0453
CQ5 opls_ 971 -0.0527
HQ opls_972 0.0542
HQ1 opls_973 0.0529
HQ2 opls_974 0.0556
HQ3  opls_975 0.0569
NQ1 opls_976 -0.0074
CQ6 opls 977 0.1649
CQ7 opls_978 0.0312
CQ8 opls_979 -0.0579
OQ1 opls_980 -0.1715
HQ4  opls_981 0.1677
0Q2 opls_982 -0.3262
NQ2 opls_983 -0.2456
HQ5 opls_984 0.0608
HQ6  opls_985 0.1110
HQ7  opls_986 0.1208
HQ8  opls_987 0.0524
HQ9 opls_988 0.0508

- ~ +~ ~ P +~~ = R 2 P P P P P PP PR R R, R

[ bonds ]
CQO0 CQ1l
CQ1l CQ2
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cQ2 cQ3
co3 Co4
co4  CQ5
co5 CQO
cO2 HQ
CcQ3 HO1
co4 HO2
co5 HO3
CQo NQ1
co6  NO1
co6 co7
co7 co8
co8 co1l
NQ1 001
001 HQ4
CQ6 0Q2
cQ7 NQ2
cQ7 HQS
NQ2 HQO6
NQ2  HQ7
cQ8 HO8
cQ8 HO9

Archivo ffbonded.itp

[ angle-types ]

col CQ0 CQ5
col CQ0 NQ1
CQ5 CQ0 NQ1
CQO Col CQ2
CQ0 CQol CcQ8
CQ2 Col CcQ8
Ccol CcQ2 CcQ3
Ccol CcQ2 HOQ
CQ3 CQ2 HO
CQ2 CQ3 Co4
CQ2 CQ3 HQO1
Cco4 CQ3 HQO1

121.618 585.760 ; AHD
116.908 313.800 ; AHD
121.474 SeBRESI0I0 ; AHD
118.249 Syef oL o1l ; AHD
118.104 Dl 010 ; AHD
123.615 585.760 ; AHD
120.935 585.760 ; AHD
1Lk ©) 72 292.880 ; AHD
120.089 29ZNGIEl0 ; AHD
119.734 SISEIWICT ; AHD
11O w098 292.880 ; AHD
120.267 292.880 ; AHD

CQ3 Cco4 CQ5 120.478 585.760 ; AHD
CQ3 Cco4 HQ2 120.117 292.880 ; AHD
CQ5 Cco4 HQ2 119.403 292.880 ; AHD
CQO0 CQ5 Cco4 118.970 585.760 ; AHD

CQ0 CQ5 HQ3
Cco4 CQ5 HQ3
CQO NQ1 CQ6
CQO NQ1 001
CQ6 NQ1 001
NQ1 CQ6 CcQ7
NQ1 CQ6 002
CcQ7 CQ6 002
CQ6 CQ7 cQs8

119.607 292.880 ; AHD
121.423 292.880 ; AHD
126.763 418.400 ; AHD
116.281 384.928 ; AHD
116.153 384.928 ; AHD
115.853 585.760 ; AHD
119.340 669.440 ; AHD
124.709 669.440 ; AHD
110.216 585.760 ; AHD

PR RPRPRRPRRPRRRRRPRPRERRERERERRRRERERRRRE
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111.101 313.800
106.450 292.880
110.732 313.800
109.994 292.880
108.235 292.880
111.730 585.760
110.838 292.880
109.118 292.880
108.870 292.880
108.660 292.880
107.509 276.144
102.073 410.032
115.098 251.040
115.137 251.040
112.610 364.845

CQ6 CQ7 NQ2
CQ6 CcQ7 HQ5
CQos8 CcQ7 NQ2
Ccos8 CcQ7 HQ5
NQ2 CQ7 HQ5
col CQo8 CQ7
co1l Cco8 HOS8
co1l Cco8 HQ9
CcQ7 Cco8 HOS8
CcQ7 Cco8 HQO9
HOS8 Cco8 HQ9
NQ1 001 HO4
CcQ7 NQ2 HO6
CQ7 NQ2 HQ7
HO6 NQ2 HQ7

FRPRPRPRRRRRRRRRRRPRP
ol ~e e S me Ne we e we me Ne we e~
e
ja sy
w)

ANEXO A2: Datos para la estructura del cofactor
Archivo aminoacid.rtp
; Use at your own risk!
[COF]
[ atoms ]

HJ4  opls_978 0.152
CJ6  opls_979 0.176
0J1  opls_980 -0.199
HJ5  opls_981 0.076
CJ7  opls_982 0.032
HJ6  opls_983 0.053

CJ opls_966 0.080 1
CJ1  opls_967 0.045 1
CJ2  opls_968 -0.004 1
CJ3  opls_969 0.108 1
CJ4  opls_970 0.084 1
NJO  opls_971 0.007 1
HJO  opls 972 0079 1
CJ5  opls_973 -0.082 1
HJ1  opls_974 0.068 1
HJ2  opls_975 0.064 1
HJ3  opls_976 0.056 1
0OJ0  opls_977 -0.188 1
1
1
1
1
1
1
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HJ7  opls 984 0.055 1
0J2  opls_985 -0.261 1
PJO  opls_986 0516 1
0J3  opls_987 -0318 1
0J4  opls_988 -0478 1
0J5 opls_989 -0487 1
HJ8  opls_990 0184 1
HJ9  opls_991 0182 1
[ bonds ]

cJ cJl

cJ1 cJ2

cJ2 cJ3

cJ3 cJ4

CcJ4 NJO

NJO €

cJ HJO

cJ1 cJ7

cJ2 cJ6

cJ3 0J0

0J0 HJ4

CJ4 CcJs

NJO HJ8

cJs HJ1

cJs HJ2

CcJ5 HJ3

cJ6 0J1

cJ6 HJ5

cJ7 HJ6

cJ7 HJ7

cJ7 0J2

0J2 PJO

PJO 0J4

PJO 0J5

PJO 0J3

0J3 HJ9

Archivo ffbonded.itp

[ angle-types ]

CcJ cJl CJ2 1 117.740 292.880 ; COF
CcJ cJl CJ7 1 117.795 292.880 ; COF
CJ2 CJl CJ7 1 124.458 276.144 ; COF
CJl CJ2 CJ3 1 120.371 527.184 ; COF
CJl CJ2 CJe 1 121.133 292.880 ; COF
CJ3 CJ2 CJe 1 118.457 292.880 ; COF
CJ2 CJ3 cJg4 1 119.806 292.880 ; COF
CJ2 CJ3 0J0 1 123.416 292.880 ; COF
cJ4 CJ3 0J0 1 116.777 276.144 ; COF
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CcJ3 cJ4 NJO 1 116.630 527.184 ; COF
CcJ3 CcJ4 CcJ5 1 122.998 292.880 ; COF
NJO CcJ4 CcJ5 1 120.372 292.880 ; COF
cJ4 NJO HJS8 1 117.215 292.880 ; COF
cJ4 cJs5 HJ1 1 110.268 292.880 ; COF
CcJ4 CJb HJ2 1 110.506 276.144 ; COF
CcJ4 CcJ5 HJ3 1 111.400 527.184 ; COF
HJ1 CcJ5 HJ2 1 107.073 292.880 ; COF
HJ1 cJs5 HJ3 1 108.603 292.880 ; COF
HJ2 cJs5 HJ3 1 108.866 292.880 ; COF
CcJ3 0J0 HJ4 1 108.268 292.880 ; COF
CcJ2 CcJo6 0J1 1 122.570 292.880 ; COF
CcJ2 cJe6 HJS5 1 117.620 527.184 ; COF
0J1 CcJe6 HJ5 1 119.809 669.440 ; COF
CcJl cJ7 HJ6 1 109.127 292.880 ; COF
CcJ1l cJ7 HJ7 1 108.467 669.440 ; COF
CcJl cJd7 0Jd2 1 112.227 292.880 ; COF
HJ6 cJd7 HJ7 1 108.157 292.880 ; COF
HJ6 cJ7 0J2 1 IR 669.440 ; COF
HJ7 cJ7 0J2 1 111.494 418.400 ; COF
CcJd7 0J2 PJO s 116.945 292.880 ; COF
0J2 PJO 0J3 1l 96.775 292.880 ; COF
0J2 PJO 0J4 ) 108.910 292.880 ® « SO
0J2 PJO 0J5 J 103.325 292.880 Tl O
0J3 PJO 0J4 ilk 109.006 292.880 W@
0J3 PJO 0J5 1 106.798 376.560 > C Ol
0J4 PJO 0J5 1 127.631 292.880 ; COF
PJO 0J3 HJ9 1 108.544 376.560 ; "GOR
CJl CcJ NJO il 119.594 527.184 I O
CJl CJd HJO 1 122.818 292.880 ; IC@E
NJO CcJ HJO 1 117.484 292.880 ; COF
cJd NJO CAl4 1 125.796 585.760 o COl
cJd NJO HJS8 1 116.915 292.880 ; COF
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ANEXO A3: Archivo .pdb de la estructura de la enzima KAT 11,

TITLE Average structure

REMARK THIS IS A SIMULATION BOX 1

MODEL 1

ATOM 4071 N SER 260 73.915 70.987 69.052 1.00 0.00
ATOM 4072 H SER 260 74.255 70.827 69.992 1.00 0.00
ATOM 4073 CA SER 260 73.855 72.357 68.612 1.00 0.00
ATOM 4074 HA SER 260 73.255 72.477 67.712 1.00 0.00
ATOM 4075 CB SER 260 73.215 73.087 69.802 1.00 0.00
ATOM 4076 HB1 SER 260 72.145 73.167 69.652 1.00 0.00
ATOM 4077 HB2 SER 260 73.495 72.637 70.752 1.00 0.00
ATOM 4078 0OG SER 260 73.475 74.407 70.092 1.00 0.00
ATOM 4079 HG SER 260 72.965 74.457 70.892 1.00 0.00
ATOM 4080 C SER 260 75.265 72.877 68.362 1.00 0.00
ATOM 4081 O SER 260 76.255 72.387 68.922 1.00 0.00
ATOM 4082 N PHE 261 75.345 73.897 67.512 1.00 0.00
ATOM 4083 H PHE 261 74.535 74.177 66.972 1.00 0.00
ATOM 4084 CA PHE 261 76.575 74.557 67.172 1.00 0.00
ATOM 4085 HA PHE 261 77.245  74.397 68.002 1.00 0.00
ATOM 4086 CB PHE 261 77.045 73.957 65.872 1.00 0.00
ATOM 4087 HB1 PHE 261 76.695 72.937 65.762 1.00 0.00
ATOM 4088 HB2 PHE 261 76.675 74.547 65.032 1.00 0.00
ATOM 4089 CG PHE 261 78.515 73.887 65.682 1.00 0.00
ATOM 4090 CD1 PHE 261 79.445 74.147 66.692 1.00 0.00
ATOM 4091 HD1 PHE 261 79.165 74.427 67.682 1.00 0.00
ATOM 4092 CD2 PHE 261 78.925 73.407 64.452 1.00 0.00
ATOM 4093 HD2 PHE 261 78.175 73.097 63.752 1.00 0.00
ATOM 4094 CEl1l PHE 261 80.815 74.057 66.412 1.00 0.00
ATOM 4095 HE1l PHE 261 81.545 74.327 67.162 1.00 0.00
ATOM 4096 CE2 PHE 261 80.285 73.277 64.182 1.00 0.00
ATOM 4097 HE2 PHE 261 80.555 72.857 63.242 1.00 0.00
ATOM 4098 CZ PHE 261 81.235 73.617 65.172 1.00 0.00
ATOM 4099 HZ PHE 261 82.285 73.457 65.062 1.00 0.00
ATOM 4100 C PHE 261 76.395 76.047 67.092 1.00 0.00
ATOM 4101 O PHE 261 76.725 76.707 66.102 1.00 0.00
ATOM 4102 N SER 262 75.785 76.567 68.132 1.00 0.00
ATOM 4103 H SER 262 75.455 75.947 68.862 1.00 0.00
ATOM 4104 CA SER 262 75.315 77.917 68.132 1.00 0.00
ATOM 4105 HA SER 262 75.815 78.497 67.342 1.00 0.00
ATOM 4106 CB SER 262 73.845 77.857 67.682 1.00 0.00
ATOM 4107 HB1 SER 262 73.755 78.587 66.892 1.00 0.00
ATOM 4108 HB2 SER 262 73.565 76.857 67.372 1.00 0.00
ATOM 4109 0OG SER 262 72.715 78.167 68.392 1.00 0.00
ATOM 4110 HG SER 262 72.085 78.027 67.692 1.00 0.00
ATOM 4111 C SER 262 75.895 78.587 69.352 1.00 0.00
ATOM 4112 O SER 262 77.115 78.667 69.402 1.00 0.00
ATOM 4113 N LLP 263 75.085 79.017 70.322 1.00 0.00
ATOM 4114 H LLP 263 74.125 78.827 70.102 1.00 0.00
ATOM 4115 CA LLP 263 75.355 79.627 71.562 1.00 0.00
ATOM 4116 HA LLP 263 74.685 80.497 71.582 1.00 0.00
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ATOM 4117 CB LLP 263 75.145 78.757 72.682 1.00 0.00
ATOM 4118 HB1 LLP 263 75.835 77.917 72.7%92 1.00 0.00
ATOM 4119 HB2 LLP 263 75.195 79.367 73.582 1.00 0.00
ATOM 4120 CG LLP 263 73.835 78.067 72.712 1.00 0.00
ATOM 4121 HG1 LLP 263 73.125 78.757 73.152 1.00 0.00
ATOM 4122 HG2 LLP 263 73.595 77.787 71.692 1.00 0.00
ATOM 4123 CD LLP 263 73.775 T76.767 T73.462 1.00 0.00
ATOM 4124 HD1 LLP 263 74.565 76.057 73.192 1.00 0.00
ATOM 4125 HD2 LLP 263 73.745 76.987 T74.522 1.00 0.00
ATOM 4126 CE LLP 263 72.525 76.027 73.192 1.00 0.00
ATOM 4127 HE1l LLP 263 72.705 75.107 72.652 1.00 0.00
ATOM 4128 HE2 LLP 263 71.945 75.907 74.112 1.00 0.00
ATOM 4129 NzO LLP 263 71.655 76.777 72.382 1.00 0.00
ATOM 4130 C LLP 263 76.805 80.067 71.712 1.00 0.00
ATOM 4131 O LLP 263 77.165 81.207 71.402 1.00 0.00
ATOM 4132 CKO LLP 263 68.755 77.297 72.622 1.00 0.00
ATOM 4133 CLO LLP 263 69.585 76.917 71.572 1.00 0.00
ATOM 4134 CNO LLP 263 69.085 76.507 70.372 1.00 0.00
ATOM 4135 CPO LLP 263 67.735 76.537 70.162 1.00 0.00
ATOM 4136 HP LLP 263 67.365 76.277 69.182 1.00 0.00
ATOM 4137 NQ LLP 263 66.955 77.027 71.132 1.00 0.00
ATOM 4138 CJ0 LLP 263 67.385 77.337 72.372 1.00 0.00
ATOM 4139 CL1 LLP 263 70.625 76.097 71.982 1.00 0.00
ATOM 4140 HL LLP 263 70.325 75.187 72.482 1.00 0.00
ATOM 4141 CN1 LLP 263 69.905 75.727 69.412 1.00 0.00
ATOM 4142 HN1 LLP 208 69.475 74.707 69.412 1.00 0.00
ATOM 4143 HN2 LLP 263 70.985 75.787 69.582 1.00 0.00
ATOM 4144 0Z4 LLP 263 69.795 76.417 68.262 1.00 0.00
ATOM 4145 CJl LLP 263 66.455 77.877 73.372 1.00 0.00
ATOM 4146 OK6 LLP 203, 69.225 77.587 73.842 1.00 0.00
ATOM 4147 PZ LLP 2465 70.025 75.327 66.982 1.00 0.00
ATOM 4148 0z1 LLP 263 68.585 75.317 66.562 1.00 0.00
ATOM 4149 0zZ2 LLP 263 70.965 74.217 67.262 1.00 0.00
ATOM 4150 0zZ3 LLP 263 70.905 76.497 66.262 1.00 0.00
ATOM 4151 N ILE 264 77.675 79.187 72.222 1.00 0.00
ATOM 4152 H ILE 264 77.335 78.257 72.432 1.00 0.00
ATOM 4153 CA ILE 264 79.025 79.487 72.672 1.00 0.00
ATOM 4154 HA ILE 264 78.975 80.357 73.322 1.00 0.00
ATOM 4155 CB ILE 264 79.565 78.237 73.362 1.00 0.00
ATOM 4156 HB ILE 264 80.615 78.397 73.612 1.00 0.00
ATOM 4157 CG1 ILE 264 79.465 77.067 72.372 1.00 0.00
ATOM 4158 1HG1l ILE 264 78.445 76.937 72.012 1.00 0.00
ATOM 4159 2HG1 ILE 264 80.175 77.247 71.582 1.00 0.00
ATOM 4160 CG2 ILE 264 78.785 78.027 74.652 1.00 0.00
ATOM 4161 1HG2 ILE 264 79.195 77.197 75.222 1.00 0.00
ATOM 4162 2HG2 ILE 264 78.865 78.937 75.252 1.00 0.00
ATOM 4163 3HG2 ILE 264 77.735 77.847 74.452 1.00 0.00
ATOM 4164 CD 1ILE 264 79.825 75.707 72.782 1.00 0.00
ATOM 4165 HD1 ILE 264 79.675 75.147 71.852 1.00 0.00
ATOM 4166 HDZ ILE 264 80.865 75.687 73.102 1.00 0.00
ATOM 4167 HD3 ILE 264 79.105 75.407 73.522 1.00 0.00
ATOM 4168 C ILE 264 79.965 79.817 71.542 1.00 0.00
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ATOM 4169 O ILE 264 81.125 80.157 71.752 1.00 0.00
ATOM 4170 N ILE 265 79.505 79.567 70.332 1.00 0.00
ATOM 4171 H ILE 265 78.575 79.157 70.222 1.00 0.00
ATOM 4172 CA ILE 265 80.245 79.877 69.162 1.00 0.00
ATOM 4173 HA 1ILE 265 81.305 79.907 69.362 1.00 0.00
ATOM 4174 CB ILE 265 79.975 78.807 68.132 1.00 0.00
ATOM 4175 HB ILE 265 78.915 78.707 67.882 1.00 0.00
ATOM 4176 CGl1 ILE 265 80.485 77.577 68.852 1.00 0.00
ATOM 4177 1HG1 ILE 265 81.485 77.707 69.252 1.00 0.00
ATOM 4178 2HG1 ILE 265 79.755 77.257 69.592 1.00 0.00
ATOM 4179 CG2 ILE 265 80.705 79.077 66.822 1.00 0.00
ATOM 4180 1HGZ ILE 265 80.505 78.277 66.112 1.00 0.00
ATOM 4181 2HG2Z ILE 265 80.355 80.007 66.392 1.00 0.00
ATOM 4182 3HG2 ILE 265 81.775 79.137 67.032 1.00 0.00
ATOM 4183 CD ILE 265 80.585 76.427 68.022 1.00 0.00
ATOM 4184 HD1 ILE 265 80.855 75.627 68.722 1.00 0.00
ATOM 4185 HD2 ILE 265 79.575 76.367 67.622 1.00 0.00
ATOM 4186 HD3 ILE 265 81.325 76.547 67.242 1.00 0.00
ATOM 4187 C ILE 265 79.795 81.227 68.712 1.00 0.00
ATOM 4188 O ILE 265 80.615 82.137 68.582 1.00 0.00
ATOM 4189 N SER 266 78.495 81.347 68.492 1.00 0.00
ATOM 4190 H SER 266 77.875 80.577 68.682 1.00 0.00
ATOM 4191 CA SER 266 77.905 82.607 68.152 1.00 0.00
ATOM 4192 HA SER 266 78.335 83.367 68.802 1.00 0.00
ATOM 4193 CB SER 266 78.205 82.927 66.682 1.00 0.00
ATOM 4194 HB1 SER 266 79.285 82.957 66.522 1.00 0.00
ATOM 4195 HB2 SER 266 77.805 82.127 66.072 1.00 0.00
ATOM 4196 OG SER 266 77.595 84.117 66.222 1.00 0.00
ATOM 4197 HG SER 266 77.955 84.287 65.372 1.00 0.00
ATOM 41 8" 4@ SER 266 76.425 82.477 68.412 1.00 0.00
ATOM 4199 O SER 266 75.775 81.537 67.932 1.00 0.00
ATOM 4200 N SER 267 75.885 83.467 69.092 1.00 0.00
ATOM 4201 H SER 267 76.485 84.197 69.492 1.00 0.00
ATOM 4202 CA SER 267 74.475 83.567 69.382 1.00 0.00
ATOM 4203 HA SER 267 74.115 82.577 69.662 1.00 0.00
ATOM 4204 CB SER 267 74.315 84.547 70.542 1.00 0.00
ATOM 4205 HB1 SER 267 73.275 84.827 70.662 1.00 0.00
ATOM 4206 HBZ SER 267 74.665 84.087 71.472 1.00 0.00
ATOM 4207 OG SER e 74.985 85.767 70.362 1.00 0.00
ATOM 4208 HG SER 267 74.945 86.177 71.222 1.00 0.00
ATOM 4209 C SER 267 73.605 84.017 68.202 1.00 0.00
ATOM 4210 O SER 267 72.405 84.227 68.372 1.00 0.00
ATOM 4211 N GLY 268 74.165 84.137 66.992 1.00 0.00
ATOM 4212 H GLY 268 75.145 83.897 66.892 1.00 0.00
ATOM 4213 CA GLY 268 73.395 84.557 65.822 1.00 0.00
ATOM 4214 HA1l GLY 268 72.355 84.777 66.062 1.00 0.00
ATOM 4215 HA2 GLY 268 73.845 85.477 65.432 1.00 0.00
ATOM 4216 C GLY 268 73.375 83.487 64.742 1.00 0.00
ATOM 4217 O GLY 268 72.695 83.647 63.732 1.00 0.00
ATOM 4218 N LEU 269 74.095 82.397 64.972 1.00 0.00
ATOM 4219 H LEU 269 74.545 82.297 65.872 1.00 0.00
ATOM 4220 CA LEU 269 74.045 81.227 64.132 1.00 0.00
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ATOM 4221 HA LEU 269 73.825 81.497 63.102 1.00 0.00
ATOM 4222 CB LEU 269 75.345 80.447 64.292 1.00 0.00
ATOM 4223 HB1 LEU 269 75.675 80.527 65.332 1.00 0.00
ATOM 4224 HB2 LEU 269 75.235 79.377 64.072 1.00 0.00
ATOM 4225 CG LEU 269 76.435 81.057 63.452 1.00 0.00
ATOM 4226 HG LEU 269 76.445 82.107 63.722 1.00 0.00
ATOM 4227 CD1 LEU 269 77.745 80.367 63.732 1.00 0.00
ATOM 4228 1HD1 LEU 269 78.525 80.787 63.102 1.00 0.00
ATOM 4229 2HD1 LEU 269 78.025 80.537 64.762 1.00 0.00
ATOM 4230 3HD1 LEU 269 77.655 79.297 63.522 1.00 0.00
ATOM 4231 CD2 LEU 269 76.305 80.907 61.952 1.00 0.00
ATOM 4232 1HD2 LEU 269 77.195 81.357 61.512 1.00 0.00
ATOM 4233 2HD2 LEU 269 76.265 79.857 61.672 1.00 0.00
ATOM 4234 3HD2 LEU 269 75.455 81.467 61.572 1.00 0.00
ATOM 4235 C LEU 269 72.965 80.307 64.632 1.00 0.00
ATOM 4236 O LEU 269 72.625 80.267 65.812 1.00 0.00
ATOM 4237 N ARG 270 72.455 79.537 63.682 1.00 0.00
ATOM 4238 H ARG 270 72.665 79.727 62.722 1.00 0.00
ATOM 4239 CA ARG 270 O e S JOYS) 63.912 1.00 0.00
ATOM 4240 HA ARG 2 0 ALA555 ST A% 64.972 1.00 0.00
ATOM 4241 CB ARG 270 70 SI05] 5 TR ™ 63.502 1.00 0.00
ATOM 4242 HB1 ARG 270 B (0N EREH 4 S (s /] 63.262 1.00 0.00
ATOM 4243 HB2 ARG 270 69.605 78.567 62.742 1.00 0.00
ATOM 4244 CG ARG 270 69.435 78.947 64.732 1.00 0.00
ATOM 4245 HG1 ARG 270 69.415 77.907 65.032 1.00 0.00
ATOM 4246 HG2 ARG 270 69.935 79.587 65.482 1.00 0.00
ATOM 4247 CD ARG 270 68.075 79.317 64.402 1.00 0.00
ATOM 4248 HD1 ARG 2 0 Oalaexo 2450 SlAEs027/ 63.592 1.00 0.00
ATOM 4249 HD2 ARG 270 67.415 78.457 64 .542 1.00 0.00
ATOM 4250 NE ARG 270 67.805 80.207 65.402 1.00 0.00
ATOM 4251 HE ARG 210) 68.585 80.817 65.662 1.00 0.00
ATOM 4252 CZ ARG 270 66.585 80.207 65.802 1.00 0.00
ATOM 4253 NH1 ARG ZH0) Gomes N5 R ACR/ 8 65.362 1.00 0.00
ATOM 4254 1HH1 ARG 270 65.825 78.907 64.902 1.00 0.00
ATOM 4255 2HH1 ARG 270 G5 alkeye) O3 65.232 1.00 0.00
ATOM 4256 NH2 ARG 270 65.915 80.967 66.442 1.00 0.00
ATOM 4257 1HH? ARG 270 66.425 81.817 66.272 1.00 0.00
ATOM 4258 2HH? ARG 270 65.095 80.437 66.042 1.00 0.00
ATOM 4259 C ARG pd o) Thind L5 5 WjRSjR—eT | 63.162 1.00 0.00
ATOM 4260 O ARG 270 71.135 76.967 62.152 1.00 0.00
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ANEXO N° 04: Archivo de minimizacién, los sistemas.

title = Minimizacion
cpp = /lib/cpp
include =-l../ltop
define =
integrator = steep
nsteps = 500000000
nstcomm =1

emtol =10
emstep =0.01
nstcgsteep = 1000
nstxout =10
nstvout =10
nstfout =0
nstlog =1000
nstenergy = 1000
nstxtcout =1
nbfgscorr =10
xtc-precision = 1000
xtc-grps =
energygrps -
cutoff-scheme = Verlet
nstlist =10
ns-type =grid
pbc = Xyz

optimize-fft  =yes
fourierspacing = 0.3
DispCorr = Ener
constraints =none

coulombtype =PME

rlist =0.9
rcoulomb =09
vdwtype = Cut-off
rvdw =09
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pme-order =
ewald-rtol =1le-5
rgbradii =0.9

;implicit_solvent= none

ANEXO A5: Archivo para la dindmica molecular, para todos los sistemas.

title = Dinamica Molecular NVT

cpp = /lib/cpp
include =-l../ltop
integrator =md

dt =0.001
nsteps =100
nstxout =1000
nstvout =1000
nstlog =1000
nstenergy = 1000
nstxout-compressed= 1000
xtc-grps =
energygrps =

nstlist =20
ns-type =grid
fourierspacing = 0.30
pme-order =4
ewald-rtol  =1e-5
pbc = Xyz
tcoupl = nose-hoover
tc-grps = system
tau-t =05
ref-t = 309.65
gen-vel = yes
gen-seed = 173529
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constraints = none
cutoff-scheme = verlet
coulombtype =PME

rlist =09
rcoulomb =09
vdwtype = Cut-off
rvdw =09
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