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INTRODUCCION

Las enfermedades mentales son poco estudiadas, aunque es innegable reconocer que
hay avances médicos de gran magnitud en su estudio, la ignorancia de estas
enfermedades en el comin de la gente, hace que se aun mas dificil diagnosticarlas y a
esto se suma el prejuicio.

Una de estas enfermedades es la Esquizofrenia la cual es materia de estudio de la
presente tesis, que si bien se conoce algo de ella, es sobre todo por los sintomas
negativos que presenta, para aclarar es el comportamiento desorganizado de la persona
y claro por lo que se les denomina coloquialmente como locos; pero tristemente es en
esta etapa cuando recién y con suerte del que lo padece se les lleva al médico para su
tardio diagnostico, esto hace a la esquizofrenia ain mas paradigmatica por el hecho de
que es en la edad temprana de la persona cuando ya padece de esquizofrenia, pero como
aparentemente no presenta sintomas visuales no la diagnostican y esta avanza.

Si bien es cierto hay medicamentos para la enfermedad, pero hay que recalcar que solo
tapan los sintomas visuales 0 negativos; no es hasta el siglo pasado que aparecen los
medicamentos para la esquizofrenia, tras un duro camino de busqueda y pruebas
inhumanas se llega al primer medicamento, basado en un antihistaminico. La ruta
bioguimica propuesta y que aun trasciende es la de la Via dopaminérgica, los
medicamentos hecho hasta el dia de hoy son basados y modificados para esta via.
Siguiendo la linea de la historia, una de las corporaciones mas grandes de disefio y
creacion de nuevos farmacos como es Pfizer , presto bastante interés en la Esquizofrenia
tanto asi que el Director crea una guia para la esquizofrenia en Espafia ; no solo eso sino
que disefia los primeros farmacos hace pocos afios atras evocados a una ruta bioquimica
diferente a la ya conocida, esta ruta es la Via Glutamatérgica, esta via al comienzo era
prometedora, pero Pfizer no imaginaba cuan cerca estaba de hallar un farmaco que
realmente sea eficaz en curar la esquizofrenia, ya que uno de los mayores desafios son

los efectos secundarios causados por los farmacos.
\%
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Pfizer crea la primera patente que inhibe a la enzima quinurenina aminotransferasa Il
(KAT-II) siendo esta la enzima que desencadena los estragos que causan la
esquizofrenia, esta teoria de la Via Glutamatérgica y KAT-II, toma més fuerza y sentido
en los ultimos afios cuando descubren que varios genes de la esquizofrenia se
encuentran presentes en esta via; hasta este afio Pfizer ya tiene la tercera generacion de
farmacos para esta via en prueba.

Por esto el Centro de Investigacion en Ingenieria Molecular (CIIM) disefia nuevas
isoformas de este farmaco con distintos sustituyentes en mecanica cuantica, los cuales
se trabajaran para adaptarlos en mecanica molecular, para evaluar la energética al
acoplarse estas isoformas a la enzima KAT-II, haciendo una simulacién en computador.
Todo esto se realizé por medio de bioinformatica una rama de la ciencia que nos
permite indagar ain mas alla de los electrones, pudiendo no solo visualizar, sino que

también recrear sucesos corporales tan pequefo, y asi poderlo estudiar.
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RESUMEN

En el presente estudio se pudo analizar la naturaleza de la interaccion entre la
quinurenina amino transferasa Il (KAT-Il) y 16 potenciales farmacos, logrando en
primer término la generacién de campos de fuerza necesarios para el inicio del estudio
en farmacos, mediante adaptacion al potencial tipo OPLSAA. Asi mismo, tanto la
proteina como los farmacos, fueron estabilizados mediante simulaciones de dinamica
molecular, logrando determinar sus estructuras promedio en las zonas de equilibrio de
las dindmicas moleculares en un ensamble canénico (NVT). El acoplamiento entre la
KAT-I1y los 16 farmacos y su posterior simulacion de dindmica molecular, nos mostréd
que el farmaco, aunque reacciona directamente con el PLP, requiere de un ambiente
adecuado para que la reaccion se produzca, y ese ambiente en mayor o menor grado
dependera de los aminoacidos més cercanos, luego de evaluar los aminoacidos mas
cercanos se puede presumir que tienen comportamiento de enlaces reversibles,

aunque los hallazgos se prestan para futuros estudios.

Palabras clave: Quinurenina aminotransferasa dos (KAT-II), Piridoxal-5-fosfato

(PLP), Potencial optimizado para simulaciones liquidas (OPLS).
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ABSTRACT

In the present study it was possible to analyze the nature of the interaction between
kinurenine amino transferase 11 (KAT-II) and 16 potential drugs, achieving in the first
place the generation of force fields necessary for the initiation of the study in drugs, by
adapting to the Potential type OPLSAA. Likewise, both the protein and the drugs were
stabilized by means of simulations of molecular dynamics, being able to determine their
average structures in the equilibrium zones of the molecular dynamics in a canonical
assembly (NVT). The coupling between the KAT-Il and the 16 drugs and their
subsequent simulation of molecular dynamics, showed us that the drug, although it
reacts directly with the PLP, requires an adequate environment for the reaction to occur,
and that environment in greater or lesser degree will depend on the nearest amino acids,
after evaluating the closest amino acids it can be presumed that they have reversible

linkage behavior, although the findings lend themselves to future studies.

Keywords: Quinurenine aminotransferase two (KAT-I11), Pyridoxal-5-phosphate (PLP),
Potential optimized for liquid simulations (OPLS).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar las propiedades relacionadas a la interaccion farmaco receptor KAT-IIl y 3-
amino-1-hidroxi-3,4-dihidroxiquinolin-2-(1H)-ona y sus 17 derivados.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Buscar la estructura de la quinurenina aminotransferasa Il (KAT-1I) mas
completa, adaptar los 16 derivados de la 3-amino-1-hidroxi-3,4-
dihidroxiquinolin-2-(1H)-ona de mecénica cuéntica a mecanica molecular.

2. Optimizar la geometria de la estructura (KAT-II) y los 16 derivados de la 3-
amino-1-hidroxi-3,4-dihidroxiquinolin-2-(1H)-ona en un formato .pdb.

3. Llevar al equilibrio cada sistema haciendo una minimizacion de sus energias y
realizando una dinamica molecular.

4. Realizar un acoplamiento del receptor (KAT-1I) y los 16 derivados de la 3-
amino-1-hidroxi-3,4-dihidroxiquinolin-2-(1H)-ona, cada sistema en estado de
equilibrio.
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HIPOTESIS

Mediante el uso de la Mecénica Molecular aplicado a sistemas bioldgicos es factible
determinar las propiedades intrinsecas de la interaccion farmaco - ligando entra la
quinurenina aminotransferasa Il (KAT-Il) y el farmaco 3-amino-1-hidroxi-3,4-
dihidroxiquinolin-2-(1H)-ona y sus 16 derivados.
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CAPITULO |

Marco Teorico

1.1 Enfermedades Mentales

Segun los datos estadisticos que nos brinda la OMS (Organizacion Mundial De La
Salud) que son cifras alarmantes, nos dice que el 25% de la poblacion mundial sufre de
enfermedades mentales las cuales se presentan en cualquier etapa de la vida sean nifios,
jovenes o adultos." Las enfermedades mentales mas frecuentes son la psicosis, el
autismo, el estrés, la depresion, trastornos de desarrollo, bipolaridad, esquizofrenia.?

El trastorno bipolar y la esquizofrenia son enfermedades mentales consideradas de
gravedad, por su compleja sintomatologia y aparicion, hace que sea de dificil
diagndstico y aun peor es dificil su control farmacolégico que dificulta ain mas su

cura.’

1.2 Esquizofrenia

En un intento de responder a la simple pregunta ¢qué es la esquizofrenia? Nos damos
cuenta de que, a pesar de ser un concepto de casi cien afios de antigliedad, estamos
todavia lejos de poder dar una definicion concreta, precisa y unanime; se sabe que
apenas ha habido, hasta afios muy recientes, abordajes de otro tipo: bioquimico,
neuroanatémico, neurofisiolégico, etc.*

Sin duda, la teoria bioquimica actual mas sélida para explicar la esquizofrenia es la
teoria Glutamatérgica, a sabiendas que hace unos afios fue la teoria Dopaminérgica para
la cual fueron creados los farmacos aun usados. >

Se conoce que el inicio de la enfermedad con frecuencia no se reconoce como tal, y se
denomina fase prodrémica, antes de la manifestacion del primer episodio psicotico, la

cual consiste en una disminucion del funcionamiento cognitivo y social que
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generalmente comienza en la adolescencia temprana, precediendo al inicio de los
sintomas psicoticos por mas de 10 afos.

Sin embargo, los pacientes no suelen ir a consulta hasta que la psicosis se presente en la
adolescencia tardia o edad adulta temprana. El resultado de la esquizofrenia puede ir
desde la recuperacion completa, hasta volverse crénica y en promedio, la esperanza de
vida de las personas con el trastorno se reduce en 20 afios en comparacion con la

poblacién en general. ®

1.3 Incidencia de esquizofrenia en el mundo, Perd y Arequipa

Tiene una gran repercusion tanto a nivel individual como familiar, produciendo un
importante coste econdmico a la sociedad. Se estima que un 1% de la poblacion
mundial padece la enfermedad de este, 50% recibe tratamiento .> Dentro del 2005 al
2016 se ha evaluado que los casos de esquizofrenia han incrementado en un 18% dato
que nos brinda la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) .”

En nuestro pais estudios realizados por el Instituto Especializado de Salud Mental
Honorio Delgado - Hideyo Noguchi confirman que en Lima Metropolitana el 18,2%
padece de enfermedades mentales, en la Sierra peruana es de 16,2% y en la Selva de
21,4%; estudios realizados por la Organizacion Mundial De La Salud (OMS) revelan
que el Cuzco es el segundo lugar en el mundo en el que hay mayor violencia a la mujer
luego de Etiopia, esto se atribuye a costumbres y a su cultura; en Ayacucho se evalud
que el 50% de la poblacién sufre de enfermedades mentales y esto debido al terrorismo
que fue muy marcado en esta zona.®

En Arequipa hay pocos estudios hechos a pacientes con esquizofrenia, pero uno de ellos
es un Estudio clinico-descriptivo que se realizo en el Centro de Salud Mental Moisés
Heresi, el cual dio como resultado que un 43% de los pacientes padece de trastorné de
humor afectivo y un 11.2% padecen de la esquizofrenia, el trastorno esquizotipico y el
trastorno de ideas delirantes.’

En un lenguaje clasico el término “esquizofrénico” se da con una intencion ofensiva,
despectiva del apelativo igualmente descalificador de “loco”.'® Es tan deplorable este
estereotipo que tiene una relacion muy estrecha con la evolucién de los enfermos mas
graves o de aquellos que no tienen las posibilidades econdémicas de recibir el
tratamiento, siendo también de dificil adaptacion y trastornos de conducta que en

excepcionales casos tienen una gran repercusién mediatica y alarma social, las cuales
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conforman un tipico prejuicio compuesto por la incurabilidad, impredictibilidad,

peligrosidad, etc., llevando a las actitudes de exclusién y rechazo.™

1.4 Antecedentes Historicos de la Esquizofrenia

Habitualmente se solia conocer como locura, y data desde el afio 1400 a.C., se tiene
conocimiento que en la Grecia antigua tiene antecedentes de enfermos con
esquizofrenia; también hay antecedentes en la India donde segun sus creencias sugerian
como esquizofrenia meditar y hacer uso de hechiceria.'?

Finalizando la Edad Antigua dejaron de creer que la esquizofrenia era cosa de brujeria,
siendo asi que las alteraciones mentales pasaron a ser tomadas como enfermedades,
considerandolo un gran progreso. Posteriormente, en la edad media a los enfermos
mentales se les quemaba porque creian que su padecimiento era cosa de brujeria; se
maltrataba a los enfermos mentales y se les encerraba en prisiones.”*Durante la
ilustracion, forzosamente recluian a los que les daban como apelativo de locos sin
razon, luego se crean las famosas casas de retiro, siendo sus creadores Pinel, siguiendo
la linea de la historia crean como tratamiento las terapias de corte bioldgico. Otro
tratamiento que dieron fue la electroconvulsiva o también llamado los comas
insulinicos.™

Recién hasta mediados del siglo pasado aparecen los psicofarmacos®’.Pero no es hasta
el siglo XVIII cuando se la empieza a considerar como una enfermedad médica con
entidad propia. En 1850 el psiquiatra francés Morel utiliza el término démenceprécoce
para describir la aparicion de sintomas de deterioro mental en un joven que no mostraba
signos de perturbacion.

En la actualidad nos surge una pregunta que perdura aun sobre el origen y la
sintomatologia de la psiquiatria, se dice que en el inicio de la historia de la enfermedad
dentro del siglo XIX y dentro de las corrientes somaticas y psiquicas se generan
sucesivos avatares; hoy a nosotros nos mueve una situacion en concreto ,que es
comprender si en el transcurso del tiempo siempre existieron sintomatologias iguales o
si es que han ido cambiando, o bien si su aparicién es causada en la modernidad o
difiere cualitativamente a como se habia dado antes. Junto a esta teoria, se vincular el
surgimiento de la esquizofrenia con la modernidad.*®

Hasta hace algun tiempo los pueblos occidentales compartian la idea de que, ademas de
los dioses y los humanos, existian seres mitolégicos angeles o diablos, espiritus,
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demonios (genios), que poseian a las personas, siendo que fueron considerados como
reales y normales, no obstante, las comunidades cientificas los fueron desplazando y
creando otro concepto, considerandolos una fantasia y ficcion.

En un sentido elocuente, Montaigne a partir de 1533-1592, fue elegido para la ocasion
como exponente de una nueva forma de pensar expresando su apoyo a las doctrinas
socraticas, exceptuando en lo que hace referencia a su relacion con los “demones”, que
son generados por una creencia supersticiosa y superficial: «Nada dijeron con tan gran
trabajo en la vida de Sécrates como sus Extasis y diablurias».

Una opinidon méas temprana es la expresada por Descartes dentro de los afios 1596-1650,
quien como se sabe genera un cambio revolucionario en nuestra racionalidad. Afios
después se sabe, segun data su primera Meditacién, que se encontraba preocupado por
la presencia de genios malignos que por su astucia y artes oscuras se interponen en el
curso del pensamiento.’

Ya en el siglo XX, Posner en 1982 propone dos tipos de conciencia, de tal forma que en
la primera etapa de la enfermedad se presenta una conciencia de la actividad realizada
realmente, mientras que la segunda estaria asociada a un proceso general inhibitorio o
ficticio.™

Eugene Bleuler, da el nombre de la enfermedad acufiandolo como Esquizofrenia,
haciendo una referencia que describe en términos generales como una enfermedad de
“mente separada”, haciendo referencia a las funciones psiquicas que incluyen
coordinacion del pensamiento, afectos y comportamiento. Bleuler empled la expresién
«trastorno bésico», no en sentido estricto, sino en el sentido de «sintomas frecuentes
caracteristicos», a diferencia de Kraepelin, quien usa un término distinto para esta
patologia, que es “demencia precoz”. Bleuler decia que las esquizofrenias podian ser
diversas, siendo distintas entre ellas. Lo dicho por Bleuler guarda mucho sentido,
porque los estudios de genética revelan la predisposicion y susceptibilidad de los

pacientes, agravandose su situacion debido a estos factores ambientales.*®

1.5 Epidemiologia

La psicosis es parte del sindrome esquizofrénico, conocido como tal desde hace un siglo
de antigliedad; ain hoy en dia no deja de ser un problema. Existen equipos de
cientificos que se estan encargando del estudio y la revision de cada tipo de
esquizofrenia para poder obtener una metodologia global, grupos que hacen estas
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investigaciones como los de Faris y Dunham; Roger Bastide o Raymond Cochrane, ya
pasan del medio siglo de antigiiedad en descifrar cada tipo complejo de esquizofrenia.?
El Banco Mundial calcula gque los trastornos neurolégicos y psiquiatricos en el ambito
epidemioldgico y psiquiatrico presenta un costo dentro del 12% de las enfermedades
médicas, generando el 20% de gasto segtin la OMS.*
Los padecimientos neuroldgicos mediados por cada afio de vida junto con la
discapacidad representan el 13% de la carga de la enfermedad. EI peor prondstico de los
trastornd psicéticos es el de la Esquizofrenia; por ocasionar en la disfuncion en la
mayoria de las funciones psicoldgicas a esto se le suma el hecho de que hay muy pocas
formas de tratamiento de la enfermedad, por estos motivos se han dado 5 requisitos para
el diagndstico dados por Zubin un pionero en epidemiologia de la Esquizofrenia, estos
son:

= El Primero es la necesidad de un sistema de clasificacion fiable y valida.

= El Segundo es la importancia de obtener muestras representativas.

= El Tercero es papel de los grupos de control.

= El Cuarto es la especificacion de una serie exhaustiva de factores de riesgo.

= EIl quinto son las variables mediadoras se deben priorizar los estudios y asi

comprender la historia natural de la enfermedad.

Bromet genera una linea con principios basicos para la investigacion epidemioldgica de
la esquizofrenia, ** siendo las siguientes:
Dar criterios operacionales que tengan inclusion y exclusion y que sean utilizados en
estudios comparativos mejorando el panorama actual, gran cantidad de investigadores
informa de sus resultados con esquemas diferentes. Por ser variado el diagnostico
algunos se centran mas en los sintomas positivos y otros destacan en los sintomas
negativos o también denominados nucleares, también se dedica un gran esfuerzo

considerable al estudio para dar un diagnéstico més certero.?

1.6 Etiopatogenia

La forma de comportarse y los trastornos se estan volviendo en un problema en la salud
del publico cada vez mas fuerte lo que ocasiona un alto costo a la sociedad y
econdmicamente directa o indirecta al enfermo y a las familias en general.

La esquizofrenia es la enfermedad con el trastorno mental mas fuerte que incapacita en
el mundo, teniendo un porcentaje del 40 al 50% de las hospitalizaciones psiquiatricas, la
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OMS en el afio 2000 detallo que 45 millones de personas entre 15 afios de edad a mas
edad, presentaron en algunas oportunidades cuadros esquizofrénicos y en el afio 2002 se
redujo esta cantidad a 25 millones de personas debido a que recibieron tratamiento.

El tratamiento en personas que padecen la enfermedad, genera cierta mejoria y reduce el
deterioro personal y psicologico del que lo padece; teniendo en cuenta que el 40% de
los enfermos no reciben ningun tipo de atencién, siendo la esquizofrenia la segunda
enfermedad con mayor uso del servicio de salud mental.

En América Latina los casos de esquizofrenia son menos abundantes que en otros
continentes; el desarrollo de su investigacion fue muy bajo a nivel de recursos
materiales y financieros; que a diferencia de otras enfermedades cuentan con mas
presupuestos en los lugares donde se investiga sobre ellas, uno de los lugares donde
estudian mas sobre la esquizofrenia es México teniendo ventajas sobre la rehabilitacion
y tratamiento psicosocial también tienen acceso a los estudios neuropsicoldgico, ademas
de exéamenes bilégicos como neurofisiolégicos, neuropatolégicos, genéticos y
moleculares.?®

La esquizofrenia estd relacionada con enfermedades neuropsiquiatricas que son
omnipresentes de etiologia incierta. Los estudios familiares y de adopcion han indicado
que los factores genéticos son determinantes en la susceptibilidad a la enfermedad y que
estas enfermedades tienen un alto grado de heredabilidad. Por esta razon, se han
realizado grandes esfuerzos dirigidos a la identificacion de factores genéticos que estén
asociados con estas enfermedades.

Mucho de estos esfuerzos se han centrado en las mutaciones con los receptores de
dopamina y otros neurotransmisores, demostrando que son anormales en muchos
individuos con estos trastornos. Los esfuerzos para identificar anormalidades genéticas
asociadas con la esquizofrenia se intensificaron con la finalizacion del proyecto de
genoma humano en el afio 2001. Desde entonces, numerosos estudios de ligamiento en
todo el genoma se han realizado en un intento de identificar todos los genes asociados
con este trastorno. Estos estudios han conducido a la identificacién de un gran nimero
de regiones cromosémicas con algun grado de asociacion con susceptibilidad a la
enfermedad. Sin embargo, ha habido diferencias y cierto grado de no replicacién entre
los estudios. La meta-andlisis y estudios de replicacion han identificado una serie de
polimorfismos genéticos que tienen una asociacion significativa con las enfermedades

objeto de multiples poblaciones.?
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La identificacion de estos genes de interés ha sido importante para el desarrollo de
nuevas hipotesis sobre la etiopatogenia de la esquizofrenia y ha abierto areas fértiles
para la investigacion de estos trastornos, sin embargo, las razones de probabilidad
asociados con estos polimorfismos son generalmente bajas y tienen escaso valor
predictivo para los sujetos individuales, también, en este punto en el tiempo, estos
hallazgos no han dado lugar a nuevas modalidades terapéuticas para la prevencion vy el
tratamiento de estos trastornos. Existen méas limitaciones al concepto de que los factores
genéticos son los Unicos determinantes de susceptibilidad a los trastornos psiquiatricos
graves. Del mismo modo, los estudios indican un aumento de la frecuencia de la
enfermedad esquizofrenia asociada con la temporada de los neonatales en zonas
urbanas, hacinamiento, la inmigracion, el hambre, las complicaciones obstétricas y la
exposicion a los gatos son dificiles de explicar por los efectos aislados de los genes
individuales o vias genéticas.

Se han propuesto cambios epigenéticos tales como alteraciones en la metilacion del
ADN, y al azar o eventos 'estocasticos' relacionados con la expresion de genes para
explicar la discordancia gemela monocigoticos y otros aspectos de la epidemiologia de
estas enfermedades, que son dificiles de explicar por factores genéticos mendelianos
tradicionales. Sin embargo, hasta la fecha, la evidencia experimental para apoyar el
papel de estos procesos ha sido deficiente. Debido a las limitaciones de los estudios
genéticos, se ha renovado el interés en el estudio de los factores ambientales en la
etiopatogenia de la esquizofrenia y trastornos relacionados. Este interés ha sido
estimulado por un mayor reconocimiento que el efecto de diversos factores ambientales
los cuales son modulados por los determinantes genéticos de susceptibilidad y que las
interacciones entre genes y medio ambiente son operantes en muchas enfermedades

humanas complejas.®

1.7 Etiologia y Fisiopatologia

Los resultados de la investigacion clinica y post mortem en la fisiologia de la
esquizofrenia junto con los avances en la neurociencia molecular y sistemas, cada vez
mas apuntan a una etiologia compleja del desarrollo neuroldgico. Por ejemplo, ahora se
estima que entre 6.000 y 12.000 polimorfismos de nucle6tido Unico pueden contribuir al
riesgo para la esquizofrenia. Luego de un estudio realizado a las moléculas, vias y
circuitos, comprometidos en anomalias GABAérgicas implicadas en inhibir la

interaccion intraneuronal, siendo una de las teorias de mayor credibilidad y para las
7
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cuales fueron creados los farmacos para la esquizofrenia, se tuvo mayor conocimiento
de la existencia de otras vias como la glutamatérgica la cual nos habla de la interrupcion
de la sefializacion del glutamato a través de los antagonistas de NMDAR (receptor
acido-N-metil-D-aspartato) los que han dominado los recientes esfuerzos en el
descubrimiento de nuevos farmacos.?

Los recientes avances en nuestra comprension de las vias intracelulares que vinculan la
activacion NMDAR con la expresion génica dependiente del uso y la neuroplasticidad
de interneuronas, asi como los estudios que relacionan NMDAR en las interneuronas a
la conectividad funcional prometen proporcionar nuevos puntos de vista con respecto a
las funciones cognitivas que estdn comprometidos en la esquizofrenia. Ademas de las
hipotesis de neurotransmisores en la etiologia de la esquizofrenia.

Una hipdtesis vascular se ha elevado desde principios de los afios noventa, Bleuler en su
libro demencia precoz o el Grupo de esquizofrenias declaré que "La fragilidad de los
vasos sanguineos que aparece en muchos esquizofrénicos, agudos y crénicos, parece
indicar una verdadera patologia vascular. “Curiosamente, varias anomalias micro y
macro vasculares con la participacion de la vasculatura periférica y cerebral, han sido
recientemente identificada por tener implicaciones directas en la fisiopatologia de la
esquizofrenia. La investigacion reciente sugiere anomalias vasculares como marcadores
especificos para el rastreo de la enfermedad, haciendo hincapié en la importancia de la

participacion vascular en etiopatogenia de la esquizofrenia.?’

1.7.1. Factores genéticos

La esquizofrenia es un trastorno mental compleja y fuertemente heredable, que también
se asocia con disparadores de desarrollo-ambiental. A diferencia de la mayoria de las
enfermedades diagnosticables similares a otros trastornos mentales, el diagnostico se
basa comUnmente en las evaluaciones psiquiatricas.’® Recientemente, los enfoques
genéticos y exigenticos a gran escala se han aplicado a la investigacion con el objetivo
de mejorar potencialmente el diagnéstico. ElI aumento de analisis computacional y
algoritmos estadisticos aplicados pueden arrojar alguna luz sobre los mecanismos
genéticos y epigenéticos complejas que contribuyen a la patogénesis. Teniendo
conocimiento de los ualtimos avances en los factores de riesgo y diagnostico
moleculares. Enfoques como estos pueden llevar a una definicibn méas precisa para
ayudar en la creacion de diagnosticos clinicos extensos y fiables con el potencial para el

tratamiento personalizado. La esquizofrenia es un trastorno heterogéneo genético y
8
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clinico. Factores de riesgo genético para la enfermedad pueden diferir entre los sexos o
entre las familias con afectacion multiple en comparacién con los casos sin antecedentes
familiares. Ademas, los datos limitados apoyan una base genética para la variacion en el

inicio y la gravedad, pero los locis especificos no han sido identificados atn.?

1.7.2. Factores ambientales

La evidencia implica factores ambientales en la patogénesis de diversos trastornos
complejos del neurodesarrollo. A pesar de haberse identificado los productos quimicos
especificos ambientales que confieren riesgo para estos trastornos y los mecanismos por
los cuales las sustancias quimicas ambientales interactian con las susceptibilidades
genéticas para influir en los resultados adversos del desarrollo neuroldgico, aun existen
vacios significativos en nuestra comprension de la etiologia de la mayoria de los
trastornos de neurodesarrollo.*Es probable que muchos productos quimicos
ambientales contribuyan a la etiologia de los trastornos del neurodesarrollo, pero su
influencia depende del sustrato genético del individuo. La investigacion sobre la
fisiopatologia y genética de los trastornos del desarrollo neuroldgico puede informar a la
identificacion de factores de susceptibilidad ambiental que promueven los resultados
adversos en el desarrollo del cerebro. Por el contrario, la comprension de como la
exposicion a quimicos de bajo nivel influye en los resultados moleculares, celulares y
de comportamiento relacionados con los trastornos del neurodesarrollo proporcionara
informacion sobre las interacciones gen-ambiente y posiblemente producir nuevas

estrategias de intervencion.*

1.7.3. Factores familiares y sociales

Muchos estudios han encontrado relaciones entre el funcionamiento social y el riesgo de
suicidio en la esquizofrenia, sin embargo, los sintomas negativos y la falta de deseo de
cercania social pueden proporcionar una explicacion para otros estudios que no han
identificado relaciones entre el riesgo de suicidio y los indicadores de apoyo social, por
ejemplo, el apoyo social, la pérdida reciente, etc. Podria ser que las diferencias
individuales en los sintomas negativos y el deseo de afiliacion social expliquen los
resultados inconsistentes previos sobre el funcionamiento social y la ideacién suicida
entre los individuos con esquizofrenia. Los individuos con esquizofrenia que no desean
la cercania social o que han elevado los sintomas negativos pueden no experimentar el

apoyo social como factor protector contra la ideacion suicida, a pesar de ello las
9
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personas con esquizofrenia que desean cercania social o tienen pocos sintomas
negativos pueden encontrar apoyo social para protegerse contra la ideacion suicida
(similar a los individuos sin esquizofrenia); estas interacciones ain no han sido
investigadas.®’Como es evidente a partir de la literatura, el apoyo social y el
funcionamiento se pueden definir de muchas maneras. De particular importancia para
los individuos con esquizofrenia, el papel del funcionamiento social, se puede utilizar
para capturar diversos aspectos de apoyo social, incluyendo la frecuencia de

interacciones, tamafio de la red, y la proximidad de las relaciones, etc.*®

1. 8 Sintomatologia de la Esquizofrenia

Se caracteriza principalmente por malestar, decaimiento, tristeza, sentimiento de culpa,
su energia disminuye, soledad, pensamiento de muerte y de suicidio, constantes olvidos,
tendencia a fracasar, tiene mentalidad desordenada, dificultad para concentrarse en las
labores cotidianas. Afecta el funcionamiento social, laboral e interpersonal. A veces los
sintomas depresivos van acompafados de delirios o alucinaciones coherentes con el

, . R = b ., 46
estado de 4animo siendo el caso de “depresion psicotica”.

1.8.1 Sintomas positivos

Generalmente los pacientes pierden totalmente contacto con la realidad, esto no se
podria dar en personas sanas, debido a que son comportamientos psicoticos.

Pueden presentar sintomatologia y asintomatologia ambos en el transcurso de la
enfermedad, esto dependerd si el individuo estd recibiendo o no tratamiento. Los
sintomas positivos incluyen creer que ve, siente, huele, o escucha, algo que solo él
puede percibir. ElI oir voces presenta el tipo de alucinacion méas comin en la
esquizofrenia. Escuchan voces las personas que padecen este trastorno, pudiendo oir
que les advierten de un peligro, les hablan a cerca de su comportamiento, les puede
ordenar hacer algo, también varias voces pueden hablarles a la misma ves, esto puede
ocurrir mucho antes de que su familia, amigos o entorno lo note. El hecho de sentir que
los tocan sin que nadie lo haga, oler aromas que nadie puede oler, ver personas u objetos
irreales.*’Los delirios se presentan como creencias falsas que no forman parte de la
cultura de la persona y se mantienen firmes. Los enfermos creen que sus delirios son
reales ain les digan y comprueben que no es asi, también presentan comportamientos
extrafios como creer que sus vecinos los controlan por ondas magnéticas.®*Otro ejemplo
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es que creen que las emisiones de radio transmiten su nombre en grande, que la gente de
la television les envia mensajes, que son otra persona, como una figura histérica
famosa, creen que todos tienen una conspiracién contra ellos, que los espian, los acosan,
y los confunden. Estas creencias se denominan “delirios de persecucion”, experimentan
nuevas situaciones afadiendo algo novedoso a su vida psicoldgica. Hay evidencia
cientifica sobre las alucinaciones auditivas que serian alteraciones auditivas en el
circuito neuronal del l6bulo temporal, la cual es una region del cerebro dedicada a la

memoria, aprendizaje, y elaboracién del lenguaje.*®

1.8.2 Sintomas negativos

Los sintomas negativos de la esquizofrenia se refieren a una pérdida o reduccion de
ciertos comportamientos u operaciones que usualmente se tienen, a menudo se agrupan
en cinco areas: aplanamiento afectivo, elogia, anteponia, aislamiento social y la abulia.
En lugar de los sintomas negativos es muy baja dentro de los sistemas de diagnostico

para la esquizofrenia.*®

1.8.3 Sintomas cognitivos

Los sintomas cognitivos de la esquizofrenia son en gran medida resistentes al
tratamiento actual, por lo tanto, son una carga de por vida de la enfermedad. Los
estudios de los sintomas cognitivos se han centrado generalmente en la corteza pre
frontal, debido a su importancia demostrada para la funcién ejecutiva y la memoria, se
ha vuelto en un componente clave del déficit. EIl papel de los circuitos estriato-corticales
y el propio estriado ha recibido mucha menos atencion. Hoy en dia se ha obtenido
evidencia de larga data de que el estriado y sus conexiones corticales son criticos para la
cognicion compleja y discuten la evidencia emergente de la participacion potencial del

estriado en los sintomas cognitivos.™

1.9 Teoria de las Vias Involucradas en la Esquizofrenia

1.9.1 Via Dopaminérgica

La teoria dopaminérgica ha sido la més extendida durante muchos afios, postulando la
existencia de una hiperfuncién del sistema de neurotransmision mediado por la
dopamina (DA). La accién comin de todos los neurolépticos antagonizando los
receptores dopamina D2 y la exacerbacion e incluso induccion de sintomas psicoticos
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con agonistas de la dopamina fueron los pilares fundamentales donde se asentd esta
hip6tesis.>

La basqueda de una evidencia de ello se centrdé en un primer momento en la
determinacion de las concentraciones de dopamina y sus metabolitos en orina, plasma,
liquido céfalo-raquideo (LCR) o tejido cerebral. La mayoria de los estudios que han
determinado en plasma &cido homovanilico (HVA), que es el principal metabolito de la
dopamina, han encontrado niveles elevados en enfermos con esquizofrenia no
medicados, produciéndose una disminucion con la mejoria clinica. Sin embargo, es
bastante dudoso que las concentraciones de plasma acido homovanilico (HVA) en
plasma reflejen la actividad en &reas como el sistema limbico, sino méas bien de regiones
subcorticales.**La determinacion de en plasma 4cido homovanilico (HVA) en liquido
céfalo-raquideo (LCR) no ha aportado evidencia de un aumento de la dopamina en la
esquizofrenia, algunos estudios realizados con enfermos no medicados han encontrado
una correlacion negativa entre estos niveles y los sintomas negativos y la dilatacion
ventricular, sugiriendo la existencia de una hipoactividad dopaminérgica pre frontal e
hiperactividad subcortical. Ademas, los estudios postmortem han encontrado aumentos
de dopamina sin observar diferencias en plasma acido homovanilico (HVA) con
respecto a los controles hechos. Es posible que las elevaciones del plasma &cido
homovanilico (HVA) encontradas en algunos estudios sean consecuencia de la
exposicion cronica a neurolépticos ya que en pacientes no medicados no se han podido
observar. El hallazgo de un aumento en la densidad de receptores dopaminaD2 en el
estriado es también uno de los mas contrastados en la esquizofrenia, sin embargo,
permanece por aclarar si lo es enteramente debido al tratamiento neuroléptico o puede
que esté relacionado con el proceso de la enfermedad.>

Las modernas técnicas de neuroimagen permiten evaluar el estado de estos receptores in
vivo, si bien los resultados han sido contradictorios; una de las posibles razones puede
estar en la utilizacion de diferentes ligados que presentan una afinidad distinta por los
subtipos de receptores de la dopamina. Un estudio postmortem realizado por Seeman y
Cols, confirma esta posibilidad al utilizar dos ligados distintos con afinidad por las
distintas dopaminas D2, D3 y D4 con baja afinidad por el D4. Los resultados fueron
muy distintos, deduciendo la existencia de un aumento de la densidad de los receptores
D4 en la esquizofrenia. Asi, el receptor D4, presente en abundancia en el neocortex y
regiones limbicas, puede jugar un importante papel en la fisiopatologia de la

esquizofrenia, sobre todo teniendo en cuenta la alta afinidad que presenta por este
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receptor la clozapina. Por el contrario, los antagonistas del receptor D4 no han podido
demostrar su eficacia.”

Otro candidato es el receptor D3, el cual se ha relacionado con los sintomas negativos al
observarse una cierta estimulacion de la conducta con farmacos antagonistas.

Se puede concluir diciendo que la teoria dopaminérgica hoy en dia no puede ser
sostenida de la misma forma en que fue formulada hace afios. Un nuevo enfoque sobre
la misma teoria, estableceria una hipoactividad de la dopamina (DA) en la corteza pre

frontal, responsable de los sintomas negativos, y una hiperactividad dopaminérgica

mesolimbica que provocaria los sintomas positivos.™

Se observa en la Figura 1.1
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Figura 1.1. El mecanismo de accion de la dopamina es el mismo en casi todas las
enfermedades mentales, sobre todo es igual de semejante con el Parkinson
porque al haber un desequilibrio entre dopamina y acetilcolina, se generar los
sintomas positivos como paranoia, y alucinaciones, a los que le denominan
sintomas esquizofrénicos.>*

1.9.1.1 Dopamina

Los antipsicéticos ejercen sus efectos, principalmente, mediante el bloqueo de la
dopamina, entre los receptores D2 y 3R. El envejecimiento se asocia con el aumento de
los efectos adversos de los antipsicoticos, incluyendo sintomas extra piramidales (EPS).
La disminucion en el cuerpo estriado de D2 y 3R se encuentra ligado con la edad, que

puede ser también influenciada por la vida, por el medio ambiente o la historia médica,
varios de los estudios de imagen cerebral in vivo sugieren que la disponibilidad de D2 y

13

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =-<2  DE SANTA MARIA

3R disminuye con la edad en los seres humanos sanos.** No esta claro cuénto es
necesario para mantener este umbral de la dopamina el bloqueo del receptor D2, a fin de
mantener la respuesta clinica. De hecho, los datos clinicos recientes han cuestionado el
umbral convencional de la dopamina, sin embargo, cabe sefialar que estas observaciones
se derivan de los datos transversales y un ensayo clinico prospectivo sin ninguna
medicién o estimaciéon de la dopamina D2 que es el bloqueo del receptor. Hasta la
fecha, esto todavia no ha sido probado de forma prospectiva, teniendo en cuenta la
dopamina D2 y la ocupacion del receptor, dado que las técnicas de imagen cerebral no
estdn ampliamente disponibles, se han establecido modelos para estimar los niveles de
dopamina D2. >*Existen farmacos dirigidos a receptores de dopamina (DA) que han sido
la piedra angular del tratamiento farmacolo6gico en la esquizofrenia desde hace mas de
medio siglo, hasta la fecha, todos los farmacos antipsicoticos aprobados se dirigen a los
receptores D2 (D2R) y aunque estos agentes pueden reducir los sintomas positivos, la
mejora de la funcién cognitiva, si existe es modesta y dificil de disociar de otros efectos
de los medicamentos.

La esquizofrenia implica una disfuncion profunda de la reciente evolucion implicando
la corteza pre frontal, dorso lateral (cortex pre frontal dorso lateral). En la siguiente

Figura 1.2 se aprecia el mecanismo de accion de un antipsicético convencional.
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Figura 1.2.Se observa la accion de un antipsicotico convencional el cual actla sobre
D2, mitigando sintomas positivos y la fase aguda, aunque tiene considerables efectos
secundario. *°

1.9.2 Via Glutamatérgica
En la actualidad, la hipétesis dopaminérgica de la esquizofrenia se encuentra
compitiendo fuertemente con la idea de que la esquizofrenia es una consecuencia de la

disminucion del glutamato, ligada a la funcion del receptor NMDA. Esta hipofuncion
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podria ser el evento inicial responsable de los cambios en la actividad de las vias
dopaminérgica, que estan implicadas en sintomas negativos.

Debe tenerse en cuenta que la teoria dopaminérgica desde hace décadas ha sido la
principal hipotesis que explica la fisiopatologia de los sintomas de la esquizofrenia.

No esta claro si el exceso de actividad dopaminérgica es la causa primaria en la
fisiopatologia de la psicosis o la dopamina se debe a un desarrollo neuroldgico anterior
0 Alteraciones.

Ahora se postula que la teoria glutamatérgica puede estar implicada en la patogenesis
de la esquizofrenia, y que la disfuncion del sistema puede resultar en un aumento de la
actividad dopaminérgica mesolimbica y disminuye la actividad meso cortical.*®

1.9.2.1 Glutamina

El &cido glutdmico o glutamato junto con el aspartato, constituyen los dos aminoacidos
excitatorios del sistema nervioso central (SNC); los cuales se oponen a las acciones de
GABA (Acido gamma-aminobutirico) el cual es un neurotransmisor ampliamente
distribuido en neuronas de la corteza cerebral. El glutamato se encuentra en tres
compartimentos: neuronas presindpticas, neuronas postsinadpticas, y glia, que han
servido para caracterizar los llamados "Sinapsis tripartita de glutamato”, resaltando la
glandula neuronal-glial que integra la sinapsis y libera el glutamato, y es desactivado
por diferentes receptores de glutamato y transportadores de aminoacidos. El glutamato
se sintetiza por desaminacion de glutamina glutaminasa, o por transamina-alfa
cetoacidos en el ciclo de Krebs, como cetoglutarato alfa, que es producido por la
aminacion de aspartato antes de que se convierta en glutamato. El esqueleto de carbono
del aspartato desaminado es convertido en oxalacetato medio mediado por la reaccion
de la transaminasa. Una tercera via de produccién de glutamato se debe a la aminacion
directa de alfa-cetoglutarato, siendo una reaccion catalizada por glutamato
deshidrogenasa. El acido glutdmico se almacena en las vesiculas que se liberan
posteriormente en el espacio intercelular, donde actlan sobre receptores especificos, hay
dos tipos de receptores de glutamato:

Receptores metabotrépicos (mGIuR) y receptores ionotropicos; los (mGIUR) se
subdividen en tres grupos (I, 1l y I1l) que se distinguen por homologia de secuencia

farmacologia, y sistemas de segundo mensajero.
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El grupo metabotropico | tiene Receptores (mGIuR1 y mGIuR5) que son
predominantemente postsinapticos en las zonas somatodendriticas, y se unen a Gq/ G11
a fosfolipasa C, mientras que el grupo 1l (mGIuR2 yMGIuR3) y el grupo Il (mGIuR4,
mGIuR6, mGIuR7 y MGIuUR8) son los receptores metabotrépicos que se unen a través
de Gi / GO, inhibiendo la adenilato ciclasa, y son principalmente presinapticos en
Terminales y axones, donde modulan y liberan el neurotransmisor.

Ha habido mucha especulacién acerca de las posibles funciones de los receptores
metabotropicos, que pueden ser siguiendo:

* mGIuR2 modula preferentemente el talamo-cortical que se encuentra
relacionado con la atencion y la activacion.

» mGIuR2 y mGIuR3, que se encuentran en la corteza prefrontal y el hipocampo,
pueden desempefiar un papel importante en la plasticidad subyacente en los
procesos de aprendizaje y memoria.

* mGIuR5 modula las corrientes ionicas acopladas a los receptores de NMDA.

Los receptores ionotropicos también se dividen en tres grupos: AMPA, kainato y
NMDA, correspondientes a iones heterémeros formados por mdaltiples subunidades
proteicas, cuando se activan los receptores ionotropicos producen conductividad y
permeabilidad diferencial a Na® y ca dependiendo del tipo de receptor y de la
composicion de la subunidad. La activacion de los receptores NMDA en el cerebro
adulto generalmente conduce a un aumento de la conductancia de Ca**, mientras que la
activacion de kainato produce un aumento de la conductancia de Na.

Los receptores AMPA expresados como GABAEérgicos en las interneuronas del
hipocampo y la amigdala parecen carecer de la subunidad GluR2 y muestran preferencia
por la conductividad de Ca** mientras que los receptores AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-
metilo-4-isoxazolpropionico) en las neuronas no son permeables a Ca®*, después de
actuar sobre los receptores especificos, el glutamato sirve como distintos tipos de
transportadores, incluso transportadores situados en neuronas no glutamatérgicas, y
puede ser liberado por las neuronas monoaminérgicas.

Dos tipos de Recaptacion se han identificado:

- Como resultado de la reabsorcion glial, la glutamina se forma en glia y se almacena
como una reserva en las mitocondrias de la primera neurona, a partir de ahi, el acido
alfa-cetoglutarico atraviesa la membrana mitocondrial y se vuelve parte del ciclo de
glutamina, que tiene funcién de producir energia neuronal.
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El glutamato se metaboliza en las células gliales de la glutamina, mediada por
glutamina sintetasa; el aspartato estd formado por una transaminasa que actla como
aminato oxalacetato por transaminacion del grupo amino de Glutamato (otra forma de
descomposicion del glutamato). El carbono del glutamato se convierte en a-
cetoglutarato.

- Mediante la recaptura presinaptica, el glutamato vuelve a entrar a través de una bomba
Na / K, pero una porcién de lo que es capturado regresa a través de la hendidura por un
proceso de la recaptacion inversa y la accion de una bomba K / Na, con liberacion
sustancial de radicales libres.>
Los transportadores de aminodcidos excitatorios (EAATs) son de alta afinidad
transportadores de glutamato, que regulan la concentracion extracelular de glutamato en
el cerebro de los vertebrados y en la retina. El transporte de glutamato es un proceso
electrégeno impulsado por el co-transporte de un hidrégeno y el co-transporte de un ion
potasio, ademas de la conductancia de un cloruro desacoplado, cuya magnitud difiere
entre EAATS, y se asocia con el transporte de glutamato. Esta conductancia del cloruro
puede modular el potencial de membrana celular en la foto receptores que poseen
sinapsis altamente especializada, donde las vesiculas estan atadas para proporcionar la
liberacion de glutamato.

En contraste con las sinapsis de nonribbon, donde la despolarizacion del terminal
presinaptico induce la liberacion de unas pocas vesiculas de neurotransmisor, sinapsis
de cinta cdnica permite la liberacién simultanea de cientos de vesiculas. Esto puede
resultar en concentraciones excepcionalmente altas de glutamato dentro de la sinapsis,
haciendo una absorcion eficiente de glutamato, las capacidades esenciales para
garantizar una relacion sefial / ruido 6ptimo ademas de finalizar con precision una sefial,
y prevenir la neurotoxicidad.

Como consecuencia, los EAATS estan altamente expresados en la retina, en mamiferos,
se realiza la captacién principal de glutamato retiniano por células de glia de Miiller a
través de EAAT1.%°
Disfuncion del receptor de NMDA como punto de convergencia para la esquizofrenia
los NMDAR son un tipo de receptor para el neurotransmisor glutamato, que es el
principal neurotransmisor excitador en el cerebro.

El glutamato representa el 100% de las neuronas piramidales, virtualmente toda la
neurotransmision cortico-cortical y aproximadamente el 60% del total del cerebro y las
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Neuronas, el glutamato media sus efectos neurofisiologicos tanto a través de canales
ionotrépicos como Metabotropicos.

Los receptores ionotropicos, que estan ligados a estos canales, incluyen receptores de
tipo NMDA-, AMPA- y kainato de acuerdo con la sensibilidad diferencial a estos
anélogos de glutamato sintéticos. Los receptores metabotropicos son divididos en
grupos de acuerdo con sistemas de segundo mensajero, con receptores del Grupo |
(MGIuR) positivamente unidos a la fosfolipasa C, y el Grupo Il (mGIuR2Y3) vy el
Grupo 111 (mGluR4) negativamente ligado a la adenilciclasa.

En general, los receptores del Grupo | potencian la funcion del glutamato,
particularmente en NMDAR, mientras que el Grupo Il /Il inhiben la liberacion y
funcién presinaptica del glutamato aunque la disfuncion NMDAR puede deberse, en
parte, a alteraciones de la funcién glutamatérgica en general, no todas las perturbaciones
glutamatérgicas dan lugar a sintomas clinicos similares a la esquizofrenia.

Por ejemplo, las reducciones de los niveles totales de glutamato en el cerebro, como
ocurre en la insuficiencia hepatica, conduce a un estado encefalopatico que no se
asemeja a los trastornos psiquiatrico estandar, del mismo modo, el sindrome de X fragil
se asocia con un peptido que modula los receptores mGIuRS, este proceso
fisiopatolégico produce un estado clinico caracterizado por retraso mental y
caracteristicas autistas, pero no psicosis que es una cuestion critica con respecto a los
modelos glutamatérgicas de la esquizofrenia, por lo tanto, es como y por qué la
especificidad en los sindromes clinicos, dada la relativa falta de especificidad de
muchos de los factores genéticos y ambientales que actualmente se consideran factores
de riesgo para el trastorno.

Especificidad del sindrome clinico una caracteristica atractiva del modelo DA de la
esquizofrenia fue que ofrecia un potencial de especificidad anatomica para explicar la
especificidad de las caracteristicas del déficit neuropsicolégico en la esquizofrenia. Los
sistemas dopaminérgicos se proyectan Striatal, frontal y limbico, lo que conduce al
concepto general de que la especificidad puede ser relacionados con la disfuncién
localizada dentro de esas regiones, y la funcion preservada en otros lugares. En General
el modelo de DA no ha sido capaz de tener en cuenta déficit cognitivo visto en la
esquizofrenia. EI modelo NMDA ofrece una forma alternativa de especificidad basada
en el procesamiento neural, aunque NMDAR se distribuyen difusamente a través del
cerebro, dentro de cada region del cerebro, los receptores de NMDAR participan en sélo

un subconjunto de los procesos neuronales, lo especifico es el acoplamiento de
18
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NMDAR en un subconjunto de procesamiento que es transmitido por caracteristicas
Unicas del receptor, de los cuales cuatro son los méas destacados: la dependencia de
voltaje, permeabilidad al calcio, cinética y complejos procesos moduladores, estas
propiedades de NMDAR sugieren asi que, a nivel molecular, los procesos que dependen
de estos aspectos de la funcion NMDAR se deterioran, mientras que los procesos que no
dependen de estos tipos quedan intactos. A nivel etioldgico, se han encontrado vinculos
con la esquizofrenia para los genes NMDAR (GRIN1 y GRIN2B), con apoyo limitado

para los polimorfismos que afectan a otras subunidades. ®*

1.9.2.2 Enzima Quinurenina Amino Transferasa Il

Las isoenzimas de kinurenina aminotransferasa (KAT), son biolégicamente activas
como homodimeros, pertenecen a la familia de enzimas dependientes de PLP (piridoxal-
5'-fosfato).

El PLP est4 unida covalentemente al residuo de lisina de la enzima a través del enlace
trans-aldimina de la base de Schiff, estas enzimas producen un compuesto neuroactivo
crucial, el &cido quinurénico (KYNA), a través de una transaminacion irreversible de un
metabolito a lo largo de la via catabélica de triptfano, llamado kinurenina (K'YN). %
Las enzimas Realizan su funcion en sus sitios activos, que esta en la hendidura de la
interfaz del dimero, también requieren un \ alfa - cetoacido como co - sustrato (que
proporciona el aceptor del grupo amino en la etapa de regeneracion de PLP) y PLP
como un cofactor. La conversion de KYN a KYNA consiste en dos pasos distintos. En
el primer paso KATSs catalizar KYN a un intermedio inestable, y en la siguiente etapa, el
producto intermedio forma KYNA a través de una rapida reaccion de ciclacion.

La causa de los déficits cognitivos observados en los pacientes con esquizofrenia sigue
siendo desconocida, pero podria estar relacionado con niveles anormalmente altos del
acido quinurénico (KYNA), un metabolito neuroinhibidor de la via de kinurenina en la
degradacion del triptofano.

KYNA es un potente modulador negativo de la alfa7 el receptor nicotinico de
acetilcolina y un antagonista del sitio co-agonista de glicina del receptor de N-metil-D-
aspartato (NMDAR), y sus niveles estan elevados en el tejido cerebral post mortem e
independientemente de la medicacidén antipsicética practicada en roedores, incluso
relativamente modesta, incrementa agudamente a KYNA reduciendo notablemente los
niveles extracelulares basales de glutamato y dopamina en la corteza prefrontal (PFC).
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En linea con estos procesos neuroquimicos y efectos electrofisiologicos la elevacion
aguda de los niveles de KYNA en adultos o las elevaciones de KYNA durante los
periodos sensibles de desarrollo, causan déficits cognitivos que se asemejan a los vistos
en las personas con esquizofrenia, incluida la disminucion de la flexibilidad cognitiva,
la memoria de trabajo espacial y la evitacién condicionada.®®

En las ultimas décadas, sin embargo, ha quedado claro que la dopamina es parte de la
historia y que las principales anomalias se encuentren en el modelo de disfuncién
glutamatérgicas, que ha suscitado un creciente interés , y el origen de esta teoria radica
en el descubrimiento de que los antagonistas del receptor N-metil-D-aspartato (NMDA)
como la fenciclidina (PCP) y antagonistas en el sitio de glicina del receptor NMDA,
producen tanto sintomas positivos como negativos asi como los déficits cognitivos en el
hombre .

La hipotesis del acido quinurénico de la esquizofrenia se basa en el hecho de que el
acido quinurénico es un derivado natural derivado de los astrocitos que son antagonista
en el cerebro humano NMDA- vy alfa7 nicotinico-(A7nACh) esta apoyada por estudios
que muestran que los pacientes con esquizofrenia muestran niveles elevados de acido
quinurénico en el liquido céfalo raquideo y en la corteza prefrontal postmortem.

El &cido quinurénico es un metabolito neuroprotector de la via kinurenina y de la
degradacion del triptofano, sugiere que el aumento de la concentracion de acido
quinurénico altera los sistemas glutamatérgicas y colinérgicos, e indirectamente, en la
sefializacion dopaminérgica, dando lugar a los sintomas de la esquizofrenia.

En la otra, rama neurotdxica de la via, se produce el &cido quinolinico, en gran parte
sintetizado en la microglia, que es un agonista del receptor NMDA, los informes
iniciales sobre el aumento del &cido quinurénico en 2001 que han sido confirmados por
estudios cefalorraquideos post mortem, mostrando niveles elevados de é&cido
quinurénico en pacientes tratados, asi como en pacientes sin esquizofrenia, ademas, la
kinurenina es el precursor del &cido quinurénico, es también elevado tanto en el liquido
cefalorraquideo como en las regiones cerebrales corticales.

La rama neurotdxica de la via de la quinurenina parece no ser afectada desde el acido
quinurénico porque se encuentra a niveles normales en el liquido cefalorraquideo y 3-
Hidroxiquinurenina (3-HK) no se alteran en la autopsia del cerebro.®
El 4acido quinurénico (KYNA) es un metabolito del triptéfano y un componente de la
via de la quinurenina que se libera de los astrocitos y actla principalmente como un
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antagonista no competitivo en el sitio de reconocimiento de la glicina insensible a la
estricnina del receptor NMDA, adicionalmente, KYNA bloquea el receptor de
acetilcolina nicotinico a7 (nAChR) a concentraciones micromolares igualmente bajas.
Se han documentado niveles elevados de KYNA en el cerebro y en el liquido
cefalorraquideo de pacientes con esquizofrenia y otros trastornos cerebrales y se supone
que contribuyen a las alteraciones cognitivas, principalmente por interferir con la
neurotransmision del glutamato.

Los mecanismos patoldgicos que conducen a niveles elevados de KYNA en el cerebro
no estan claros, pero probablemente estan asociados con procesos neuroinflamatorios
centrales y periféricos, las consecuencias perjudiciales de los niveles elevados de
KYNA en la neurotransmision glutamatérgicas y en los procesos cognitivos y de
comportamiento han sido ampliamente demostrados en animales con niveles elevados
de KYNA en el cerebro, producidos por la administracion del precursor L-quinurenina.
Estos hallazgos han sugerido que los farmacos que reducen los niveles de KYNA en el
cerebro pueden beneficiar la funcion cognitiva en una amplia gama de grupos de
pacientes, especificamente, la inhibicion de la enzima principal de la produccion de
KYNA, quinurenina aminotransferasa Il (KAT Il), se ha considerado una prueba
primaria de esta hipotesis.

Por desgracia, los inhibidores de KAT Il sistematicamente disponibles han permanecido
raros y, por lo tanto, las pruebas de esta hipotesis en animales han permanecido en gran
medida restringidas a la evaluacion de los efectos de la administracion intracerebral o
intracerebroventricular de tales compuestos. *

Las quinureninas también pueden estar involucradas en la fisiopatologia de la
esquizofrenia (SZ) y otras enfermedades neurologicas, los principales acontecimientos
y descubrimientos en los Gltimos afos, fueron la clasificacion de glutamato ionotrépico
como receptor de kainato, quisqualato y N-metil-D-aspartato (NMDA) evaluados en los
niveles reducidos de glutamato en el liquido cefalorraquideo de individuos con
esquizofrenia, ademas de demostrar que los receptores NMDA desempefian un papel
critico.

La reduccion de la neurotransmision glutamatérgica, y especificamente la hipoactividad
del receptor NMDA, pueden estar causalmente relacionados con los 3 dominios
principales de la psicopatologia de la esquizofrenia, como son sintomas positivos,
negativo y sintomas cognitivos. Se demostré que probablemente se deba a altas

concentraciones nanomolares de KYNA en el cerebro.
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Se han demostrado que el objetivo de la KINURENINA AMINOTRANSFERASA Il en
enfermedades psiquiatricas es inhibir preferentemente el receptor NMDA, y
especialmente el sitio del coagdn de la glicina del receptor.

Por lo tanto se conjeturé que los niveles elevados de KYNA enddgeno pueden
contribuir a la hipofuncion glutamatérgica, estudios posteriores revelaron que, en la
medicacion antipsicotica, los niveles de KYNA fueron anormalmente elevados en
liquido cefalorraquideo y en la en la corteza prefrontal para los individuos que murieron
con la enfermedad, al mismo tiempo, se encontrd que concentraciones bajas de KYNA
también pueden antagonizar el gen nicotinico \ alfa-7 y receptor de acetilcolina
(a7nAChR) , que estdn criticamente involucrados en procesos cognitivos y en la
formacion de redes neuronales excitatorias, y pueden participar en el desarrollo y las
manifestaciones clinicas de esquizofrenia ,esto junto con datos mas recientes de la
administracion sistémica aguda en la kinurenina, la via quinurenica y el bioprecursor
inmediato de KYNA, en el cerebro como en otras partes.

Varios tipos de Kinurenina Aminotransferasa pueden catalizar la transaminacion de
quinurenina a KYNA, de estos, KAT II, que se distingue de otros KATSs por su
especificidad de sustrato, controla preferentemente un grupo de KYNA que puede
movilizarse rapidamente en el cerebro. KAT Il, que esta preferentemente localizado en
los astrocitos, es por lo tanto un excelente objetivo de intervencion farmacoldgica, en
los ultimos afios, los inhibidores de KAT Il han sido sintetizados y probados en ratas,
estos compuestos no solo causan una pronta reduccion en KYNA extracelular, sino que
también causan una mejora cognitiva, probablemente relacionada con el rapido aumento
de los niveles extracelulares de glutamato, de acetilcolina, y de la dopamina que se
encontro asociada con la inhibicion de la sintesis de KYNA.

Se necesitan inhibidores de KAT Il sisttmicamente activos para avanzar en la
investigacion neurobioldgicas de KYNA vy evaluar la posible utilidad terapéutica de
estos agentes.

En la Figura 1.3 Se observa la ruta biologica de la enzima KAT-I1.
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Figura 1.3. La via de quinurenina (KP) en la periferia y el sistema nervioso central
(SNC).¥

La conversion inicial de triptdfano a quinurenina requiere de la induccion de cualquiera
de las enzimas, aunque presenten limitacion de velocidad, siendo triptéfano 2, 3-
dioxigenasa (TDO) o indoleamina 2, 3-dioxigenasa (IDO).

La activacion inducida por el estrés de la glandula suprarrenal pituitario hipotalamico
(HPA) del eje resulta en la liberacion de glucocorticoides de las glandulas suprarrenales
que pueden conducir a la induccién de (TDO) tras la activacion de los receptores de
glucocorticoides intracelulares (GR).

Posteriormente TDO metaboliza el triptofano en quinurenina, que luego se convierte a
cualquiera del &cido quinurénico (KYNA) por accion de la aminotransferasa
quinurenina (KAT) o 3-hidroxiquinurenina por monooxigenasa quinurenina (KMO).
3-Hidroxiquinurenina se metaboliza adicionalmente a cualquiera de los é&cidos
antranilicos o acido 3-hidroxiantranilico por quinureninasa (KYNasa), que da lugar a
acetil CoA, o al intermedio inestable, 2-amino-3-carboxymucanato por el &cido 3-
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hidroxiantranilico 3,4-dioxigenasa (3-HAOQO), este metabolito es enzimaticamente
convertido en &cido picolinico, 0 no enzimatica transformado en &cido quinolinico, el
precursor de la nicotinamida adenina dinucleétido.

Indoleamine 2, 3-dioxigenasa (IDO) puede ser también inducida en respuesta al estrés a
través del simpaticosuprarrenal medular (SAM) asociado al sistema-b-adrenérgico, la
activacion de los receptores en las células inmunitarias que ocasiona la liberacion de
citoquinas pro inflamatorias incluyen IL-1b, IL-6 y el interferon (IFN) —g, las citoquinas
pro-inflamatorias son a su vez capaces de inducir a indoleamine 2, 3-dioxigenasa (IDO)
dentro del Sistema Nervioso Central (CNS), la via de la Kinurenina esta
compartimentada diferencialmente dentro de astrocitos y microglia en el cerebro.

La absorcion y el metabolismo del triptéfano en astrocitos conduce a la produccion de la
KYNA que son las acciones neuroprotectoras en el SNC, el metabolismo de triptéfano
en microglia da lugar a metabolitos con propiedades oxidativas reactivas incluyendo 3-
hidroxiquinurenina y el acido 3-hidroxiantranilico y &cido quinolinico que también
acta como un agonista en el N metil D aspartato (NMDA) que es un subtipo de
receptor de glutamato y puede contribuir a la excitotoxicidad y neurotoxicidad. &
KYNA es un antagonista en el sitio coagénico de glicina insensible a la estricnina de
receptores NMDA y un antagonista no competitivo a los receptores nicotinicos de
acetilcolina, a concentraciones mucho mas altas, KYNA es un antagonista en todos los
receptores ionotropicos del glutamato. Aparte de ser metabolizado en KYNA, el KYN
intermedio clave, funciona como sustrato de quinureninasa (KYNasa) y quinurenina 3-
hydroxylasa (kinurenina mono-oxygenasa, KMO), conduciendo finalmente al acido
quinolinico (QUIN). QUIN es un agonista del receptor NMDA vy tiene propiedades
neurotoxicas. Existe un delicado equilibrio entre el metabolismo de KYN en KYNA y
el metabolismo en QUIN.®® KAT-II consiste en 425 residuos de aminoacidos con un
sitio catalitico en la interfaz homodimérico. Pertenece al subgrupo | y 1 de la piridoxal-
5-fosfato aminotransferasas (PLP) dependientes con su actividad éptima a pH 7,0-7,5.
PLP actlla como una coenzima y esta unido covalentemente a Lys263 por una reaccion
de "base de Schiff”, dando como resultado un enlace aldimina. A medida que el paso
inicial de la ruta de reaccion enzimatica, el sustrato L-KYN se une en el sitio activo de
la aminotransferasa quinurenina y por consiguiente el enlace aldimina se rompe, y el C-
PLP se une entonces con el grupo amino de la L-KYN. En las etapas siguientes, este
grupo alfa- amino se transfiere a la Coenzima, convirtiendo el PLP a la forma de fosfato

de piridoxamina (PMP). La regeneracion del PLP se consigue mediante la transferencia
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del grupo amino al ceto acido, dejando el ceto acido co-sustrato con L-KYN, que sufre
espontaneamente un cierre de anillo al producir KYNA. ®En la Figura 1.4 se observa el
mecanismo del ciclo catalitico del PLP el cual es de caracter de interés en esta tesis, por
ser en esta region donde los farmacos, buscando que solamente se acerquen, de forma
competitiva al PLP en el Docking; este mecanismo se da en el bolsillo de la KAT-I1 en
la Lisina263.

Pocket human KAI‘Z

R
T LYS263 -
’:,,,:,-::—""Intcrnul Aldimine bond o NH,
4 O
PLP Qo
o
H3C N
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Figura 1.4. ElI mecanismo del ciclo catalitico KAT-2 humano. (I) PLP se une
covalentemente a LYS263.en el bolsillo de reaccion de KAT-2 humano mediante un
enlace aldimina interno en la forma nativa de la enzima; (IT) El grupo a-amino de KYN
en el sitio activo se une a PLP a través de un enlace aldimina externo y rompe el enlace
aldimina interno. El cierre de anillo espontaneo del analogo a-ceto produce KYNA. (111)
El grupo a-amino del enlace aldimina externo de la etapa previa se transfiere al PLP, y
la produccion de KYNA permite simultaneamente la formacion de fosfato de
piridoxamina (PMP); (IV) La regeneracion de PLP a partir de PMP se lleva a cabo
convirtiendo el cosustrato, a-cetoglutarato, en glutamato transfiriendo el grupo amino
de PMP al a-cetoglutarato y, en consecuencia, se regenera la forma PLP de la enzima .*

25

HPO3
™o
.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM =<2 DE SANTA MARIA

1.10 Psicofarmacologia de la Esquizofrenia

El Periodo de Pruebas se dio desde el siglo xx donde se daba el diagndstico de
demencia precoz / esquizofrenia, en el cual se hicieron innumerables intentos de
desarrollo fisico o farmacologico en el tratamiento de esta enfermedad, dado que la
fisiopatologia de la esquizofrenia era completamente desconocida, todos los esfuerzos
terapéuticos fueron lanzados en un ensayo casi casual de prueba y error; estos ensayos
iban desde la prescripcion de cocaina, manganeso, aceite de ricino, o la inyeccion de
sangre de animales.

La teoria de los procesos oxidativos deficientes se dio en la década de 1930, la hipotesis
predominante era que la esquizofrenia se baso en "una tendencia generalizada inherente
a “procesos oxidativos deficientes”; Loevenhart y otros habian informado, en 1929, de
que la estimulacién cerebral era sorprendente en pacientes catatdénicos que estuvieron
expuestos a inhalacion de CO2, cinco afios mas tarde, Hinsie y otros organizaron
hicieron un estudio sistematico y amplio de los efectos del oxigeno y didxido de
carbono en los sintomas catatonicos, la prensa publica un informe sobre la "curacién del
gas" de los locos, cuando el tratamiento es administrado en combinacion con fiebre y
psicoterapia.

En la década de 1940, uno de los autores (HEL) inyectd petréleo De trementina en la
pared abdominal de una mujer con esquizofrenia con el fin de producir un gran absceso
acompafado de fiebre y leucocitosis; el absceso tenia que ser abierto, bajo condiciones
estériles, en el quiréfano; el paciente fue mas racional durante 2 6 3 dias, mientras duro
la fiebre. Las inyecciones de azufre en aceite, también causaron pirexia; fueron muy
dolorosos, pero en algunos casos producian breves remisiones parciales. Algunos éxitos
con la terapia del suefio el psiquiatra suizo KIlasi tuvo mas éxito con un tratamiento
prolongado del suefio que indujo a través de inyecciones de los barbituricos,
somniferos, el tratamiento implicaba riesgos importantes ya que no estaban disponibles
antibioticos para la neumonia, aunque eran pocos frecuentes los casos.

En la segunda mitad del siglo XX en 1952 la clorpromazina fue el primer farmaco
antipsicotico creado por los psiquiatras franceses Delay, Deniker y Harl, el cirujano,
Laborit estaba experimentando con una forma de anestesia que llamé hibernacion, que
consistia en la administracién de un "cdctel litico" es decir, una mezcla de drogas

narcoticas, sedantes e hipndticas. Luego crearon un compuesto antihistaminico, la
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clorpromazina, Laborit observé que este agente produjo efectos farmacodinamicos
extrafios que podria ser comparado con una "lobotomia quimica".

La clorpromazina, el primer farmaco antipsicético, fue una fenotiazina, el término
neuroléptico se utiliza a menudo en lugar de antipsicotico, otros términos, como
ataractics o tranquilizantes principales, aun no estan empleados; con la introduccion de
los primeros farmacos antipsicéticos, aparecieron los efectos extrapiramidales.

La clorpromazina fue sintetizada el 11 de diciembre de 1950, por Charpentier y sus
colaboradores, publicado el 2 de mayo de 1951, una vez finalizada las investigaciones
de Courvoisier y su equipo, y dado por primera vez a un paciente psiquiatrico el 19 de
enero, de 1952, por Hamon, Paraire y Velluz en Val de Grace, el Famoso hospital
militar en Paris; la clorpromazina debia administrarse en dosis adecuadas, es decir, al
menos 500 mg al dia, con el fin de lograr efectos terapéuticos.

En la séptima edicion del index Psychopharmacorum por los afios 1990, se crearon mas
farmacos los cuales 12 eran derivados de las fenotiazinas: clorpromazina,
Methotrimeprazina, = promazina, flufenazina,  perfenazina,  proclorperazina,
tioproperazina, Trifluoperazina, mesoridazina, pericicina, pipotiazina, y Tioridazina.
Ninguna de las fenotiazinas tuvo mayor eficacia que la clorpromazina. Se diferencian
entre sf s6lo en lo que se refiere a los efectos secundarios y la dosificacion efectiva. "
Segun la literatura se sabe que en estos Ultimos afios la respuesta de pacientes
esquizofrénicos a fenotiazinas, estimulantes (anfetaminas) y farmacos psicéticos (por
ejemplo, LSD), y las interacciones quimicas de estos farmacos con neurotransmisores
(catecolaminas, indolaminas y receptores de acetilcolina).

Las fenotiazinas parecen tener verdaderas acciones anti-esquizofrénicas, son mas
eficaces que los sedantes y actian mas eficazmente sobre los sintomas fundamentales
(por ejemplo, agitacion y trastornos del pensamiento). EI bloqueo de los receptores de
dopamina por fenotiazinas esta estrechamente relacionado con su eficacia clinica y la
imitacion de la conformacidn de catecolamina preferida por las fenotiazinas predice su
eficacia terapéutica. En pequefias dosis, las anfetaminas parecen exacerbar los sintomas
esquizofrénicos y en grandes dosis pueden evocar una psicosis esquizofrénica;
Fenotiazinas y butirofenonas parecen ser los mejores antidotos para la psicosis
anfetaminica. Los efectos conductuales de las anfetaminas estan presumiblemente
mediados por catecolaminas en el cerebro. Las cuestiones relacionadas con la
comparacion de los efectos de los medicamentos psicodélicos a la esquizofrenia se

discuten, y las similitudes de los dos estados parece ser una ventaja prometedora. Se
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examina la quimica de las enzimas relacionadas con las aminas y las enzimas aminas-

metilantes que sintetizan farmacos psicotomiméticos.”

1.11 Manejo Farmacoldgico de la Esquizofrenia

Lograr una mayor continuacion del tratamiento es un elemento clave para mejorar los
resultados del tratamiento en pacientes con esquizofrenia. La interrupcion del
tratamiento se ha determinado como un predictor fiable y fuerte de la recaida; con cada
recaida se tiene un impacto clinico perjudicial, asi como una importante carga
econOmica, teniendo en cuenta el alto costo de las hospitalizaciones. Si bien un
tratamiento continuo con medicamentos antipsicoticos se ha relacionado con mejores
resultados y menos riesgo de recaida, a menudo se notan diferencias importantes entre
los diferentes tipos de drogas. El uso de medicacion antipsicotica inyectable de accion
prolongada (LAAP) ha demostrado en muchos estudios observacionales no
intervencionistas que se asocian con menos recaidas y menores tasas de hospitalizacion
después del inicio del tratamiento en comparacion con los pacientes tratados con
antipsicoticos orales (OAP), lo que resulta en un menor costo total de la atencion
sanitaria. "2

La mala adherencia a la medicacién prescrita es ampliamente reconocida como un
importante determinante de resultados en todas las categorias de enfermedades. Los
pacientes con diagnosticos son particularmente propensos a la no adherencia a otras
clases de medicacion. El incumplimiento de la medicacion se ha relacionado con un
mayor uso de los servicios de salud, incluyendo hospitalizaciones y uso de emergencia,
por lo tanto, la no adherencia a los servicios prescritos de la medicacion es un factor de
riesgo para empeorar el estado de la enfermedad, la disminucion de la funcion y
aumento del gasto en atencién médica. Las razones por las que los pacientes no toman
medicamentos prescritos incluyen la negacion de la enfermedad, el costo de la
medicacion, relacionados con los prescriptores, las barreras fisicas para los
medicamentos, el uso de sustancias comorbidas y los efectos secundarios adversos,
entre otros (por ejemplo, complejidad del régimen de medicacion);

Las farmacias que operan dentro de las clinicas pueden ayudar a reducir estas barreras,
sobre todo abordando las barreras fisicas a la obtencion de medicacion potencialmente
por otros medios, como la incorporacion de un farmacéutico en el equipo de atencion

clinica.
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1.11.1 Farmacos aun en estudio para la via glutamatérgica

La inhibicidn de esta enzima proporciona un medio para regular la produccion cerebral
de KYNA y puede dar lugar a una atenuacion de los déficits cognitivos.

Al estudiar a KAT Il haciendo pruebas en ratones inducidos a la psicosis, se demostrd
un mejor rendimiento en tres areas del cerebro relacionados con el hipocampo, el
paradigma cognitivo y un aumento significativo de la potenciacion hipocampal a largo
plazo adicionalmente. El inhibidor de KAT 11 de primera generacion el (S)-4-etilsulfonil
benzoilalanin -Clorhidrato (S-ESBA) demuestra efectos pro-cognitivos después de la
infusion intracerebral en ratas intactas.”

Los inhibidores de KAT Il de segunda generacion se desarrollaron recientemente, son
activos en el cerebro después de la administracion sistémica ; uno de estos compuestos,
BFF816, se encontré que reducia a KYNA extracelular y aumentaba el glutamato
extracelular en el hipocampo de la rata, también se evalud por primera vez el efecto del
aumento de los niveles de KYNA para reducir la liberacion de glutamato evocada en
PFC (corteza pre frontal), que puede ser invertida inhibiendo la sintesis de KYNA

(4cido quinurénico).

1.11.2 Patente de Pfizer

La Fundacién Pfizer, desde su instauracion en 1999, ha ido evolucionando conforme a
las necesidades que la realidad social y el entorno han requerido.

Por ello Emilio Moraleda Presidente de la Fundacién Pfizer no solo se encuentra en la
busqueda de nuevas curas para la esquizofrenia, sino que ademéas hace una guia con
ayuda de otras organizaciones en la cual en un pequefio fragmento de su prologo nos
sefiala:

Esta guia ve la luz en un momento clave, ya que recientemente el Ministerio de sanidad
ha presentado una camparia de sensibilizacion, que con el lema de “Todos somos parte
del tratamiento”, pone el acento en la necesidad de abordar sin estigmas ni prejuicios
las enfermedades mentales, asi como en el papel que cada uno de nosotros juega a la
hora de contribuir a la integracion de las personas que padecen alguna de estas
patologias.

En este sentido, no cabe duda que el presente libro ayudard a conocer mejor la
esquizofrenia y cémo enfrentarse a ella a todos los que de un modo u otro la sufren.”
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Pfizer en la busqueda de dar soluciones al problema que acarrea esta enfermedad, envia
esta solicitud la cual reivindica el beneficio de prioridad a la solicitud de patente
provisional de Estados Unidos Ser. N° 61 / 418.791 presentada el 1 de diciembre de
2010, y a la solicitud de patente provisional de EE.UU. No. 61 / 419.232 presentada el
02 de diciembre de 2010.

En la cual presenta al nuevo farmaco creado con los mas recientes conocimientos
obtenidos por la medicina moderna, en la cual postula que el farmaco 3-amino-1-
hidroxi-2-oxo-1, 2, 3,4-tetrahidroquinolina-7-carbonitrilo, 3-amino-1-hidroxi-7- (2-
metoxietoxi) -3, 4-dihidroquinolin-2 (1H) —ona cuya patente es US8487104.

Siendo este creado para inhibir KAT (kinurenina aminotransferasa Il) que es una
enzima primaria en el cerebro cuya funcién para catalizar la transaminacion de
quinurenina a KYNA (&cido quinurénico), como es un metabolito cerebral natural,
KYNA probablemente sirve como un modulador enddgeno negativo de la funcion
glutamatérgica cerebral. EI compuesto de la invencidn se administra por cualquier via
adecuada en forma de una composicion farmacéutica adaptada a dicha ruta, y en una
dosis eficaz para el tratamiento deseado. Las dosis terapéuticamente eficaces de los
compuestos requeridos para tratar el progreso de la afeccion médica son facilmente
comprobadas por un experto en la técnica usando enfoques preclinicos y clinicos
familiares para las artes medicinales. Los compuestos de la invencién pueden
administrarse por cualquier via adecuada, preferiblemente en forma de una composicion
farmacéutica adaptada a dicha ruta, y en una dosis eficaz para el tratamiento deseado.
Los compuestos y composiciones activos, por ejemplo, pueden administrarse por via
oral, rectal, parenteral o topica. '

1.11.3 PF-04859989

El equipo Pfizer informé en el afio2013 el descubrimiento de PF-04859989, un potente
inhibidor de KAT 1l con penetracién cerebral y actividad in vivo. La estructura
cristalina de rayos X , RMN vy los estudios del compuesto unido a KAT Il han
demostrado que este compuesto forma un aducto covalente con el cofactor, piridoxal
fosfato (PLP), en el sitio activo de la enzima. Esta interaccién covalente inhibe
irreversiblemente a la enzima, pero sin la formacion de un enlace covalente a la

proteina, lo que alivia el riesgo de haptenemia o inmunotoxicidad.
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Los estudios preliminares de relacion estructura-actividad (SAR) en este andamio
también demostraron que los sustituyentes en las posiciones C6 y C7 proporcionan las
mejores oportunidades para mejorar la potencia.®*

En un esfuerzo por identificar nuevos inhibidores de KAT 11, se realiz6 una pantalla de
alto rendimiento del archivo compuesto de Pfizer. Amino dihidroquinolina inicialmente
surgié como un exito interesante, pero las pruebas de seguimiento de una muestra
auténtica demostraron que este compuesto no tenia actividad inhibidora significativa
hacia KAT Il. La separacién cromatografia, la caracterizacion, la resintesis y el cribado
de impurezas menores del lote de la muestra original condujeron a la identificacion de
(3S) -3-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroquinolin-2 (1H) -ona (PF-04859989) como el
constituyente activo (hKAT Il ICs= 23 nM). Debido a su alta potencia y bajo peso
molecular (178 Da), el compuesto es un golpe atractivo desde el punto de vista de la
eficacia del ligando (LE = 0,82).Ademas, otras propiedades fisicoquimicas combinadas
con su perfil limpio en el panel CEREP estandar, o coloco en un excelente espacio
quimico para un compuesto lider apuntando al CNS, aunque cabe resaltar que es un
inhibidor irreversible.

El equipo de Pfizer observo que la presencia de un grupo hidroxilo en la posicién 1
desempefia un papel clave en la actividad de esta serie de compuestos y confirmé que
este resto hidroxilo libre es necesario porque puede desempefiar un papel como enlace
de hidrogeno aceptante y un donante. Al observar los datos biologicos, se reveld la
funcion estereoselectiva (conduce a un esterioisomero) del grupo amino en la posicion
3.En la posicion 3, el grupo amino libre (que apunta hacia arriba, configuracion S) es el
resto méas adecuado, e indico que no se pueden tolerar otros grupos pequefios cerca del
resto amino en el bolsillo de unién debido al choque con el enlace aldimina externo

situado entre el grupo amino libre y el PLP. ®

1.11.4 Disefio de farmacos y bioinformatica

El descubrimiento de farmacos utiliza la biologia quimica y los enfoques
computacionales de disefio de farmacos.

La biologia quimica esta principalmente implicada en la elucidacién de la funcion
bioldgica de un objetivo y el mecanismo de accion de un modulador quimico. Por otro
lado, el disefio de farmacos en computadora utiliza el conocimiento estructural de los
ligados objetivo (basados en la estructura) o conocidos con bioactividad (basados en el

ligando) para facilitar la determinacion de farmacos candidatos prometedores.
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Actualmente, las compafiias farmacéuticas y los grupos de investigacién académica
estan utilizando varias técnicas de deteccion virtual para reducir el costo y el tiempo
necesarios para el descubrimiento de un medicamento potente. A pesar de los rapidos
avances en estos métodos, las mejoras continuas son fundamentales para las futuras

herramientas de descubrimiento de farmacos.”

1.12 Mecanismo de Accidn de los Agentes Antipsicoticos

1.12.1 Bloqueo de receptores dopaminérgicos (DA)

Los neurolépticos de butirofenona como haloperidol, pimozida y espiroperidol, los méas
potentes farmacos antiesquizofrénicos, son inhibidores bastante debiles de esta
dopamina ciclasa. Por el contrario, la eficacia es relativa en de todos los neurolépticos,
incluidas las butinofenonas, se correlacionan bastante de cerca con sus afinidades por
las recepciones de dopamina etiquetados por butirofenonas tituladas como espiroperidol
y 3H-haloperidol (2-4). La actividad terapéutica no se correlaciona con el etiquetado de
dopamina receptores por 3H-dopamina en si o 3H-apomorfina (2, 3), una droga
imitadora de dopamina, ya que la eficacia de esta droga en estos sitios de union se
asemeja a los efectos en el enzima ciclasa.”

De acuerdo a las secciones sagitales del cerebro de un ratén, en condiciones normales
de DA (dopamina), en la corteza prefrontal (PFC) a través de receptores de dopamina
DA (DAR) se observo el disparo de parvalbumina + interneuronas (FSI) en el que
agentes GABAérgicos rapidos regulan el disparo ritmico de glutamato (Glu) que es
liberado hacia las neuronas piramidales (PYR).

Las neuronas PYR presumiblemente regulan la actividad neuronal de cualquiera de las
neuronas espinosas medulares (STR) ,estriateles (STR), que expresan receptores
NMDA (NMDAR) y DAR, o neuronas del nucleo cerebral (SN) de la parte media del
cerebro que también liberan DA en MSN striatales. En condiciones similares a la
esquizofrenia (SCZ) una pérdida de PFC DA (hipodopaminergia) o la inhibicion de la
actividad neuronal de los FSI conducen a una sobreexcitacion de las PYR. La actividad
potenciada de las PYR podria presumiblemente conducir a una mayor actividad estriatal
de MSN directamente o através de una mayor liberacion de DA (hiperdopaminergia) en
el cuerpo estriado por las neuronas del SN. Un agonista parcial sesgado es B-arrestin2
(Barr2) como UNC9994 que actia como un agonista en el PFC, pero como un
antagonista en el cuerpo estriado podria representar un compuesto ideal tipo APD o

neurolépticos que podria revertir simultaneamente la situacion de hipo e
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hiperdopaminergia en la esquizofrenia. EI mecanismo propuesto de dicho compuesto
seria mejorar Parr2 / GRK2 para reducir la actividad de Gai en el PFC e inhibir
simultaneamente la actividad de Barr2 / GRK2 en el cuerpo estriado.

Deacuerdo a investigaciones mas recientes se conoce que la sefializacion disfuncional
del receptor DA que ha sido implicada en la esquizofrenia y después de la clasificacion
de los receptores DA como D1 y D2, se revel6 que la mayoria de las APD
(neurolépticos) se unian a D2R pero no a D1R y que el bloqueo de D2R era suficiente
para inhibir la hiperdopaminergia .Mas tarde se descubrié en la década de 1980, la
clozapina, entonces un antipsicotico mas nuevo, tenia una afinidad menor por D2R pero
afinidades mas altas por el receptor de serotonina 5-HT2A . En base a las afinidades de
unién relativas para los receptores D2 versus 5HT2A, las APD clinicas se denominaron
APD "tipicas" o de "primera generacion” (haloperidol y clorpromazina) o APD
"atipicas" o "de segunda generacion™ (clozapina, risperidona y olanzapina). Para ambos
tipos de APD, sin embargo la union al D2R es una propiedad comin y se demostrd que
estos APDs mediaban sus acciones predominantemente actuando como antagonistas o
agonistas inversos en D2R .Aungue ambos tipos de APD son clinicamente efectivos,
existen diferencias significativas en sus perfiles terapéuticos y de efectos secundarios.
La esquizofrenia se caracteriza por sintomas positivos (alucinaciones, delirios),
negativos (alogia, anhedonia, avolicién) y cognitivos. Las tipicas APD son efectivas
para atacar los sintomas positivos de la esquizofrenia, pero tienen varios efectos
secundarios relacionados con el motor denominados sintomas extrapiramidales (EPS).
Aunque la EPS inducida por APD tipicas es el resultado de una excesiva unién de D2R
en las regiones estriatales, se cree que la eficacia terapéutica también requiere la union
de D2R estriatal con presumiblemente tasas de disociacion mas rapidas.

Las APD atipicas han superado algunos de los problemas con las APD tipicas en la
clinica y son relativamente mejores para atacar los sintomas de la esquizofrenia sin
inducir la EPS. Sin embargo, las APD atipicas tienen su propio perfil de efectos
secundarios, como el aumento de peso, la agranulocitosis y la hipotension.
Desafortunadamente, ninguna de las APD apunta eficientemente a la disfuncion
cognitiva observada en la esquizofrenia, que precede a los sintomas positivos y
negativos.®

En la Figura 1.5 se puede observar la relacién dopamina — acetil colina.
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Figura 1.5. La acetilcolina desempefia un papel positivo importante en la mediacién de
los efectos extrapiramidales de los antipsicoticos y existe un balance entre dopamina y
acetilcolina en los nucleos basales, clinicamente hay una base justificada, como es la
alta eficacia que tienen los agentes anticolinérgicos para revertir o mitigar los efectos
extrapiramidales de los antipsicéticos.”®

1.12.2 Bloqueo de receptores serotonérgicos (5-HT)
Se encuentra ligado al receptor 5-HT2A ademas de estar altamente involucrado con el
tratamiento de los sintomas negativos y los efectos secundarios comprometidos con la

via dopaminérgica.®*

1.12.3 Bloqueo de receptores colinérgicos (M)
Se conoce que si se bloquea esta via aparecen una gran cantidad de efectos secundarios,
pero también se sabe de agentes anticolinérgicos que evitan los efectos secundarios.®

1.12.4 Bloqueo de receptores a-adrenérgicos
Se conoce la capacidad que tienes de bloquear los receptores alfa adrenérgicos, pero sin
embargo también se sabe que una dosis mayos para enfermedades crénicas causa un

retrasé del sistema motor y aumenta la sintomatologia negativa de la esquizofrenia.®

1.12.5 Bloqueo de receptores histaminérgicos (H1)
Involucrados en la ansiedad por comer, cansancio, aumento de peso, son algunos
estragos que causa, pero no se puede negar sus efectos sedantes muy utiles para algunos

pacientes.®
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1.12.6 Inhibidor de la KAT II:

En el cerebro como en otras partes, varias quinureninas Aminotransferasa (KATS)
pueden catalizar la transaminacion irreversible de quinurenina a KYNA.

De estos, KAT II, se distingue sobre otros KATs por su especificidad de sustrato,
controla preferentemente un grupo de KYNA que puede movilizarse rapidamente en el
cerebro. KAT 11 estd preferentemente localizado en los astrocitos, es por lo tanto un
excelente objetivo para la intervencion farmacoldgica.

En los ultimos afos, los inhibidores de KAT 1l se han sintetizado y se han utilizado para
la prueba de hipétesis en ratas. Estos compuestos, que debian aplicarse
intracerebralmente a causa de la deficiencia, la penetracion cerebral, no s6lo provocéd
una pronta reduccion del KYNA extracelular, sino que también mejoré las funciones
cognitivas, probablemente relacionadas con los niveles extracelulares de glutamato, de
acetilcolina, y dopamina que se encontrd asociada con la inhibicion de la sintesis de
KYNA.

Se necesitan inhibidores KAT Il sistétmicamente activos para avanzar en la
investigacion en neurobiologia KYNA y para evaluar la posible utilidad terapéutica de
estos agentes para la intervencién farmacoldgica. %

Segun Pfizer el compuesto 3,4-dihidroguinolin-2(1H)-ona tiene una accion antagonista
hacia el subtipo de receptor NR2B del NMDA selectivamente y, por ende, son Utiles en
la terapéutica, particularmente, para el tratamiento del accidente cerebrovascular o

lesién cerebral, enfermedad neurodegenerativa crénica, tal como la esquizofrenia. %

1.13 Tratamiento

Lo primero que se debe hacer es recurrir a un especialista experto en la enfermedad,
aquel debe ser prudente y responsable en encaminar por el camino adecuado la
medicacion y el tratamiento.

Mayormente la enfermedad se presenta en la adolescencia donde recién se estd
formando el “yo” de la persona , es ahi cuando surgen conflictos de identidad y
comienzan a tener crisis mentales, que llevan a un mayor desequilibrio, influyendo
mucho el contexto en donde el paciente se desarrolle, el entorno, el aspecto
sociocultural, siendo factores ambientales muy relevantes para poder determinar la

sintomatologia y la raiz de donde inicia, también afecta el hecho de ser solitario y
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meditabundo generando que la mente busque un “amigo” por el hecho de que los seres
humanos somos netamente sociales se comienzan a crear por la mente seres imaginarios
o el otro yo, siendo un sintoma severo de esquizofrenia. Aun surgen dudas de la mejor
terapia, porque en la mayoria de los casos ayuda mas una rehabilitacion social que una
psicoldgica, el uso excesivo de farmacos trae efectos secundarios que a la larga causan
mayores complicaciones. En la actualidad se buscan los mejores tratamientos, sin tanto
uso de farmaco y maés trabajos con el aspecto social en la enfermedad, a diferencia de la
antiguedad, donde hacian uso de la logoterapia lo cual dejaba a los pacientes como
vegetales, por el hecho de que dafiaban parte del cerebro y la parte pre frontal.
Recalcando que pocos medicos psiquiatras se enfocan méas en el entorno que es lo que
ayuda a superar la enfermedad y encaminar de nuevo a una vida normal, siendo el caso
que algunos aln se ensafian contra el aspecto sintomatolégico. Como ya se sefial6 lo
mejor es el tratamiento de la aceptacion y posteriormente confrontar este problema con
ayuda de la familia y los amigos, a fin de poder superar satisfactoriamente la
enfermedad. El tratamiento de la esquizofrenia se clasifica segun los estados o fases del
trastorno en fase pre-psicotica o prodromica:

= El primer episodio psicotico es la esquizofrenia persistente o recurrente

incluyendo prevencion y tratamiento de las recaidas.
» Luego tenemos a la terapia de mantenimiento.

= Por Gltimo el tratamiento de la esquizofrenia refractaria.®’

1.14 Abordaje Psicoterapéutico de la Esquizofrenia

Todos los abordajes, independientemente de las diferencias en las estrategias y técnicas
particulares empleadas, se centran mas en la valoracion directa y el cambio de
relaciones entre individuos, que en los problemas “internos” del individuo portador de
los sintomas. Esta es quizas la principal distincién de una orientacion familiar sistémica
refiriéndose a los modelos de tratamiento individual tradicionales.

Se puede utilizar un punto de vista sistematico independientemente de la cantidad de
gente que exista en una habitacion, lo cual implica un estilo clinico que incluye el
interrogatorio sobre el contexto de un problema; sobre los procesos interactivos,
comunicativos y circulares que lo envuelven; en el momento del ciclo vital familiar; y
sobre los patrones multigeneracionales, que pueden ser de mucha importancia
dependiendo del motivo de consulta.®®

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM =<2 DE SANTA MARIA

Algunas partes de este proceso de rastreo se pueden simplificar si estan presentes otros
miembros familiares, sin embargo, el interrogatorio con un solo individuo infunde a la
entrevista clinica, un punto de vista sistémico que a su vez facilita la inclusion de la
dinamica familiar en el cuadro clinico de una forma mas sofisticada. Durante las ltimas
tres décadas, una generacion de investigacion ha mostrado los poderosos efectos de las
intervenciones psicosociales para facilitar la recuperacion en las personas con
esquizofrenia. Empleado con apoyo o la educacién con el apoyo, psicoeducacion
familiar, terapia cognitiva y tratamiento asertivo comunitario, han demostrado que
mejora los resultados. Sin embargo, son escasos tanto en el desarrollo como en el
desarrollado. A pesar de que la medicacion antipsicotica es Util y resulta ser esencial
para la reduccion de delirios y alucinaciones, estos sintomas son sélo una parte de la
enfermedad y podria no ser tan irrelevante como los aspectos cognitivos y
motivacionales del desorden, aspectos que no son el objetivo de la corriente
antipsicotica de medicamentos. Un enfoque holistico a este sindrome complejo, que
combina la medicacion y los tratamientos psicosociales basadas en la evidencia, puede
mejorar sus resultados, sobre todo si el plan de tratamiento se acopla a la paciente como
colaborador. Por lo tanto, aunque la prediccion del futuro para la investigacion de la
esquizofrenia no es sencilla, no cabe duda de que podriamos avanzar en la inmediata
solucidn si cerramos la brecha desmesurada entre lo que sabemos de la investigacion y
lo que ofrecemos en la practica. Si hemos de mejorar los resultados en el futuro, cerrar

esta brecha debe estar entre nuestras prioridades mas altas. *

1.15 Hospitalizacion

Es necesario en el caso de que existan efectos secundarios de la medicacion que haya
tenido estragos severos, también en el caso de que la enfermedad sea por drogadiccion o
alcoholismo, se necesita internar, afiadiendo las ideas de suicidio, y otros efectos
propios de la enfermedad cuando involucra partes fisicas y organicas como es el higado.

También cuando el paciente esta en rehabilitacion por delirios que pueda presentar. *°

1.16 Métodos de la Quimica computacional

En las Gltimas décadas la quimica computacional y el disefio asistido por computador,
han sido valiosas para la creacion de nuevas terapias para enfermedades neuroldgicas;
estas técnicas computacionales de modelado, también son una rama del disefio de

farmacos que incorpora las ideas de la quimica tedrica en programas de computadora,
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que luego son capaces de simular estructuras quimicas, sus propiedades quimicas e
interacciones moleculares. Los modelos computacionales pueden simular estas
propiedades en dindmicas moleculares, siendo bastante dtiles como herramientas
predictivas.”

El campo esté separado en dos categorias principales, bioinformatica y la biofisica de
las interacciones moleculares (modelado molecular), es decir, el primero trata de
secuencias aminocidicas y la otra trata sobre biomoléculas y sus interacciones.
Bioinformatica combina computadora ciencia, estadistica, matematicas e ingenieria para
estudiar datos bioldgicos. A menudo, la bioinformatica se usa para comprender mejor la
base cuéntica y molecular de la enfermedad, hace uso del modelado molecular, por otro
lado, es una serie de técnicas que utilizan matematicas, fisica y quimica para simular el
comportamiento de sistemas quimicos complejos. Este tipo de modelado se enfoca
principalmente en la naturaleza fisica de la quimica, mirando cosas como proteinas,

interacciones de ligandos y propiedades biofisicas.*

1.17 Mecanica molecular o Mecéanica Clésica

Las simulaciones de dinamica molecular de sistemas biol6gicos se dan desde su primera
aplicacion en una pequefia proteina simulada al vacio hace méas de tres décadas, los
avances tecnolégicos en las computadoras potencian los desarrollos algoritmicos y
hacen mejoras en la precision de las funciones de interaccion utilizadas.

Estas herramientas han establecido a la dinamica molecular como una técnica
importante y predictiva para estudiar procesos dindmicos en resolucion atémica. En las
funciones de interaccion, los llamados campos de fuerza de la mecénica molecular, se
utilizan para obtener conceptos quimicos simples que describen la energia potencial del
sistema.

Se realizan simulaciones por computadora con la esperanza de comprender las
propiedades de los conjuntos de moléculas en términos de su estructura y las
interacciones microscopicas entre ellas. Esto sirve como complemento a los
experimentos convencionales, lo que nos permite aprender algo nuevo, algo que no se
puede descubrir de otras maneras. Las dos familias principales de técnicas de
simulacion son la dinamica molecular (MD) y Monte Carlo (MC); adicionalmente,
existe toda una gama de técnicas hibridas que combinan caracteristicas de ambos. La
ventaja obvia de MD sobre MC es que da una ruta a las propiedades dinamicas del

sistema: coeficientes de transporte, respuestas dependientes del tiempo a las
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perturbaciones, propiedades reoldgicas y espectros. Las simulaciones por ordenador
actian como un puente entre las escalas de longitud y tiempo microscopico y el mundo
macroscopico del laboratorio: proporcionamos una estimacion de las interacciones entre
las moléculas y obtenemos predicciones “"exactas" de las propiedades a granel. Las
predicciones son “exactas"” en el sentido de que se pueden hacer tan precisas como nos
gusta, sujeto a las limitaciones impuestas por nuestro presupuesto informatico. Al
mismo tiempo, se puede revelar el detalle oculto detrds de las mediciones a granel. Un
ejemplo es el vinculo entre el coeficiente de difusion y la funcién de auto correlacion de
velocidad (el primero facil de medir experimentalmente, el ultimo mucho mas dificil).
Las simulaciones actian como un puente en otro sentido: entre la teoria y el
experimento. Podemos probar una teoria realizando una simulacién usando el mismo
modelo. Podemos probar el modelo comparandolo con resultados experimentales.
También podemos realizar simulaciones en la computadora que son dificiles o
imposibles en el laboratorio (por ejemplo, trabajando a temperaturas o presiones
extremas).

En ultima instancia, es posible que deseemos realizar comparaciones directas con
mediciones experimentales realizadas en materiales especificos, en cuyo caso es
esencial un buen modelo de interacciones moleculares. El objetivo de la llamada
dinamica molecular ab initio es reducir la cantidad de calculos y las conjeturas en este
proceso a un minimo local. Por otro lado, podemos estar interesados en fendmenos de
naturaleza bastante genérica, o simplemente podemos querer discriminar entre teorias
buenas y malas. Cuando se trata de objetivos de este tipo, no es necesario tener un
modelo molecular perfectamente realista; para esto uno que contenga la fisica esencial

puede ser bastante adecuado.*®

1.17.1 Elementos de Mecanica Molecular
Para efectuar un calculo en Mecanica Molecular se requieren las coordenadas atdmicas
del sistema y las conectividades.
Ademas, es de vital interés los campos de fuerza que se quiera utilizar, el cual dictara
los atom types a usar, asi como el método de célculo de cargas parciales para la
molécula, estdn compuestos de:

= Atom types para cada uno de los atomos del sistema segun el campo de fuerza

empleado.
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= Estos permiten asignar a cada 4tomo sus caracteristicas segtn su hibridacion,
carga y tipo de &tomos a los que esté unido.
= Ecuacion de energia potencial, la cual calcula la energia de la molécula en una
configuracién determinada. Dicha energia se calcula como la suma de diferentes
términos que indican la penalizacion por el alejamiento de un estado ideal de las
distancias de enlace, &ngulos de enlace, torsiones.
= Un conjunto de parametros, los cuales permiten ajustar las ecuaciones a los
diferentes tipos de atomos. Se suelen obtener a partir de datos experimentales o
de resultados de calculos de mecénica cuéntica.
Un principio fundamental de la mecénica molecular es que las fuerzas fisicas
acumulativos se puede utilizar para describir geometrias moleculares y energias. El
conformacional espacial obtenida en Ultima instancia, es entonces un ajuste natural de la
geometria para minimizar la energia interna total.
Una molécula se considera como una coleccién de masas cencados en los ndcleos
(&tomos) conectados por resortes (enlaces); en respuesta a las fuerzas intramoleculares,
la molécula se extiende, en las curvas, y gira alrededor de los enlaces. Esta sencilla
descripcion de un sistema molecular como un dispositivo mecanico como ejemplo el
cuerpo se asocia generalmente con un sistema "clasico". Sorprendentemente, esta
clasica descripcion mecanica es una caracterizacion adecuada incluso cuando la
cantidad de la informacion cuantico-mecénica que se utiliza para derivar campos de
fuerzas, trabaja generalmente bien para la descripcion de las estructuras y procesos
moleculares, con la excepcion de las pruebas de ruptura de enlace.
La mayoria de los programas de Mecanica Molecular modernos tienen una interfaz
gréafica la cual permite al usuario introducir la estructura dibujdndolo o leyendo sus
coordenadas cartesianas; la energia de deformacion de la molécula en esta
conformacion puede ser minimizada. Sin embargo, la resultante conformacion no es
necesariamente el mas bajo de energia (o global de energia minima) de la estructura. De
hecho, es muy posible que la estructure minimizada poder ser significativamente mas
alto en energia que el minimo global y por lo tanto puede ser de poca importancia
practica.
El objetivo de una busqueda conformacional es encontrar el mayor nimero de minimos
como sea posible, incluyendo el minimo global. Al hacer una bdsqueda de este tipo, un
gran numero de alta energia pertenecientes a las conformaciones de partida son

generados, reduce al minimo, en comparacion con conférmeros previamente que han
40
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encontrado y almacenado si son Unicos. Para una busqueda exhaustiva, las estructuras
de partida en crudo deben abarcar toda la superficie de energia potencial; si s6lo una
parte de la superficie esta cubierta no se puede estar seguro de que todos los importantes
minimos de baja energia se encontraran.**

Idealmente una busqueda conformacional, en la que las conformaciones de partida
cubren todo el espacio conformacional, deben llevarse a cabo en todas las simulaciones
moleculares. Sin embargo, para las moléculas grandes y / o muy flexibles, el tiempo de
CPU necesario para explorar toda la superficie de energia es prohibitivo.

Es méas comun el uso de métodos estocasticos o0 Monte Carlo, que emplean un elemento
aleatorio para generar geometrias de partida o de probar estructuras en una dindmica
molecular desarrollada. Numerosos métodos de busquedas conformacionales han sido
presentados en la literatura. Algunos han sido disefiados para su uso en pequefias
peptides ciclicas y aciclicas. Mientras que otros han sido concebidos para buscar el
espacio conformacional disponible para las pequefias proteinas, polimeros y los hidratos
de carbono. Las comparaciones de los diferentes métodos de busqueda se han publicado
simulaciones de mecanica molecular que sélo pueden dar una descripcion atil del
comportamiento fisico de un sistema si los campos de fuerza que son ocupadas son una
aproximacion bastante exacta de la variable real en la energia del sistema con
coordenadas atomicas. Dentro de esta amplia declaracion, algunas propiedades fisicas

son mas sensibles que otras. Como se observa en la Figura 1.6.

[Preparacion del sistema] [Equilibramiento] [Simulacion MD] | [Resultado]
Seleccion de muestra -} Preparacion de la muestra -» Propiedad a calcular -’ Andlisis de datos
(N, CI, CE) (Objetivo, P, T) (L pasos de ejecucion -runs-) (Propiedad calculada)

Figura 1.6. Pasos para hacer una dindmica molecular los cuales estan dados por nimero
de 4tomos en una configuracion inicial en condiciones de equilibrio, usando un esquema
candénico NVT , se hace una simulaciéon en computador a un tiempo en picosegundos,
finalmente se analiza la gréfica de lo obtenido.®

1.18 Campos de fuerza

Se denomina force field al conjunto que forman las ecuaciones para calcular las
contribuciones a la energia y los valores de los parametros ajustables al equilibrio. Cada
force field define una ecuacion de energia potencial, de manera que la energia de una
molécula en una conformacién determinada se calcula a partir de la que tendrian
idealmente las partes que la constituyen. La energia es relativa a un estado de referencia
y se calcula como la suma de los diferentes términos que indican la penalizacién por el
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alejamiento de la idealidad de las distancias de enlace, angulos, angulos diedros,
torsiones.

Un campo de fuerza se construye a partir de dos componentes distintos como el
conjunto de ecuaciones (llamado las funciones potenciales) que se utiliza para generar

las energias potenciales y sus derivados, las fuerzas. ®

1.18.1 El campo de fuerza opls-AA

El campo de fuerza de OPLS-AA, en particular, cubre variedad de moléculas organicas.
También se cred para hacer simulacion con proteinas por esa razén es que se usa en este
trabajo. Para configuraciones de atomos unidos y para todos los parametros del atomo
Gromacs recomienda OPLS-AA.

El campo de fuerza OPLS / AA no necesita ningun parametro enlazado, ya que ambos
los parametros A y B estan determinados por los tipos de atomos. Las interacciones no
vinculadas que involucran a uno o dos atomos perturbados utilizan las formas
funcionales de perturbacion de energia libre. Interacciones no enlazadas entre dos
atomos no perturbados utilizan las formas funcionales normales. Esto significa, por
ejemplo, sélo la carga de una particula es perturbada, sus interacciones de Lennard-

Jones también seran afectadas.”’

1.19 Optimizacion de geometrias
Los elementos basicos que encontramos en una superficie en tres dimensiones se

pueden aplicar a dimensiones superiores: encontraremos zonas de baja energia o
minimos, asi como también maximos y puntos de bifurcacion o de silla (saddle points).
Los maximos corresponden a estructuras de transicion entre dos 0 mas minimos y un
minimo corresponde a un estado estable del sistema (en ausencia de otras fuerzas
externas). En la basqueda de conformaciones de baja Energia son necesarios algoritmos
de optimizacion que permitan encontrar estos minimos.

Existen razones de tipo practico que hacen necesarios los algoritmos de minimizacion.
Sabemos que las coordenadas iniciales de nuestro sistema se derivan de una estructura
cristalografica o de la secuencia FASTA. De este modo, las posiciones de los &tomos en
archivo PDB no corresponden a una sola molécula, sino a un ajuste sobre una densidad
electronica. Tomando eso en cuenta, y que un campo de fuerza es una aproximacion al

comportamiento cuantico, se espera que la estructura no corresponda a una estructura de
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baja energia. Si se tiene en cuenta el tipo de interacciones involucradas en el campo de
fuerza, esto implica que habré grandes fuerzas internas, que pueden hacer que el sistema

se desestabilice en una simulacién de dinamica molecular.®

1.20 Método del Descenso por Etapas

Esta direccion de "descenso mas empinado” define el descenso mas pronunciado; los
métodos SD generalmente conducen a mejoras rapidas, pero luego muestran lentos
progresos hacia una solucion. Aungue se ha acostumbrado a recomendar EIl uso de SD
para iteraciones de minimizacion iniciales cuando la funcion de inicio y valores de la
gradiente-norma son muy grandes, este enfoque no es necesario cuando esta disponible
un método de minimizacion robusta.

Conocida también por Steepest Descent, los puntos del vector gradiente en la direccion
donde la funcién incrementa mas, el valor de la funcion puede siempre ser disminuida
por etapas en la direccion opuesta. En el método Steepest Descent, una serie de
evaluaciones de la funcion son resueltas en la direccidn negativa del gradiente a lo largo
de una direccion de busqueda definida.

Por naturaleza del método Steepest Descent puede solamente localizar minimos en las
funciones. La ventaja es que algoritmo es muy simple, y solamente requiere el
almacenamiento del vector gradiente. El vector gradiente g apunta en la direccién en la
que la funcion aumenta més, es decir, la i.e. El valor de la funcion siempre se puede
bajar avanzando en la direccion opuesta. Se realizan una serie de evaluaciones de la
funcion en la direccion del gradiente negativo, es decir, a lo largo de una direccion de
busqueda definida como d = -g. una vez la funcion comienza a aumentar, se puede
determinar un minimo aproximado por interpolacion entre los puntos calculados. En
este punto interpolado, un nuevo gradiente es calculado y utilizado para la busqueda de
la linea siguiente.

El algoritmo de descenso mas pronunciado es sure-fire. Si se realiza la minimizacion de
linea con suficiente precision, siempre se reducira el valor la funcién y, por lo tanto, se
garantiza para acercarse a un minimo, tiene, sin embargo, dos problemas principales.
Dos lineas posteriores a las busquedas son necesariamente perpendiculares entre si; si
hubiera un componente de gradiente a lo largo de la direccion de bdsqueda anterior, la

energia podria bajarse mas en este; por lo tanto, el algoritmo de descenso mas
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pronunciado tiene una tendencia para cada busqueda de linea para estropear en parte el

descenso de la funcién obtenido por la bisqueda anterior.*®

1.21 Método del Gradiente Conjugado

Algunos problemas no pueden ser resueltos por método Steepest Descent, por lo que
una mejora a ello fue el método de Conjugate Gradient. Si la superficie es puramente
cuadrética, cada Minimizacion sucesiva no generara componentes del gradiente a lo
largo de alguna direccion previa, la primera etapa es equivalente a un Steepest Descent,
pero subsecuentes busquedas son resueltas a lo largo de una linea la cual es una mezcla

del actual gradiente negativo y las previas direcciones de bisqueda.*®

1.22 Ramachandran

Un polipéptido se puede considerar como una sucesion de planos peptidicos. El giro
alrededor del enlace que une el Alpha C con el N del plano anterior se mide con el
angulo phi. El giro alrededor del enlace que une la alfa C con la C del plano posterior se
mide con el angulo psi. La conformacién global del polipéptido esta definida por los
angulos phi y psi de cada carbono alfa. No todos los pares de valores phi y psi estan
permitidos ya que algunos causarian descargas estéricas. El diagrama de Ramachandran
define los pares de valores de phi y psi que estan permitidos. La gran mayoria de los
aminoacidos en las proteinas se encuentran en las regiones permitidas. Solo las glicinas
tienen regiones permitidas mas extensas. Los elementos de la estructura secundaria de
las proteinas (hélices, laminas, espiras) estan constituidos por residuos de aminoacidos

con angulos phi y psi caracteristicos.*®

1.22.1 Angulo vy (psi)

El enlace del grupo a-carbono al grupo carbonilo (en el extremo C-terminal) del residuo
de aminoacido puede rotar y girar todo el plano del grupo amida, que incluye el carbono
carbonilo, en un rango de 360°.Este angulo se mide mirando a lo largo de ese unién con
el carbono del grupo carbonilo en la parte trasera y el carbono a en la parte delantera.
Medimos el angulo aparente entre los dos enlaces al nitrégeno que se puede ver saliendo
del eje del enlace C,.Cc-q) Este angulo esta etiquetado y (psi) y se mide desde -180° a +
180° con la direccidon positiva cuando gira el grupo trasero en el sentido de las agujas

del reloj de modo que el enlace de nitrégeno posterior esté en el sentido de las agujas
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del reloj del enlace de nitrogeno delantero (o cuando gira el grupo frontal en sentido
contrario a las agujas del reloj para que el enlace de nitrdgeno posterior esté en el
sentido de las agujas del reloj del frente).’

1.22.2 Angulo ¢ (phi)

El enlace del nitrégeno (en el extremo N-terminal) al carbono-a del residuo de
aminoacido puede rotar y girar todo el plano del otro grupo amida, que incluye el
nitrégeno, en un rango de 360 grados. Este angulo se mide mirando a lo largo de ese
enlace con el dtomo de nitrogeno en el frente y el carbono o en la parte posterior.
Medimos el angulo aparente entre los dos enlaces a los carbonos de carbonilo que puede
ver saliendo del eje del enlace N-Ca. Este angulo esta etiquetado como ¢ (phi) y se mide
de -180° a + 180° con la direccion positiva cuando gira el grupo trasero en el sentido de
las agujas del reloj para que el enlace carbonilo posterior esté en sentido horario del
enlace carbonilo frontal (o cuando gira el grupo frontal en sentido contrario al de las
agujas del reloj, de modo que el enlace carbonilico posterior esté en el sentido de las

agujas del reloj del frente).*’

1.23 Minimizacién

La mayoria de los programas de MM modernos tienen una interfaz grafica que permite
al usuario ingresar la estructura dibujandola o leyendo sus coordenadas cartesianas; la
energia de deformacion de la molécula en esta conformacion dada puede minimizarse.
Sin embargo, la conformacion resultante no es necesariamente la estructura de menor
energia (0 minimo de energia global). De hecho, es muy posible que la estructura
minimizada pueda ser significativamente més alta en energia que el minimo global v,
por lo tanto, puede ser de poca importancia practica.

El objetivo de una blsqueda conformacional es encontrar tantos minimos como sea
posible, incluido el minimo global, y para calcular la poblacion Boltzmann (calcula
diferentes estados de energia). Al realizar dicha busqueda, se minimizan un gran
nimero de conformaciones de partida de alta energia en comparacion con los
conférmeros encontrados previamente, y se almacenan si son Unicos. Para una basqueda
exhaustiva, las estructuras de partida iniciales deben abarcar toda la superficie de
energia potencial; si solo se cubre una parte de la superficie, no se puede asegurar que
se encontrardn todos los minimos de baja energia importantes. Idealmente, una
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cuadricula o busqueda conformacional determinista, en la cual las conformaciones
iniciales cubren todo el espacio conformacional, debe realizarse en todas las
simulaciones moleculares. Sin embargo, para moléculas grandes y / o muy flexibles, el
tiempo de CPU requerido para explorar toda la superficie de energia es prohibitivo. Es
mas comun utilizar métodos estocasticos o de Monte Carlo, que emplean un elemento
aleatorio para generar geometrias iniciales o para muestrear estructuras en una ejecucion

de dindmica molecular; aunque el defecto es que es inexacto.®

1.24 Dindmica Molecular

Lo que se analiza es la evolucion temporal del modelo considerado. Por tanto, la parte
central de este método el algoritmo de integracién de las ecuaciones de movimiento de
Newton, que son ecuaciones diferenciales ordinarias acopladas, no lineales y de
segundo orden, que deben ser resueltas numéricamente. Dadas las posiciones y
velocidades iniciales a un tiempo inicial, la tarea del algoritmo es obtener las posiciones
y velocidades en un tiempo t0.

En resumen, un programa de Dinamica Molecular trabaja de la siguiente forma:

1. Se leen los parametros que especifican las condiciones de la simulacion.

2. Se inicializa el sistema, esto es, se asignan las posiciones y las velocidades iniciales

3. Se calculan las fuerzas sobre todas las particulas.

4. Se integran las ecuaciones de movimiento de Newton. Este pasd, junto con el
anterior, conforman el nucleo de la simulacion. Se repiten n veces hasta tener calculado
la evolucion temporal del sistema durante el tiempo total de simulacion deseado. Se van
guardando las posiciones, velocidades, fuerzas, etc., durante cada paso en un archivo
para luego ser procesadas.

5. Se calculan e imprimen los diferentes promedios relevantes. Para ello, se descartan n0
pasos iniciales, corresponde al periodo de equilibrio, y se estima el promedio

termodinamico de una magnitud dindmica arbitraria.*

1.25 Docking
Las técnicas experimentales para el reconocimiento molecular del estudio incluyen
cristalografia de rayos X, RMN, microscopia electrénica, mutagénesis dirigida al sitio,

co-inmuno-precipitacion, etc.
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El docking nos permiten resolver experimentalmente los detalles de las estructuras
tridimensionales de biomoléculas en su conformacion, forma que es un paso necesario
en la identificacion de residuos cruciales, estudiar las fuerzas de interaccion, sus
energias, entender como encajan las estructuras moleculares, e investigar los
mecanismos de accion.*

La tarea de acomodar una molécula orgénica en una cavidad proteica no es simple,
como analogia, podrias pensar en estacionar un auto en un sitio estrecho orientandolo al
azar en diferentes posiciones, solo que en el caso molecular es tridimensional y no hay
informacidn previa sobre cual es la ubicacidn correcta, esta es precisamente la razon
para desarrollar esquemas de puntuacion numérica para cada orientacion. En el maés
simple de estos esquemas, el nimero de contactos totales que se pueden establecer entre
cada par de atomos en el sitio de unién y el ligando, es en una orientacion particular del
mismo, se le considera formado un contacto cuando un atomo del ligando y otro del
sitio de union se encuentran en una distancia inferior o igual a la de un valor umbral
(por ejemplo, 5 A). Si la forma geométrica del ligando es complementario al de la
cavidad se dara una orientacion adecuada que por ende generard una gran cantidad de
contactos y se le asignard un puntaje alto; hay programas encargados de seleccionar y
descartar la superposicion de cualquier atomo de ligando con el de la proteina para
evitar interacciones poco realistas.

Para un estudio de docking es indispensable que la estructura tridimensional del blanco
haya sido previamente determinada, ya sea por difraccion de rayos X (Figura 3) o por
resonancia magnética nuclear. La fuente principal de estructuras tridimensionales de
proteinas es el PDB (Protein Data Bank). Sin embargo, en la mayor parte de los casos
los archivos depositados en esta base de datos no pueden ser utilizados directamente en
estudios de disefio de farmacos, sino hasta realizar algunas adecuaciones ya explicados

anteriormente en mecanica molecular.**

1.26 RMSD

El grado de similitud de dos estructuras tridimensionales proteicas se mide
generalmente con la distancia raiz-media-cuadrado entre pares de atomos equivalentes.
Tal medida de similitud depende de la dimension de las proteinas, es decir, del nimero
de pares de atomos equivalentes.

El rmsd es O para estructuras idénticas, y su valor aumenta a medida que las dos
estructuras se vuelven mas diferentes. Los valores Rmsd se consideran indicadores
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confiables de variabilidad cuando se aplican a proteinas muy similares, como
conformaciones alternativas de la misma proteina. Por otro lado, los datos rmsd
calculados para pares de estructuras de diferentes tamafios no se pueden comparar
directamente, porque el valor rmsd obviamente depende del ndmero de atomos

incluidos en la alineacion estructural.*?

1.27 Condiciones Periddicas de Contorno

La metodologia clasica para realizar una simulacion de dinamica molecular, nos permite
crear un sistema y afiadir cantidades relativamente grandes de moléculas de agua para
solvatar el sistema. Sin embargo, este niumero de moléculas de agua nunca sera
demasiado grande como para crear un solvente infinito, y de esta manera simular
propiedades macroscopicas. Por lo tanto el conflicto que existe entre los limites del
sistema, se solucionan de cierta manera con la inclusion de condiciones periddicas de
contorno. Estas condiciones permiten crear replicas identicas del sistema, en las tres
dimensiones del espacio, dando la posibilidad a las moléculas de moverse infinitamente
a través del solvente original y el de sus réplicas.*

1.28 Modelamiento Estructural
Entendemos como modelamiento estructural, a la generacion de estructuras secundarias
“limpias”, que podran ser usadas para el modelamiento molecular.
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CAPITULO II

Métodos y Detalles Computacionales

2.1 Detalles Computacionales

2.1.1 Equipo Computacional
Workstation: Procesador E7 de 3.1GH, memoria RAM 64GB, dos discos duros de 04 y

06 TB, Acelerador de Video GTX 980 con 2GB de memoria dedicada, Acelerador de
Video Tesla K80 de 24GB de memoria dedicada con 4990 cores de GPU.

2.2 Software
GROMACS 5.1.4 (Hess, 2016). Disponible en www.gromacs.org
Es un paquete versatil para realizar dinamicas moleculares, es decir, simular las
ecuaciones newtonianas de movimiento para sistemas con cientos de millones de
particulas. Estd disefiado principalmente para moléculas bioquimicas como
proteinas, lipidos y acidos nucleicos que tienen una gran cantidad de complicadas
interacciones enlazadas y no enlazadas que suelen dominar las simulaciones. %
Molden 5.4 (Schaftenaar, 2000). Disponible en www.cmbi.ru.nl/molden
Es un paquete que sirve para mostrar la densidad molecular de cualquier archivo
creado a través del formato Molden, ademas de leer toda la informacién requerida
del archivo de salida, puede escribir una variedad de instrucciones graficas; tiene un
poderoso editor Z-matrix que le da un control total sobre la geometria y le permite
construir moléculas desde cero, incluyendo poli péptida. %1%
Chimera 1.11.1 (Pettersen, 2004). Disponible en www.cgl.ucsf.edu/chimera
Es un programa altamente extensible para la visualizacion interactiva y analisis de
estructuras moleculares y datos relacionados, incluyendo mapas de densidad,
montajes supramoleculares, alineaciones de secuencias, resultados de acoplamiento,

trayectorias y conjuntos conformacionales. Se pueden generar imagenes y
49
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animaciones de alta calidad.**"*%

Ramachandran (GN Ramachandran, 2016). Disponible en www.rampage.php
Representa la distribucion de las conformaciones del esqueleto de los aminoacidos
en las estructuras de péptidos y proteinas. Muestra la distribucion de los angulos y
diedros representados por w (psi) y muestra los residuos de los aminoécidos
representados por ¢ (phi), del péptido en un mapeo de Ramachandran para cada
modelo especificado y la grafica para cada modelo contendra ¢, vy del péptido
independientemente de los &tomos que se hayan especificado; mostrando a priori la
estructura secundaria del péptido. 1%

Hex 8.0.0 (Gary Mancidoe, 2006) Disponible en www.hex.loria.fr

Es un programa interactivo de acoplamiento de proteinas y superposicion molecular,
reconoce las proteinas y las estructuras de ADN en formato PDB, y también puede
leer los archivos SDF de moléculas pequerias, los tiempos de acoplamiento oscilan
entre unos pocos minutos 0 menos cuando la busqueda esta restringida a sitios de
enlace conocidos, a aproximadamente media hora para una busqueda global ciega (o
s6lo unos segundos con CUDA). 120

IGEMDOCKV2.1(BioXGEM Lab, 2006) Disponible en ww.gemdock.life.nctu.edu.tw
Sirve para el acoplamiento, la deteccion virtual y el analisis posterior a la
seleccion. Para el andlisis posterior a la seleccion, IGEMDOCK puede enriquecer la
tasa de aciertos y proporcionar conocimientos biol6gicos derivando las interacciones
farmacoldgicas de los compuestos de cribado. Las interacciones farmacoldgicas
representan restos de interaccion conservados que a menudo forman bolsas de union
con propiedades fisicoquimicas especificas para desempefiar las funciones
esenciales de la proteina diana. Los resultados del experimento muestran que la tasa
de éxito de iIGEMDOCK es del 78% (derivaciones de la raiz cuadrada media por
debajo de 2.0 angstrom) en 305 complejos de proteina y compuesto. 2?7

PDB (Protein Data Bank) Disponible en www.rcsb.org/pdb

Es el Unico repositorio mundial de informacion sobre las estructuras
tridimensionales de las moléculas bioldgicas grandes, incluidas las proteinas y los
acidos nucleicos. Actualmente, se utilizan varios métodos para determinar la
estructura de una proteina, incluida la cristalografia de rayos X, la espectroscopia de
RMN vy el microscopio electronico. Cada método tiene ventajas y desventajas. En

cada uno de estos métodos, el cientifico usa muchos datos para crear el modelo
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atémico final. Principalmente, el cientifico tiene algun tipo de datos experimentales
sobre la estructura de la molécula. Para la cristalografia de rayos X, este es el patron
de difraccion de rayos X. Para la espectroscopia de RMN, se trata de informacion
sobre la conformacion local y la distancia entre atomos que estan cerca uno del
otro. En microscopia electronica, es una imagen de la forma general de la
molécula.'**%

NCBI (Centro Nacional para la Informacion Biotecnologica) Disponible en
www.ncbi. nim. nih. gov

Su objetivo es disefiar, desarrollar, implementar y administrar sistemas
automatizados para la recopilacion, el almacenamiento, la recuperacion, el anlisis y
la diseminacion de conocimientos sobre biologia molecular humana, bioquimica y
genética ademas de realizar investigacion en métodos avanzados de procesamiento
de informacién basado en computadoras capaces de representar y analizar la gran

cantidad de moléculas y compuestos biolégicamente importantes.**

2.3 Modelamiento estructural de la enzima quinurenina aminotransferasa Il
(KAT-11)
Para ello inicialmente se usé la base de datos NCBI (National Center of

Biotechnology Information) y el PDB (Protein Data Bank); estos contienen
informacion de estructuras determinadas experimentalmente.

Luego se busco la enzima KAT-Il1 Human en el Banco de Datos de Proteinas (PDB),
el cual nos brindé informacion acerca de la estructura tridimensional corroboradas
por cristalografia de rayos X, espectroscopia de resonancia magnética nuclear
(RMN) y microscopia crioelectrénica , ademas buscamos que tengan correlacién con
las estructuras que se encontraron en el Centro Nacional De Informacion De
Biotecnologica (NCBI) en el formato Fasta de la secuencia aminoacidica real de cada
estructura, el cual es un formato ubicuo de secuencias de proteinas.

Prontamente se hizo un modelado por homologia para estudiar una proteina de
estructura completa, debido a que en los procesos de difraccion se suele perder
informacion de algunos aminoéacidos, para ello se hizo un alineamiento multiple de
las secuencias reportadas hasta la fecha mediante el programa UGENE bajo el

algoritmo ClustalW, como se observa en la Figura 2.1.
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>2qlrL.pdb (#@) chain A/1-425
MNYARFITAASAARNPSPIRTMTDILSRGPKSMISLAGGLPNPNMFPFKTAVITVENGKT
IQFGEEMMKRALQYSPSAGIPELLSWLKQLQIKLHNPPTIHYPPSQGQMDLCVTSGSQQG
LCKVFEMIINPGDNVLLDEPAYSGTLQSLHPLGCNIINVASDESGIVPDSLRDILSRWKP
EDAKNPQKNTPKFLYTVPNGNNPTGNSLTSERKKEIYELARKYDFLIIEDDPYYFLQFNK
FRVPTFLSMDVDGRVIRADSFSXIISSGLRIGFLTGPKPLIERVILHIQVSTLHPSTFNQ
LMISQLLHEWGEEGFMAHVDRVIDFYSNQKDATLAAADKWLTGLAEWHVPAAGMFLIWIKV
KGINDVKELIEEKAVKMGVLMLPGNAFYVDSSAPSPYLRASFSSASPEQMDVAFQVLAQL
IKESL

2vgzL.pdb (#8) chain A/-3-410
MLENYARFITAASAARNPSPSMISLAGGLPNPNMFPFKTAVITVENGKTIQFGEEMMKRA
LQYSPSAGIPELLSWLKQLQIKLHNPPTIHYPPSQGQMDLCVTSGSQQGLCKVFEMIINP
GDNVLLDEPAYSGTLQSLHPLGCNIINVASDESGIVPDSLRDILSRWKPEDAKNPQKNTP
KFLYTVPNGNNPTGNSLTSERKKEIYELARKYDFLIIEDDPYYFLQFNKFRVPTFLSMDV
DGRVIRADSFSKIISSGLRIGFLTGPKPLIERVILHIQVSTLHPSTFNQLMISQLLHEWG
EEGFMAHVDRVIDFYSNQKDAILAAADKWLTGLAEWHVPAAGMFLWIKVKGINDVKELIE
EKAVKMGVLMLPGNAFYVDSSAPSPYLRASFSSASPEQMDVAFQVLAQLIKESL

SEFSL.pdb (#@) chain A/1-425
MNYARFITAASAARNPSPIRTMTDILSRGPKSMISLAGGLPNPNMFPFKTAVITVENGKT
IQFGEEMMKRALQYSPSAGIPELLSWLKQLQIKLHNPPTIHYPPSQGQMDLCVTSGSQQG
LCKVFEMIINPGDNVLLDEPAYSGTLQSLHPLGCNIINVASDESGIVPDSLRDILSRIWKP
EDAKNPQKNTPKF LYTVPNGNNPTGNSLTSERKKE TYELARKYDFLITEDDPYYFLQFNK
FRVPTFLSMDVDGRVIRADSFSKITISSGLRIGFLTGPKPLIERVILHIQUSTLHPSTENQ
LMISQLLHEWGEEGFMAHVDRVIDFYSNQKDAILAAADKWL TGLAEWHVPAAGMF LWIKV
KGINDVKELIEEKAVKMGVLMLPGNAFYVDSSAPSPYLRASFSSASPEQMDVAFQVLAQL
IKESL

KATII.pdb (#8) chain A/1-425
MNYARFITAASAARNPSPIRTMTDILSRGPKSMISLAGGLPNPNMFPFKTAVITVENGKT
IQFGEEMMKRALQYSPSAGIPELLSWLKQLQIKLHNPPTIHYPPSQGQMDLCVTSGSQQG
LCKVFEMIINPGDNVLLDEPAYSGTLQSLHPLGCNIINVASDESGIVPDSLRDILSRWKP
EDAKNPQKNTPKFLYTVPNGNNPTGNSLTSERKKEIYELARKYDFLIIEDDPYYFLQFNK
FRVPTFLSMDVDGRVIRADSFSKIISSGLRIGFLTGPKPLIERVILHIQVSTLHPSTFNQ
LMISQLLHEWGEEGFMAHVDRVIDFYSNQKDAI LAAADKWLTGLAEWHVPAAGMFLWIKV
KGINDVKELIEEKAVKMGVLMLPGNAFYVDSSAPSPYLRASFSSASPEQMDVAFQVLAQL
IKESL

Chain A, Crystal Structure Of Human Kynurenine Aminotransferase Ii
PDB: 2VGZ_A

GenPept Identical Proteins Graphics

>gi|96@515661|pdb|2VGZ|A Chain A, Crystal Structure Of Human Kynurenine Aminotransferase Ii
MLENYARFITAASAARNPSPIRTMTDILSRGPKSMISLAGGLPNPNMFPFKTAVITVENGKTIQFGEEMM
KRALQYSPSAGIPELLSWLKQLQIKLHNPPTIHYPPSQGQMDLCVTSGSQQGLCKVFEMIINPGDNVLLD
EPAYSGTLQSLHPLGCNIINVASDESGIVPDSLRDILSRWKPEDAKNPQKNTPKFLYTVPNGNNPTGNSL
TSERKKEIYELARKYDFLIIEDDPYYFLQFNKFRVPTFLSMDVDGRVIRADSFSKIISSGLRIGFLTGPK
PLIERVILHIQVSTLHPSTFNQLMISQLLHEWGEEGFMAHVDRVIDFYSNQKDAILAAADKWLTGLAEWH
VPAAGMFLWIKVKGINDVKELIEEKAVKMGVLMLPGNAFYVDSSAPSPYLRASFSSASPEQMDVAFQVLA
QLIKESL

Chain B, Crystal Structure Of Human Kynurenine Aminotransferase Ii
PDB: 2VGZ_B

GenPept Identical Proteins Graphics

gi|968515662|pdb|2VGZ|B Chain B, Crystal Structure Of Human Kynurenine Aminotransferase Ii
MLENYARFITAASAARNPSPIRTMTDILSRGPKSMISLAGGLPNPNMFPFKTAVITVENGKTIQFGEEMM
KRALQYSPSAGIPELLSWLKQLQIKLHNPPTIHYPPSQGQMDLCVTSGSQQGLCKVFEMIINPGDNVLLD
EPAYSGTLQSLHPLGCNIINVASDESGIVPDSLRDILSRWKPEDAKNPQKNTPKFLYTVPNGNNPTGNSL
TSERKKEIYELARKYDFLIIEDDPYYFLQFNKFRVPTFLSMDVDGRVIRADSFSKIISSGLRIGFLTGPK
PLIERVILHIQVSTLHPSTFNQLMISQLLHEWGEEGFMAHVDRVIDFYSNQKDAILAAADKWLTGLAEWH
VPAAGMFLWIKVKGINDVKELIEEKAVKMGVLMLPGNAFYVDSSAPSPYLRASFSSASPEQMDVAFQVLA
QLIKESL

Figura 2.1: Preparacion de los formatos fasta en un editor de texto de las secuencias
encontradas.

Debido a que se verifico que la KAT Il es funcional cuando se encuentra unida al
cofactor, se tuvo que incorporar ello en la proteina de estudio. Para ello se us6 el
visualizador Chimera para agregar el cofactor PLP (piridoxal fosfato). Prontamente se
tuvo que incorporar los datos sobre las cargas, enlaces, angulos y diedros al campo de

fuerza OPLSA del programa Gromacs.

2.4 Disefio estructural del farmaco y sus derivados
Deacuerdo al proyecto 140 correspondiente al Centro de Investigacion en Ingenieria

Molecular (CIIM) se procedié como parte inicial de este a construir farmacos con
distintos sustituyentes creados apartir del acido hidroxamico ciclico PF-04859989 ((3S)-

52

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
§ CATOLICA
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

3-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroquinolin-2-(1H)-ona) ,como un inhibidor potente y
selectivo de KAT Il humano y de rata siendo un compuesto de Pfizer combinado con su
perfil limpio en el panel CEREP , se convierte en un compuesto atractivo de trabajo
afiadiendo que es un inhibidor irreversible.®® Por lo cual alin es de carécter de prueba ;
para ello el CIIM crea estos farmacos considerando distintos parametros combinados
con Mecénica Cuantica para hacerlos ain més estables a nivel electronico usando el
programa Gaussian y Gauss View . En la Figura 2.2 se observa el farmaco de Pfizer a la

izquierda y a la derecha se observa el farmaco unido al PLP en el docking con la enzima

KAT-II.
OH
N__O
NH,
PF-04859989

Figura 2.2: PF-04859989 en la estructura de rayos X del aducto KAT II-PLP
con 7 (andamio de carbono de 7 en naranja y PLP en magenta).Una seccion seccionada
de la superficie molecular que forma el sitio catalitico de KAT Il se muestra en azul
palido. El bolsillo de unién al sustrato esta formado por residuos de ambas subunidades
del dimero KAT I, uno coloreado en verde y el otro en naranja. Las interacciones del
enlace de hidrégeno entre el ligando y la proteina se indican como lineas de puntos, con
las distancias indicadas en A.%

Los farmacos que se crearon en el CIIM fueron seleccionados deacuerdo a los
componentes donantes de electrones  desde el mas fuerte dador de electrones al mas
débil dador (CH3, CH30, NH,, OH) vy receptores de electrones del mas fuerte al mas
débil receptor (CH3CO, NO,, CN, CL) para esto fueron colocados en la posicién 7 y 6
del anillo no sustituido del farmaco, bajo este concepto se escogieron para evaluar los
efectos de estos nuevos farmacos.
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b
a) OH )

NH,

Figura 2.3: Farmaco (3S)-3-amino-1-hidroxi-7metil-3,4-dihidroquinolin-2-
(1H)-ona. Se observa el farmaco en 2D .b) Farmaco en 3D elaborado en
Mecanica Cuéantica en el programa Gaussian.

Figura 2.4: Farmaco (3S)-3-amino-1-hidroxi-7-metoxi-3,4-dihidroquinolin-2-
(1H)-ona.a) Se observa el farmaco en 2D .b) Farmaco en 3D elaborado en
Mecénica Cuéntica en el programa Gaussian.

a) T“ b)
HoN \C[N;/io f\
NH,

Figura 2.5: Farmaco (3S)-3,7-diamino-1-hidroxi-3,4-dihidroquinolin-2-(1H)-
ona. Se observa el farmaco en 2D .b) Farmaco en 3D elaborado en Mecénica
Cuéntica en el programa Gaussian.

a)

(|)H b)
HO N o )/.‘
NH,

‘J
9 @9
9

Figura 2.6: Farmaco (3S)-3-amino-1,7-dihidroxi-3,4-dihidroquinolin-2-(1H)-
ona .Se observa el farmaco en 2D .b) Farmaco en 3D elaborado en Mecanica
Cuantica en el programa Gaussian.
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Figura 2.7: Farmaco (3S)-3-amino-1-hidroxi-7-nitro-3,4-dihidroquinolin-2-
(1H)-ona.Se observa el farmaco en 2D .b) Farmaco en 3D elaborado en
Mecénica Cuéntica en el programa Gaussian.

3 OH b)

NC N O

NH,

Figura 2.8: Farmaco (3S)-3-amino-1-hidroxi-7-nitrilo-3,4-dihidroquinolin-2-
(1H)-ona.Se observa el farmaco en 2D .b) Farmaco en 3D elaborado en
Mecénica Cuantica en el programa Gaussian.

a) b)
OH
J
L= ,
(e)
NH,

Figura 2.9: Farmaco (3S)-7-acetoxi-3-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroquinolin-2-
(1H)-ona.a) Se observa el farmaco en 2D .b) Farmaco en 3D elaborado en
Mecanica Cuéntica en el programa Gaussian.

Jd

b)

)
: d
J J?

Figura 2.10: Farmaco (3S)-3-amino-7-cloro-1-hidroxi-3,4-dihidroquinolin-2-
(1H)-ona. a) Se observa el farmaco en 2D .b) Farmaco en 3D elaborado en
Mecanica Cuantica en el programa Gaussian.
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Figura 2.11: Farmaco (3S)-3-amino-1-hidroxi-6-metil-3,4-dihidroquinolin-2-(1H)-
ona.a)  Se observa el farmaco en 2D .b) Farmaco en 3D elaborado en Mecénica
Cuéntica en el programa Gaussian.

» OH

Figura 2.12: Farmaco (3S)-3-amino-1-hidroxi-6-metoxi-3,4-dihidroquinolin-2-
(1H)-ona.a) Se observa el farmaco en 2D .b) Farmaco en 3D elaborado en
Mecénica Cuéntica en el programa Gaussian.

2 OH

Figura 2.13: Farmaco (3S)-3,6-diamino-1-hidroxi-3,4-dihidroquinolin-2-(1H)-ona
a) Se observa el farmaco en 2D .b) Farmaco en 3D elaborado en Mecéanica
Cuantica en el programa Gaussian.

a) OH

Figura 2.14: Farmaco (3S)-3-amino-1,6-dihidroxi-3,4-dihidroquinolin-2-(1H)-ona.
a) Se observa el farmaco en 2D .b) Farmaco en 3D elaborado en Mecanica
Cuantica en el programa Gaussian.
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Figura 2.15: Farmaco (3S)-3-amino-1-hidroxi-6-nitro-3,4-dihidroquinolin-2-(1H)-
ona.a) Se observa el farmaco en 2D .b) Farmaco en 3D elaborado en Mecanica
Cuantica en el programa Gaussian.

a) OH

N (0]

NC NH,

Figura 2.16: Farmaco (3S)-3-amino-1-hidroxi-6-nitrilo-3,4-dihidroguinolin-2-(1H)-
ona.a) Se observa el farmaco en 2D .b) Farmaco en 3D elaborado en Mecénica
Cuantica en el programa Gaussian.

Y OH

N (@

NH,

Figura 2.17: Farmaco (3S)-6-acetoxi-3-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroquinolin-2-
(1H)-ona.a) Se observa el farmaco en 2D .b) Farmaco en 3D elaborado en
Mecanica Cuéantica en el programa Gaussian.

) b)
! OH

N (0]

cl NH,

Figura 2.18: Farmaco (3S)-3-amino-6-cloro-1-hidroxi-3,4-dihidroquinolin-2-(1H)-
ona.a) Se observa el farmaco en 2D .b) Farmaco en 3D elaborado en Mecanica
Cuantica en el programa Gaussian.
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Como objetivo de la tesis es adaptar los farmacos creados por el CIIM de Mecanica
Cuantica a Mecanica Molecular, con el fin de poder realizar el acoplamiento o
Docking.

Se procedié a optimizar el farmaco convirtiéndolo a partir de un punto .xyz a un
punto .pdb, esto se hizo quitdndole la cabecera del archivo, luego se procedid a
optimizar el .pdb, colocdndole, ATOM por HETAM y también cambidndole el
nombre a cada atomo dandoles el nombre con el que seran declarados
posteriormente, todo esto se realizd en el editor de texto Medit; también se
optimizaron sus cargas de Mullican a Hirshfild, en la maquina de supercomputo de
México, esto se realizd para que las cargas de los electrones de cada atomo
perteneciente a cada derivado sumen cero.

Debido a que el programa Gromacs esta disefiado para macromoléculas no reconoce
los farmacos, porque no se encuentran dentro de su sistema; se tuvo que declarar los
campos de fuerza correspondientes a cada derivado, esto se hizo dentro del esquema
OPLSAA, modificando archivos como ffbonded, ffnobonded, atomtype, aminoacid,
para solvente explicito lo que significa que tendra interaccion con las aguas ,
también se tuvo que crear una caja de simulacion en el programa Molden para cada
derivado, esto con el fin de darle las condiciones para la simulacion , se les hara una
minimizacién para generar los archivos de topologia en un plano x,y,z.

Se hara dentro de un ensamble canonico NVT a ndmero de atomos, volumen, y
temperatura constante, con un termostato de Noose Hoover con energia en
equilibrio, también se le hizo una minimizacion de sus energias y una dinamica
molecular.

Se hizo su RMSD (razon media cuadratica), la gréfica nos indica que se encuentran

dentro del rango sin mucha oscilacion entre tomo y atomo.

2.5 Simulacién de Dindmica Molecular
Para ello los diferentes modelos obtenidos fueron calculados mediante mecanica

clasica en el programa computacional GROMACS, en ello se consider6 las
condiciones periodicas de contorno, una temperatura de 36.5°C regulada con el
algoritmo de Nose-Hoover (termostato), el sistema bajo el colectivo candnico NVT
(numero de moléculas, volumen y temperatura constante) y el campo de fuerza

OPLSAA, con una trayectoria de 200ns.
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Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM =<2 DE SANTA MARIA

Primeramente, se escogio un campo de fuerza apropiado (OPLSAA) para el sistema,
el cual describe como las particulas dentro del sistema interacttian entre si.

Para esto se obtuvo los .pdb en los que se generan los archivos de coordenadas sin
procesar para el sistema.

Luego se obtuvo el archivo de topologia para el sistema.

En este proceso se creo la caja de simulacion para la enzima, la cual tenia 13 nm de
tamafio que fue hecho a la medida, igualmente con los derivados del farmaco su caja
fue de 3nm, y se usé el solvente explicito el cual permite interactuar con las
moléculas de agua en el sistema.

Se ejecutd luego una minimizacién de la energia del sistema, es necesario para
corregir las estructuras de arranque incorrectas causadas en el desarrollo del sistema
que podrian bloquearlo; como herramientas necesarias se usaron el integrador
=steep es un algoritmo que sirve para minimizar la energia, nsteps, es el nimero de
pasos para integrar o minimizar las energias.

Después de obtener el sistema con la energia minimizada, se procedio a hacer la
dindmica, en el cual se us6 el ensamble candnico NVT que es a volumen y
temperatura y nimero de atomos constante, es el Ultimo paso donde se ejecutara la

corrida para llevar al sistema finalmente a un estado de relajacion.

2.6 Ensamblaje o “Docking”
Como primera intencién se realizo la prediccion del acoplamiento con 17 modelos

moleculares correspondientes a los farmacos y la proteina KATII optimizada con el
programa computacional iGemdock, posteriormente teniendo en cuenta la primera
prediccidn, se realizé un segundo acoplamiento para guiar al farmaco al sitio activo
de KATII que viene involucrado en procesos de citotoxicidad.

Para ello se us6 el modelo Ilave-candado, buscando la posicion mas Optima de
dockeo, teniendo en cuenta el sistema rigido-rigido, con la ayuda del programa Hex
el cual calcula y muestra modos de acoplamiento viables en proteina — ligando.

Se uso la ultima version de Hex en la que se requiri6 del uso del procesador grafico
GPU, para optimizar atin mas el acoplamiento, por ello se hizo la busqueda proteina
—ligando en 3D que hizo uso de los angulos de rotacion buscando la mejor posicion

de acople.
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Se tuvo que usar varios controles que especificaron la correlacion y el orden de

acoplamiento, el programa realiza un escaneo estérico en la que hace 30,000

evaluaciones de la posicidn de acoplamiento, quedandose al final con una.

Display Clusters = Best este control es importante ya que selecciono los mejores

acoplamientos con menor energia.

Se uso el control Post Processing=OPLSminimisation, para eliminar orientaciones

falso positivas.

Para finalizar se obtiene un nuevo .pdb generado con las coordenadas nuevas del

acoplamiento. Se observa en la Figura 2.19.
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CAPITULO III

Resultados y Discusion

3.1 Modelo estructural de KAT 11
Se hizo una busqueda exhaustiva de las estructuras mas recientes publicadas en el PDB

(Protein Data Banck), donde se hallo estas estructuras cristalograficas pertenecientes a
la KAT Il Humana las que son 5EFS, 2VGZ, 2QLR y 5EUN. Estas estructuras
presentaron 1.82503 A, 2.3 A, 2.3 A y 1.825 A de resolucion estructural. Asi mismo
también se realiz6 la basqueda en la base de datos del NCBI (Centro Nacional para la
Informacion Biotecnologica) donde se encontraron 79 estudios relacionados a la
Kinurenina Aminotransferasa y sus isoformas, asi mismo de estos se tomd en
consideracién las secuencias correspondientes a los reportados por cristalografia de
rayos X. Esto se realiz6 con el fin de no tener inconvenientes a la hora de realizar los
procesos de simulacion de dindmica molecular, ya que los archivos de cristalografia de
rayos X mostraron ciertas pérdidas debida a la falta de resolucién o causa en si de la
difraccion, es importante que los archivos de partida o estructuras bajo el formato *.pdb
contengan los aminoé&cidos correspondientes a las proteinas que nos interesa conocer su

comportamiento. Se observa en la Figura 3.1
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Figura 3.1: Busqueda de la Enzima KAT-II en fuentes confiables como son PDB y

NCBI.

Por otro lado con el fin de conseguir una estructura de partida altamente confiable, se

procedié a realizar una comparacion de los aminoécidos de las estructuras encontradas

en el PDB, para ello se us6 el método de alineamiento multiple de secuencias en el

programa UGENE version 1.25 mediante el algoritmo ClustalW , como se ve en la

Figura 3.2.
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Figura 3.2: Se hizo un alineamiento de los formatos fasta con el fin de conseguir la secuencia
aminoacidica mas completa.

Aqui se muestra que el modelo mas completo es el 5SEUN, sin embargo mediante el programa
Molden se adiciond los aminoacidos que se encuentran al inicio de la proteina (MET, LEU,
GLU), en la Figura 3.3.
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Figura 3.3 Modificacion de los amino&cidos en el visualizador Molden.

Con el modelo estructural obtenido 5SEUN se procedio revisar las coordenados XYZ de
los amino&cidos, el cofactor PLP y eliminar los restos que no corresponden a la
estructura en si. El proceso de la eliminacion se puede apreciar en la Figura 3.4, antes y

después de remover los atomos espurios de la estructura de Rayos-X.
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Figura 3.4: Se visualizo en el programa Chimera 1.10.1 que la enzima no este
fragmentada como inicialmente lo estaba.

Para fines de la tesis se trabajé con la enzima completa conteniendo 425 aminoécidos y
en forma adicional, con su cofactor denominado Piridoxal-5-fosfato (PLP). Luego de
obtener las coordenadas limpias de la estructura y adicionalmente completada aquellos
aminoacidos faltantes, se escribi6 un archivo en formato .pdb, con ello tenemos listo los
requerimientos para nuestro proceso de simulacion.

Se realizaron las primeras pruebas de simulacion en el programa Gromacs, las cuales en
principio no generaban buenos resultados, debido a que el sistema tiene integrado el
reconocimiento para proteinas, adn, arn y lipidos; por lo que al tener la presencia del
cofactor PLP en el modelo estructural fue necesario la incorporacién de los datos
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correspondientes a las cargas, distancias de enlace, angulos y dihedros, esto en base a la
forma estructural del PLP. Con los datos del PLP incluidos en el sistema del campo de
fuerza OPLSAA de Gromacs, se inicio la simulacion de dinamica molecular, donde los
primeros pasos a seguir fueron los de crear una caja cubica donde la proteina fue
incluida en el centro, teniendo en cuenta una distancia de 13nm por cada lado de la caja.
Seguidamente se solvatd con moléculas de agua explicita (modelo de agua SPC216) y
se procedié a una minimizacion de las fuerzas del sistema, como paso previo a la
simulacion de dinamica molecular, debido fundamentalmente a que, si las fuerzas son
maximas, podemos tener un sistema inestable, donde los atomos pueden repelerse
ficticiamente. Una vez minimizado el sistema, se prepar6 nuestra molécula para la
simulacion, fijando las condiciones en del ensamble candnico “NVT”, la temperatura de
36.5°C lo que equivale a 309.65°K, para ello se hizo uso del termostato Nosé-Hoover,
se considerd una interaccion entre las proteinas y el solvente para evitar algin punto de
acumulacion de energia cinética, la simulacion se llevo a cabo por un periodo de tiempo
de 200ns de dinamica.

b)

‘rsmdvg’ using 1:2

) 50000 100000 150000 20000¢

Figura 3.5: a) Enzima promedio después de la simulacién en dindmica molecular. b)
Grafica de la razon media cuadratica (RMSD) en la que se evalud en un trayecto de
tiempo de 200ns.

Una vez finalizado la simulacion de dindmica molecular para el sistema proteina — agua,
se extrajo la estructura promedio y su RSMD, esto se presenta en la Figura 3.5.

66

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

Asi mismo se obtuvo una aproximacién general de la energia total de la KAT Il a una

temperatura constante, mostrandonos que durante la trayectoria se mantuvo constante

hasta culminar el proceso de simulacién (ver Figura3.6). La estructura promedio, fue

minimizada, para poder realizar su diagrama de Ramachandran.
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Figura 3.6: La grafica de la energia de la enzima se mantiene en fluctuaciones

constantes durante un rango de tiempo de 200ns.

Glycine Favoumsd Glycine Alowed
Pre- Pro Favoursd Pre-Pro Alowed
Prdine Favoursd Prdiine Allowed
Figura 3.7: Mapeo de Ramachandran.
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El diagrama de Ramachandran se presenta en la Figura 3.7, el cual nos indica un buen
porcentaje de los aminoacidos en las regiones favorecidas correspondientes a KAT-II
equivalente a un 95.0%, un 4.8% de regiones permitidas y un 0.2% de regiones
periférica, lo que quiere decir que el mayor porcentaje de la sumatoria de 100%, los
aminoéacidos se encuentran en regiones favorecidas. Los residuos de aminoacidos que se
encuentran en zonas permitidas son prolina, metionina, glicina, asparagina en posicion
57, histidina, serina, glicina, treonina, acido aspartico, fenilalanina, arginina, tirosina,
valina, representando el 4,8% y en la region de valores atipicos se encuentra la
asparagina en posicion 96 representando el 0.2% en zona no permitida. Para fines de la
tesis estos resultados son muy favorables indicandonos que la estructura secundaria es
estable.

3.2 Modelo estructural para los 17 derivados del farmaco
Las estructuras de los farmacos, fueron realizados en el contexto del proyecto PIBAP-

140-2015, los cuales me fueron proporcionados en un formato de coordenadas
cartesianas, “xyz”, el cual fue convertido a formato pdb mediante el uso del programa
Babel en su distribucién de Linux, debido a que los moléculas como los farmacos en el
presente estudio, no se encontraban definidos en los campos de fuerza del programa
Gromacs, se procedié a crear los respectivos campos de fuerza para cada farmaco, en el
contexto del potencial tipo OPLSAA, donde tuvimos que definir &tomo por atomo, y los
correspondientes términos enlazantes, y no enlazantes, para los 17 farmacos y en el caso
de las cargas para el termino Coulombico, usamos el analisis poblacional de Hirshfeld.
Esto se logro modificando los archivos del programa Gromacs: aminoacids, atomtype,
ffbonded, ffnonbonde, los cueles en nuestra distribucion de Linux, se encuentra
localizados en: /usr /local /Gromacs /share /Gromacs /top /oplsaa.

Para verificar el correcto funcionamiento de nuestros nuevos archivos, realizamos una
prueba, obteniendo el resultado que se muestra en la Figura 3.8, nos podemos dar cuenta
que presentaba un error en las definiciones, esto nos permitio realizar las correcciones
correspondientes, antes de proceder al proceso de la simulacion de la dindmica
molecular de todos los farmacos.
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Figura 3.8: Se debe declarar correctamente cada &tomo, para que al momento de la
dinamica el farmaco no se rompa como se ve en la imagen de la izquierda.

Una vez que se declararon los campos de fuerza adecuadamente, se procedié a hacer
una minimizacion de las fuerzas de los centros atomicos, y posterior a ello se definid las
condiciones para una simulacién de dinamica molecular, que fueran en general similares
a la de la proteina, por tanto se tomd como temperatura de referencia 36.5°C,
equivalente a 309.65°K, esto para un ensamble Candnico, NVT, cuyo termostato
elegido fue el de Nosé-Hoover, se puso al farmaco en una caja cubica de 3 nm, y se le
agrego el solvente en forma explicita en su modelo spc216, considerando una densidad
de 1.0g/l, la trayectoria de la simulacion, se dejé por un tiempo de 100ns, debido a que
buscamos la estabilizacion del campo del fuerza como de la estructura. Este
procedimiento se realizé para los 17 farmacos (16 estructuras sustituidas y el farmaco
original), en las mismas condiciones, verificando para todos los casos, se llegue a la
zona de equilibrio del sistema o region asintética del RMSD.

Una vez culminado el proceso de simulacion de dinamica molecular, se procedio a
extraer la estructura promedio en las respectivas zonas de equilibro para cada uno de los
casos, esto fue definido mediante el analisis de la grafica de los RMSD, ya que no
podemos hacer un diagrama de Ramachandran debido a que no son proteinas o
aminoacidos esenciales. Para el caso del farmaco sin sustituyente, (ver Figura 3.9),
podemos observar que el equilibrio se logré en forma temprana, en aproximadamente
los 50ps, del tiempo restante, se procedié extraer la estructura promedio y una
minimizacién de las fuerzas sobre la estructura promedio, lo cual es mostrado en la

Figura 3.9 para el farmaco sin sustituyente.
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Figura 3.9:a) Estructura en 2D del farmaco (3S)-3-amino-1-hidroxi-3,4-
dihidroquinolin-2-(1H)-ona .b) Esta constituido por 23 atomos, presenta estabilidad y
equilibrio de acuerdo a su grafica de RMSD en 100ns.

El farmaco con sustituyente en la posicién 7 de parte de un grupo metil, fue sometido a
las mismas condiciones de simulacion de dinamica molecular, al igual que en el caso
anterior, se llegé al equilibrio en forma temprano, se procedié a extraer la estructura
promedio, y su forma minimizada de las fuerzas, se presentan en la Figura 3.10, asi

como su diagrama del RMSD.

a)

NH,

20000 ) 0000 #0000 10000«

Figura 3.10: a) Estructura en 2D del farmaco (3S)-3-amino-1-hidroxi-7metil-3,4-
dihidroquinolin-2-(1H)-ona.b) Farmaco con sustituyente metil en la posicion 7 y su
diagrama de RMSD en 100ns.

En la Figura 3.11, se presenta el farmaco con sustituyente en la posicion 7 del anillo
fusionado, cuyo sustituyente en este caso es el grupo metoxido, al igual que en los dos
casos anteriores, se llega en forma temprana a la zona de equilibrio, eso lo podemos
notar desde la grafica del RMSD que se presenta en la Figura 3.11. Asi mismo,
podemos observar que el grupo metdxido se posiciona en la misma cara del grupo

amino, considerando como planos moleculares a las zonas resonantes del farmaco.
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20000 40000 60000 80000

Figura 3.11: a) Estructura en 2D del farmaco (3S)-3-amino-1-hidroxi-7-metoxi-3,4-
dihidroquinolin-2-(1H)-ona.b) Farmaco con sustituyente metdxido en la posicion 7, y su
diagrama de RMSD en 100ns.

Cuando el farmaco es sustituido en la posicion 7 por un grupo amino, se presenta en la

Figura 3.12, en donde en forma similar a los casos anteriores, presentamos la estructura

promedio y el diagrama de RMSD.

20000 40000 60000 #0000 10000(

Figura 3.12: a) Estructura en 2D del farmaco (3S)-3,7-diamino-1-hidroxi-3,4-
dihidroquinolin-2-(1H)-ona.b) Farmaco con sustituyente amino en la posicién 7, y su
diagrama de RMSD en 100ns.

Para el caso en el cual el sustituyente en la posicion 7 es el grupo hidroxilo, presentado
en la Figura 3.13, al igual que en los casos anteriores se procedié a una simulacion de
dinamica molecular por un periodo de 100ns, llegando en forma temprana al equilibrio,

por tanto se presenta la estructura promedio de la zona de equilibrio y el diagrama de

RMSD, para nuestros farmaco hidroxilado.

10000 20000 30000 40000 50000

Figura 3.13: a) Estructura en 2D del farmaco (3S)-3-amino-1,7-dihidroxi-3,4-
dihidroquinolin-2-(1H)-ona.b) Farmaco con sustituyente hidroxilo en la posicion 7, y su
diagrama de RMSD en 100ns.
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Si ahora, el sustituyente es el grupo nitro en la estructura, en la posicién 7 del anillo
fusionado, también podemos ver en la Figura 3.14, que se llega rapidamente a la zona
de equilibrio de la simulacion, en lo que refiere el RMSD, entonces se procedio a

extraer la estructura promedio que se presenta en la Figura 3.14.

‘rsmd. nq'urs:r‘q 32—

Figura 3.14: a) Estructura en 2D del farmaco (3S)-3-amino-1-hidroxi-7-nitro-3,4-
dihidroquinolin-2-(1H)-ona.Farmaco con sustituyente nitro en la posicion 7, y su
diagrama de RMSD en 100ns.

En el caso cuando el sustituyente es el grupo nitrilo, o ciano, en la posicion 7 del anillo
fusionado, los resultados se presentan en la Figura 3.15, tanto el RMSD como su
estructura promedio minimizada.

Y OH

NC N (0]

NH,

Figura 3.15: a) Estructura en 2D del farmaco (3S)-3-amino-1-hidroxi-7-nitrilo-3,4-
dihidroquinolin-2-(1H)-ona.b) Derivado del farmaco con sustituyente nitrilo en la
posicion 7, y su diagrama de RMSD en 100ns.

Un grupo acetoxilo en la posicion 7 de la estructura del anillo fusionado se presenta en
la Figura 3.16, en donde presentamos la estructura promedio minimizada y el diagrama

del RMSD para la simulacion de dinamica molecular de 100ns.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
. CATOLICA
TESIS UCSM == DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

T oy usng 12

a)

NH,

0 20000 40000 60000 80000 10000(

Figura 3.16: a) Estructura en 2D del farmaco (3S)-7-acetoxi-3-amino-1-hidroxi-3,4-
dihidroquinolin-2-(1H)-ona.b) Farmaco con sustituyente acetoxilo en la posicion 7, y su
diagrama de RMSD en 100ns.

Como un ultimo sustituyente en la posicion 7, se presenta el farmaco con un dtomo de
cloro, en la Figura 3.17 presentamos la estructura promedio minimizada y su diagrama

de RMSD para la simulacién de 100ns del sistema.

Figura 3.17: a) Estructura en 2D del farmaco (3S)-3-amino-7-cloro-1-hidroxi-3,4-
dihidroquinolin-2-(1H)-ona.b) Derivado del farmaco con sustituyente cloro en la
posicion 7, y su diagrama de RMSD en 100ns.

Otro punto de sustitucion elegido fue la posicion 6 del anillo fusionado, en primer
término, sustituimos con un grupo metilo, bajo las mismas condiciones de los
sustituyentes en posicion 7 del anillo, en la Figura 3.18 se presenta la estructura
promedio minimizada y el diagrama de RMSD para la simulacion en un tiempo de
100ns.

a) OH b)

NH,
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Figura 3.18: a) Estructura en 2D del farmaco (3S)-3-amino-1-hidroxi-6-metil-3,4-
dihidroquinolin-2-(1H)-ona.b) Farmaco con sustituyente metil en la posicion 6, y su
diagrama de RMSD en 100ns.
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El siguiente sustituyente en la posicion 6 fue el grupo metoxilo, cuya estructura
promedio minimizada y su respectivo grafico de RMSD en 100ns para la simulacion de

dinamica molecular en un tiempo de 100ns se presenta en la Figura 3.19.

» OH

0 NH;

Figura 3.19: a) Estructura en 2D del farmaco (3S)-3-amino-1-hidroxi-6-metoxi-3,4-
dihidroquinolin-2-(1H)-ona.b) Derivado del farmaco con sustituyente metoxilo en la
posicion 6, y su diagrama de RMSD en 100ns.

El siguiente farmaco a ser evaluado en la posicién 6 fue el que tenia como sustituyente
al grupo amino, cuya estructura promedio y diagrama de RMSD se presentan en la

Figura 3.20.

a) OH

20000 40000 #0000 #5000 10000¢

Figura 3.20: a) Estructura en 2D del farmaco (3S)-3,6-diamino-1-hidroxi-3,4-
dihidroquinolin-2-(1H)-ona.b) Derivado del farmaco con sustituyente amino en la
posicion 6, y su diagrama de RMSD en 100ns.

Cuando sustituimos en la posicion 6 del farmaco con un grupo hidroxilo, como se
presenta en la Figura 3.21, en la cual podemos apreciar el farmaco promedio en la zona

de equilibrio y su diagrama de RMSD en 100ns.

20000 40000 €0000 80000 10000¢

Figura 3.21: a) Estructura en 2D del farmaco (3S)-3-amino-1,6-dihidroxi-3,4-
dihidroquinolin-2-(1H)-ona.b) Derivado del farmaco con sustituyente hidroxilo en la
posicion 6, y su diagrama de RMSD en 100ns.
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Ahora, si la posicion 6 es remplazada por un grupo nitro en la estructura del anillo
fusionado, vemos que al igual que en todos los casos anteriores, llegamos a la zona de
equilibrio rapidamente, tanto la estructura promedio de la zona de equilibrio como el
diagrama de RMSD en 100ns para la simulacion de dindmica molecular, se presentan en
la Figura 3.22.

=

20000 0000 €000 %0000, 10000¢

Figura 3.22: a) Estructura en 2D del farmaco (3S)-3-amino-1-hidroxi-6-nitro-3,4-
dihidroquinolin-2-(1H)-ona.b) Farmaco con sustituyente nitro en la posicion 6, y su
diagrama de RMSD en 100ns.

Una vez que al farmaco lo hemos sustituido con el grupo nitrilo (ciano) en la posicion 6
de los anillos fusionados, la estructura promedio minimizada y el diagrama de RMSD

en 100ns, se presentan en la Figura 3.23.

70000 40000 €000¢ #0900 100000

Figura 3.23: a) Estructura en 2D del farmaco (3S)-3-amino-1-hidroxi-6-nitrilo-3,4-
dihidroquinolin-2-(1H)-ona.b) Farmaco con sustituyente nitrilo en la posicion 6, y su
diagrama de RMSD en 100ns.

Si ahora, introducimos el sustituyente acetoxilo, en la posicion 6 del farmaco, y
procedemos al igual que en los casos anteriores, logramos la estructura promedio

minimizada, y su diagrama de RMSD en 100ns, como observamos en la Figura 3.24.

NH,

Figura 3.24:a) Estructura en 2D del farmaco (3S)-6-acetoxi-3-amino-1-hidroxi-3,4-
dihidroquinolin-2-(1H)-ona. b) Farmaco con sustituyente acetoxilo en la posicion 6, y
su diagrama de RMSD.
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Por dltimo, se introdujo el sustituyente cloro en la posicion 6 del farmaco, y sus
resultados como la estructura promedio minimizada, y su diagrama de RMSD se prestan
en la Figura 3.25.

OH

N O

cl NH,

Figura 3.25: a) Estructura en 2D del farmaco (3S)-3-amino-6-cloro-1-hidroxi-3,4-
dihidroquinolin-2-(1H)-ona. b) Farmaco con sustituyente cloro en la posicién 6, y su
diagrama de RMSD en 100ns.

En todos los casos podemos observar como curiosidad que los hidrogenos del anillo
aromatico, no se hallan en el plano, esto se debe a que estamos mostrando en todas las

gréficas la estructura promedio, y no la estructura en su estado fundamental.

3.3 Sistemas interactuantes
La primera intencién de acoplamiento en el programa iGemdock nos muestra que los 17

farmacos se acoplaron en tres regiones o sitios activos de la KATII (ver Figura 3.26),
teniendo en cuenta que la region que presenta el cofactor es una zona cargada
positivamente (Figura 3.27) , asi mismo nos damos cuenta que cuando el sistema actla
como homodimero los farmacos se aproximan a uno de sus sitios activos que contiene
al cofactor PLP, como se muestra en la Figura 3.28 y vemos que el potencial
electrostatico indica que se mantiene la region cargada positivamente del cofactor PLP
(Figura 3.29).
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Figura 3.26 Imagen que muestra la superficie hidrofdbica (naranja) e hidrofilica (azul)
de la enzima KATII acoplada a los farmacos.

Figura 3.27 Imagen que muestra la superficie de potencial electrostatico, de color azul
la regidon cargada positivamente y de color naranja regién negativa, asi mismo los
ligandos que se ubican en los sitios activos.
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Figura 3.29 Superfie del potencial electrostatico del acoplamiento de los farmacos con
el homodimero KATII.

Acoplamiento Energia Total E Kcal/mol
K.1/mol

KATII — Farmaco 1 -83.2689 -19.88884351
KATIlI — Farmaco 2 -58.6438 -14.006831
KATIlI — Farmaco 3 -89.9022 -21.4727716
KATIlI — Farmaco 4 -89.6353 -21.4090236
KATIlI — Farmaco 5 -81.4221 -19.4473345
KATIlI — Farmaco 6 -85.0441 -20.3124343
KATIlI — Farmaco 7 -81.1198 -19.37511314
KATIlI — Farmaco 8 -74.3717 -17.7633754
KATIlI — Farmaco 9 -80.8558 -19.312076
KATIlI — Farmaco 10 -74.4612 -17.7847521
KATIlI — Farmaco 11 -70.5679 -16.8548533
KATIlI — Farmaco 12 -74.9675 -17.9056798
KATIlI — Farmaco 13 -84.6294 -20.2133849
KATIlI — Farmaco 14 -85.8348 -20.5012898
KATIlI — Farmaco 15 -81.6294 -19.4968472
KATIlI — Farmaco 16 -103.879 -24.8110729
KATIlI — Farmaco 17 -58.1169 -13.8809831

Tabla 3.1. Se muestran los datos de energia para los diferentes sistemas acoplados,
donde podemos observar que el mejor acoplamiento lo hacen los farmacos 3,4 y 16.
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Acoplamiento Energia Total E Kcal/mol
KATII — Farmaco 1 -65.9159 -15.75
KATII — Farmaco 2 -58.0417 -13.87
KATII — Farmaco 3 -72.0517 -17.22
KATII — Farmaco 4 -70.0462 -16.74
KATII — Farmaco 5 -70.7237 -16.9
KATII — Farmaco 6 -86.1633 -20.59
KATII — Farmaco 7 -79.3637 -18.97
KATII — Farmaco 8 -75.6822 -18.09
KATII — Farmaco 9 -68.8323 -16.45
KATII — Farmaco 10 -70.6031 -16.87
KATII —Farmaco 11 -75.5158 -18.05
KATII — Farmaco 12 -69.6127 -16.64
KATII — Farmaco 13 -72.7469 -17.39
KATII — Farmaco 14 -84.7983 -20.27
KATII — Farmaco 15 -62.2899 -14.89
KATIT — Farmaco 16 -73.9125 -17.67
KATIT — Farmaco 17 -59.4458 -14.21

Tabla 3.2. Energias de acoplamiento de la primera interaccion del homodimero frente a
17 farmacos.

Teniendo en cuenta que los farmacos actuan en un modelo estructural dimérico,
pasamos a realizar el proceso de simulacion de dinamica molecular. Para ello usamos el
programa HEX, el cual nos ayudo a aproximar los farmacos al PLP a un monoémero de
la KATII y de esta forma obtener un nuevo archivo de partida para continuar con las
dinamicas.

Se obtuvieron 17 sistemas acoplados bajo el esquema rigido - rigido, solicitando al
programa HEX la estructura con mejor acoplamiento mediante la funcion score, para un
total de 50000 posibles acoplamientos.

La simulacion de minimizacion de energias ubicd al sistema en su estado mas bajo
energeticamente, la simulacion de dindmica molecular ocurri6 a condiciones de
309.65°K y en solvente explicito (modelo de agua SPC216), con una duracion de 100ns
de trayectoria y del proceso de simulacién podemos observar que el complejo llega
tempranamente al equilibrio, aproximadamente a los 20ns, es de los 80ns restantes que
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extraemos la estructura promedio del complejo y minimizamos, esta se presenta en la
Figura 3.30, y su respectivo diagrama de RMSD al lado derecho de la Figura.
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Figura 3.30: Acoplamiento del farmaco con la enzima KAT-I11, estructura y RMSD.

Para el caso del farmaco con sustituyente en la posicion 7 del anillo fusionado con un
radical metilo, la estructura promedio de la dindmica y su diagrama de RMSD se
presentan en la Figura 3.31.

nmarqv'u\qlz

o 2000 res e 2000 10000
Figura 3.31: Acoplamiento del farmaco con el sustituyente metilo en posicion 7 con la
enzima KAT-II, su RMSD.

Cuando el sustituyente sobre el farmaco es el grupo metoxilo, observamos que la
estructura del ensamblaje después del proceso de simulacion de dindmica molecular,
llega al equilibrio a los 20 ns, y la estructura promedio minimizada se presenta en la
Figura 3.32, al igual que el diagrama del RMSD para todo el proceso de simulacion.
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Figura 3.32: Acoplamiento del farmaco con el sustituyente metoxilo en posicion 7 con
la enzima KAT-I1'y su RMSD.

Si vemos el caso de la interaccion del farmaco con sustituyente en posicion 7 con un
grupo amina, la simulacion molecular a los 20ns ya ha llegado al equilibrio, y la
estructura promedio minimizada se presenta en la Figura 3.33, asi como el diagrama de
RMSD.

Figura 3.33 Acoplamiento del farmaco con el sustituyente de amina en posicion 7, su
RMSD.

Cuando el farmaco sustituido en la posicidn 7 con un grupo hidroxilo, luego del proceso
de ensamblaje “Docking”, realizamos una dindmica molecular, en la cual encontramos
gue a los 20ns se ha llegado practicamente a la zona de equilibrio, y es con esta

informacion que calculamos la estructura promedio que se muestra en la Figura 3.34.
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Figura 3.34: Acoplamiento del farmaco con el sustituyente hidroxi en posicion 7 con la
enzima KAT-II, su RMSD.

Para el caso en que el sustituyente en la posicion 7 es un grupo nitro, el ensamblaje nos
brinda una estructura que fue sometida a una simulacion de dindmica molecular por
100ns., podemos ver que se llega al equilibrio aproximadamente a los 20ns, la

estructura promedio se presenta en la Figura 3.35, asi como el diagrama de RMSD.

Pl
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Figura 3.35: Acoplamiento del farmaco con el sustituyente nitro en posicion 7 con la
enzima KAT-II, su RMSD.

Cuando realizamos la sustitucion por un grupo nitrilo o ciano, en la posicion 7 del
farmaco y se realiza el ensamblaje, y lo sometemos a una dindmica molecular de 100ns,
observamos que a los 20ns se logra el equilibrio y la estructura promedio como el

diagrama de RMSD se presentan en la Figura 3.36.
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Figura 3.36: Acoplamiento del farmaco con el sustituyente ciano o nitrilo en posicion 7
con la enzima KAT-I1I, su RMSD.

Para el caso de presentar el grupo acetoxilo en la posicion 7 del farmaco, el ensamblaje
produjo una estructura que fue sometida a dinamica molecular, logrando el equilibrio a
un tiempo de aproximadamente 20ns, y la estructura promedio del tiempo restante se

presenta en la Figura 3.37.
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Figura 3.37: Acoplamiento del farmaco con el sustituyente acetoxilo en posicion 7 con
la enzima KAT-II, su RMSD.

En el caso de tener como sustituyente un &tomo de cloro en la posicion 7 del farmaco, el
ensamblaje y posterior simulacién de dindmica molecular nos muestra que a los 20ns se
logré el equilibrio, y a los 8ons restantes se le extrajo la estructura promedio, la cual se
presenta en la Figura 3.38 junto con su diagrama de RMSD.
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Figura 3.38: Acoplamiento del farmaco con el sustituyente cloro en posicion 7 con la
enzima KAT-II, su RMSD.

Cuando el farmaco tiene como sustituyente el grupo metilo en la posicién 6 del anillo
fusionado, luego del ensamblaje, y una simulacion de dinamica molecular, logramos
una estructura promedio como se presenta en la Figura 3.39, y la zona de equilibrio se

Ilegd en forma temprana como se puede observar en el RMSD.

‘rsmd.ng’ using 12 ——
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Figura 3.39: Acoplamiento del farmaco con el sustituyente metil en posicion 6 con la
enzima KAT-II, su RMSD.

Si el farmaco presenta un grupo metoxilo en la posicion 6, después de realizar el
ensamblaje y la simulacién de dinamica molecular, observamos que cerca de los 20ns se
ha llegado a la zona de equilibrio, y la estructura promedio del resto de la simulacion

molecular se obtuvo la estructura promedio que presentamos en la Figura 3.40.
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Figura 3.40: Acoplamiento del fa&rmaco con el sustituyente metoxilo en posicion 6 con
la enzima KAT-II, su RMSD.

Con el farmaco con el sustituyente del grupo amina en la posicion 6 del anillo
fusionado, después de realizado el ensamblaje o “Docking” y la simulacion de dindmica
molecular, el equilibro se logra aproximadamente a los 20ns y del tiempo restante

sacamos la estructura promedio como se muestra en la Figura 3.41.
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Figura 3.41: Acoplamiento del fA&rmaco con la sustituyente amina en posicion 6 con la
enzima KAT-II, su RMSD.

Cuando el farmaco tiene como sustituyente en la posicion 6 del anillo fusionado al
grupo hidroxilo, la estructura que posee la mayor funcion score fue sometida a una
simulacion de dinamica molecular, logramos el equilibrio a los 20ns, y de los 80ns
restantes obtuvimos la estructura promedio, y el diagrama de RMSD como se muestra
en la Figura 3.42.
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Figura 3.42: Acoplamiento del farmaco con el sustituyente hidroxilo en posicion 6 con
la enzima KAT-II, su RMSD.

Si el farmaco posee el grupo nitro en la posicion 6 del anillo fusionado, la estructura de
mayor score fue sometida a una simulacion de dinamica molecular de 100ns, al realizar
el analisis de la trayectoria, observamos que llegamos al equilibrio a los 20ns, y del
resto determinamos la estructura promedio del sistema interactuante, como se muestra

en la Figura 3.43.

‘rsmd.xvg" u'smg Ll —

1 ! ! !
2000 4000 6000 8000 10000

Figura 3.43: Acoplamiento del farmaco con el sustituyente nitro en posicién 6 con la
enzima KAT-II, su RMSD.

Si el grupo nitrilo o ciano se halla unido al fa&rmaco en la posicion 6 correspondiente al
anillo fusionado, fue sometido al proceso de ensamblaje y la estructura con la mayor
funcion score, fue sometida a una simulacién molecular de 100ns, el equilibrio fue
alcanzado a los 20ns, y de los 80ns restantes se extrajo la estructura promedio, como se

muestra en la Figura 3.44, asi como el diagrama de RMSD.
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Figura 3.44: Acoplamiento del farmaco con el sustituyente ciano o nitrilo en posicion 6
con la enzima KAT-I1I, su RMSD.

Cuando el farmaco esta sustituido en la posicion 6 del anillo fusionado, por el grupo
acetoxilo, luego de realizar un ensamblaje y la estructura de mayor funcion score, fue
sometido a una simulacion de dindmica molecular de 100ns, la estructura promedio
resultante de la zona de equilibrio se presenta en la Figura 3.45 asi como el diagrama de
RMSD.
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Figura 3.45: Acoplamiento del farmaco con el sustituyente acetoxilo en posicién 6 con
la enzima KAT-II, su RMSD.

Por ultimo, al sustituir el farmaco en la posicion 6 del anillo fusionado con el &tomo de
cloro, y obtener la estructura interactuante con la mayor funcién score, y someter a esta

a una simulacién de dindmica molecular por un tiempo de 100ns, se logr6 obtener la
88
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estructura promedio de la zona de equilibrio y su RMDS como se muestra en la Figura
3.46.
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Figura 3.46: Acoplamiento del fArmaco con el sustituyente cloro en posicién 6 con la
enzima KAT-II, su RMSD.

PFA SERINA- SERINA- SERINA- SERINA- SERINA- ARGININA- METIONINA- LLP- LEUCINA- FENILALANINA- FENILALANINA- TIROSINA- TIROSINA- PROLINA- GLICINA-268 Ac.GLUTAMICO-56

267-PS 401-PS 403-PS 262PS 266-PS  270-PP  354NP 263 269-NP  355-NP /NP 142PS  233-PS  231-NP PS PN
1 4857 2.187 2.0 2603 | 4319 2077
7 609 2164 3140 | 4179 408
3 8541 | 3250 | 2121 | 4.148 3.081 4205 | 4229 3677
4 5408 3761 3422 4455 2615 | 2947 3575
5 5473 | 2061 500 3277 336 | 4418 2664

|

6 5350 2137 4145 1477 3668 | 4172 248 '
7 5234 265 5211 3.281 295 | 3918 2450
8 5308 2639 | 3.468 3071 4198 | 4333 2606
9 523 265 5211 2515 2205 3918 4381
10 5409 2942 262 3.488 | 2832 ; 3781 ‘4.615 |
11 5465 2300 | 3693 3.661 a.401 3865 | 5.102
12 2639 | 45 2,958 324 | 3321 2998
13 5103 3857 | 1811 2545 3606 | 4173 5285 | 3318
14 4085 5.464 4038 3222|3001 8924
15 288 ' 293 3361 3824 | 3395 | 3506 4740 ‘ ' | 3061
16 6023 | 2000 768 4306 2845 | 0155 5153 |
17 5152 3381 3.849 2607 | 4015 5492

Tabla 3.3: Distancias de los diferentes acoplamiento.
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3.4, Potencial electrostatico de los sistemas interactuantes

Los célculos de las superficies de potencial electrostatico (EPS) indicaron que el
bolsillo de unioén donde se encuentra el PLP es electropositivo y en su mayoria la
enzima mostrd una actividad neutra (color verde), por lo que la distribucion de
carga sobre la superficie de KATIlI y PLP fue importante para la orientacion de
los farmacos logrando una union apropiada y que esta al parecer depende de
fuerzas electrostaticas. Por otro lado en la Figura 3.47 se observa que el lugar de
unién se presenta de color azul, mientras que para los demas potenciales (Figura
3.48 hasta 3.63) una region de acoplamiento de color verde, lo que nos indica que
la actividad del farmaco (3S)-3-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroquinolin-2-(1H)-ona es
de tipo irreversible formando enlaces de union muy fuerte, sin embargo los demas
farmacos mostraron una actividad no electros tica, por lo que creemos que

estos podrian ser buenos candidatos para futuros ensayos.

Ser267

Ser262
Leu269

(@) Potencial Electrostatico Sistema 1. (b) Sitio Activo.

Figura 3.47: a) Potencial electrostatico del sistema 1. b) Amino&cidos cercanos al
((3S)-3-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroquinolin-2-(1H)-ona).
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(a) Potencial Electrostatico Sistema 2. (b) Sitio Activo

Figura 3.48: a) Potencial electrostatico del sistema 2. b) Amino&cidos cercanos
al (3S)-3-amino-1-hidroxi-7metil-3,4-dihidroquinolin-2-(1H)-ona.

Ser267

(@) Potencial Electrostatico Sistema 3 (b) Sitio Activo

Figura 3.49: a) Potencial electrostatico del sistema 3. b) Aminoacidos cercanos
al (3S)-3-amino-1-hidroxi-7-metoxi-3,4-dihidroquinolin-2-(1H)-ona.
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(a) Potencial Electrostatico Sistema 4. (b) Sitio Activo

Figura 3.50: a) Potencial electrostatico del sistema 4. b) Aminoacidos cercanos
al (3S)-3,7-diamino-1-hidroxi-3,4-dihidroquinolin-2-(1H)-ona.
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(@) Potencial Electrostatico, Sistema 5. (b) Sitio Activo.

Figura 3.51: a) Potencial electrostatico del sistema 5. b) Aminoécidos cercanos
al (3S)-3-amino-1,7-dihidroxi-3,4-dihidroquinolin-2-(1H)-ona.
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(a) Potencial Electrostatico, Sistema 6. (b) Sitio Activo.

Figura 3.52: a) Potencial electrostatico del sistema 6. b) Aminoacidos cercanos
al (3S)-3-amino-1-hidroxi-7-nitro-3,4-dihidroquinolin-2-(1H)-ona.

(@) Potencial Electrostatico, Sistema 7. (b) Sitio Activo.

Figura 3.53: a) Potencial electrostatico del sistema 7. b) Aminoacidos cercanos
al (3S)-3-amino-1-hidroxi-7-nitrilo-3,4-dihidroquinolin-2-(1H)-ona
93

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM —— DE SANTA MARIA

%“:m
cv

'''''

(@) Potencial Electrostatico Sistema 8. (b) Sitio Activo

Figura 3.54: a) Potencial electrostatico del sistema 8. b) Aminoacidos cercanos
al (3S)-7-acetoxi-3-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroquinolin-2-(1H)-ona.

(@) Potencial Electrostatico, Sistema 9. (b) Sitio Activo.

Figura 3.55: a) Potencial electrostatico del sistema 9. b) Aminoacidos cercanos
al (3S)-3-amino-7-cloro-1-hidroxi-3,4-dihidroquinolin-2-(1H)-ona.
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(a) Potencial Electrostatico, Sistema 10. (b) Sitio Activo.

Figura 3.56: a) Potencial electrostatico del sistema 10. b) Aminoacidos cercanos
al (3S)-3-amino-1-hidroxi-6-metil-3,4-dihidroquinolin-2-(1H)-ona.

Met354

(@) Potencial Electrostatico, Sistema 11. (b) Sitio Activo.

Figura 3.57: a) Potencial electrostatico del sistema 11. b) Aminoacidos cercanos
al (3S)-3-amino-1-hidroxi-6-metoxi-3,4-dihidroquinolin-2-(1H)-ona.
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(@) Potencial Electrostatico, Sistema 12. (b) Sitio Activo.

Figura 3.58: a) Potencial electrostatico del sistema 12. b) Aminoacidos cercanos
al (3S)-3,6-diamino-1-hidroxi-3,4-dihidroquinolin-2-(1H)-ona.

(@) Potencial Electrostatico, Sistema 13. (b) Sitio Activo.

Figura 3.59: a) Potencial electrostatico del sistema 13. b) Aminoacidos cercanos
al (3S)-3-amino-1,6-dihidroxi-3,4-dihidroquinolin-2-(1H)-ona.
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(a) Potencial Electrostatico, Sistema 14. (b) Sitio Activo.

Figura 3.60: a) Potencial electrostatico del sistema 14. b) Aminoacidos cercanos
al (3S)-3-amino-1-hidroxi-6-nitro-3,4-dihidroquinolin-2-(1H)-ona.

(@) Potencial Electrostatico, Sistema 15. (b) Sitio Activo.

Figura 3.61: a) Potencial electrostatico del sistema 15. b) Aminoécidos cercanos
al (3S)-3-amino-1-hidroxi-6-nitrilo-3,4-dihidroquinolin-2-(1H)-ona.
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(@) Potencial Electrostatico, Sistema 16. (b) Sitio Activo.

Figura 3.62: a) Potencial electrostatico del sistema 16. b) Aminoacidos cercanos
al (3S)-6-acetoxi-3-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroquinolin-2-(1H)-ona.

(@) Potencial Electrostatico, Sistema 17. (b) Sitio Activo.

Figura 3.63: a) Potencial electrostatico del sistema 17. b) Aminoacidos cercanos
al (3S)-3-amino-6-cloro-1-hidroxi-3,4-dihidroquinolin-2-(1H)-ona.
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Conclusiones

Primera. Mediante la construccion de los campos de fuerzas en el modelo del
potencial de OPLSAA, se pudo introducir en el programa Gromacs los campos de

fuerza para los 16 farmacos estudiados en el presente trabajo.

Segunda. Se logré estabilizar la estructura en su estado mas probable, para la
proteina quinurenina amino transferasa II (KAT-II), y los 16, logrando obtener las

coordenadas en formato pdb de cada uno de los sistemas en estudio.

Tercera. Las KAT-II y los 16 farmacos, fueron sometidos a simulacion de dindmica
molecular, logrando la zona de equilibrio en forma adecuada para todos los casos

con gradientes no mayores a 0.2nm en el rmsd.

Cuarta. El acoplamiento entre la KAT-II y los 16 farmacos y su posterior
simulacion de dinamica molecular, nos mostré que el farmaco, aunque reacciona
directamente con el PLP, requiere de un ambiente adecuado para que la reaccion se
produzca, es por ello que en la primera intenciéon de prediccion de acoplamiento
resulta que el acercamiento de los 16 farmacos al sitio activo se ve favorecida por la
presencia de un homodimero de la enzima, por lo que creemos que este sistema

trabaja bien como dimero tras una dinamica molecular.

Quinta. Las energias de acoplamiento nos indican que los mejores se dan para los
farmacos 3,4 y 16 para un solo dimero de la KAT-II.
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Recomendaciones

Recomendamos que los estudios continten con la determinacion del AG, para de esta

forma poder discriminar no solo en forma cualitativa sino cuantitativa la reaccion mas

favorable.
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Apeéndice A

Simulacion de dinamica molécula
Para generar los archivos .pdb correspondientes a los derivados del farmaco y a la
enzima unida al cofactor es necesario un corriendo en el cual irdn los comandos

necesarios para hacer la simulacion molecular dentro del programa Gromacs.

#!/bin/bash
for file in §(ls *.pdb)

1 -f §file -o Qnuev.qro

-0 $nuev.gro

nuev.top 6:)Snuev.gro -i $nuev.itp
onx grompp -f minima.mdp -c $nuev.gro -p $nuev.top -o $nuev-01.tpr -po SniEws
onx Qdrun) -nice 0 -v -5 ~deffmm $nuev-01
omx pdo2gmx -nice 0 -f $nuev-01.gro -p $nuev-01.top -0 $nuev-01.gro -i $nuev-01.itp -missing -n §nuev-01.ndx -ff oplsaa pc
gmx grompp(:g)nvt.mdp <:>Snuev-01.gro -p $nuev=-01.top -0 $nuev-02.tpr -po $nuev-01.mdp
gmx mdrun -nice 0 -v -5 -deffnm Snuev-ﬁznuev-OZ.cpt -C $nuev-02.qro -ntmpi 0 -ntomp 0 -npme 0 -gpu id 1
m \#*
done

-n Snuev.ndx -ff oplsaa -water spc

Figura A.1: Archivo corriendo con los comandos necesarios para la simulacion molecular.

gmx editconf convierte el .pdb a .gro, -nice establece un valor de estabilizacion, -
box es un comando que requiere el valor de la caja de simulacién,-c sirve para
archivos de coordenadas, —resnr sirve para reenumerar los residuos, finalmente se

obtiene un archivo .gro de salida.

gmx solvate sirve para poner un soluto como es KATII y los derivados del farmaco
en solucion, -cp especifica el soluto, -cs especifica el solvente, en este caso es el
tipo de agua representado por spc216.gro, -0 indica un archivo de salida como es

.gro.

gmx pdb2gmx lee los archivos de entrada .pdb o .gro agrega hidrogenos a las
moléculas y genera coordenadas en formato GROMACS, para esto este comando
busca que estén declarados los campos de fuerza correspondiente al soluto en
estudio, en el caso de los farmacos se declararon nuevos campos, -f se coloca para
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un archivo de entrada como es el nuevo .gro, -p se usa para un archivo de
topologia, .top contiene los &tomos y combinaciones de atomos parame trizados en
los campos de fuerza, luego se genera un nuevo .gro, -i antecede un archivo de
inclusion, .itp es la topologia de inclusion donde se modifican angulos, diedros,
pertenecientes a campos de fuerza modificados, -missing permite continuar aun
cuando faltan 4tomos, -n antecede un archivo de indice,.ndx crea un archivo de
indice de acuerdo a la topologia de los atomos, -ff es una extension para que sean
reconocidos los campos de fuerza, oplsaa es un esquema dentro de GROMAC para
atomos de mayor peso molecular, -water spc el disolvente predeterminado es el

agua de carga de punto simple de coordenadas.

Para la caja de simulacidon se utilizo el solvente explicito correspondiente, se
observa en las Figuras A.2 y A.3.

Se hizo la minimizacion de la energia generando los archivos de topologia
necesarios, anteriormente se detallo los archivos a usar.

Para finalizar la dinamica se llevo al equilibrio el sistema, con una trayectoria de

tiempo correspondiente en el que se ejecutan los célculos del sistema.

Figura A.2: Caja de simulacion respectiva en el programa Molden, para ello se tomé en cuenta el tamafio

de cada derivado del farmaco y de la enzima.
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Figura A.3: Caja de simulacion con el solvente explicito o interactuante moléculas de agua.

title

cppP

include
define
integrator
nsteps
Nnstcomm
emtol

emstep
Nnstcgsteep
Nnstxout
Nnstvout

Nnst fout
Nnstlog
nstenergy
nstxtcout
Nnbfgscorr
xtc-precision
xXtc-grps
energygrps
cutoff-scheme
Nnstlist
ns-type

pbc
optimize-fft
fourierspacing
DispCorr
constraints
coulombtype
riist
rcoulomb
vdwtype

rvdw
pme-ordear
ewald-rtol
rgbradii

A

Minimizacion
/Lib/cpp
-I../top

steep
100
1

10
0.01
1000
10
10

o
lo000
1000
1

10
1000

Verlet
10
grid
xXyz=
ves
0.3
Ener
none
PME
0.9
0.9
Cut-off
0.9

4

le-5

=0.9
;implicit_solvent= none

Figura A.3: Minimizacién de la energia con el archivo minima el que contiene los datos necesarios como

el tiempo de célculo, para los grados de libertad del sistema y la topologia.
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title = Dinamica Molecular NVT
cpp = /lib/cpp
include = -1../top
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 = le-5

pbc = Xy2
tcoupl = y-rescale
tc-grps = system
tau-t = 0.5
ref-t = 309.65
gen-vel = yes
gen-seed = 173529
constraints = none
cutoff-scheme = Verlet
coulombtype = PME
rlist = 0.9
rcoulomb = 0.9
vdwtype = Cut-off
rvdw = 0.9

Figura A.4: Archivo para realizar el NVT.
Para culminar se dio la dindmica en la que se llevo al sistema al equilibrio, se usa un archivo de NVT el
cual contiene los pasos de ejecucion de corrida en el que se generan los célculos necesarios, ademas de

que tienen las condiciones de contorno establecidas como temperatura, termostato.
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Apéndice B
Para poder realizar la adaptacion de Mecéanica Cuéntica a Mecénica Molecular es
necesario pasar los archivos.

Primero el CIIM me brindo los archivos .xyz correspondientes a cada farmaco, para
poderlas trabajar se tenian que convertir en .pdb para esto dentro del programa Gromacs
que ya contenia la herramienta Open Babel se modificaron en un terminal de trabajo
como se observa en la Figura B.1.

Archivo Editar Ver Buscar Terminal Ayuda

1ijr@Lili:~/Documentos/FINDEFIN1OK babel —ixyz nombredelarchivo.xyz —opdb nombredelarc@b

Figura B.1: Comandos para convertir de .xyz al .pdb.

Seguidamente hay que verificar con el visualizador Molden y un editor de texto que los
archivos .pdb estén sin fragmentarse como se ve en la Figura B.2.

pf-01-n.pdb /CamposDeFuerzalpf-01-n/pf-01-n.pdb

Ver Documento He:

—— | Archivo Editar Buscar Ve
MOLDEN G a&g e

|} aminoacids.rtp| || atomtypes.atp | | ffnonbonded.itp | | ffbondediitp || pf-01-n.pdb

1 COMPND

2 AUTHOR

3 ATOM -0.535 1.60 0.60 c
4 ATOM 0.686 1.60 0.60 c
5 ATOM 0.325 1.60 0.60 c
6 ATOM 6.660 1.060 0.60 c
7 ATOM 0.236 1.660 0.60 c
8 ATOM 6.662 1.60 0.60 [
9 ATOM 3.983 0.259 1.60 0.60 [
10 ATOM 0.583 1.60 0.60 C
11 ATOM 6.134 1.60 0.60 C
12 ATOM 0.690 1.00 0.60 N
13 ATOM 6 0.984 1.60 0.60 0
14 ATOM 367 0.914 3 0
15 ATOM -0.791 B H
16 ATOM 0.016 1.60 0.60 H
17 ATOM 6.417 1.60 0.60 H
18 ATOM -1.615 1.60 0.60 H
19 ATOM 1.667 1.60 6.60 H
20 ATOM 7 1.620 1.60 0.60 H
21 ATOM 3 0.136 1.60 0.60 H
22 ATOM 6.853 1.60 06.60 H
23 ATOM 1.176 1.60 0.60 N
24 ATOM 2 9 ;i 3 -1.525 1.60 6.60 H
25 ATOM 2 g .13 4.096 -1.3% 1.00 0.60 H
26 CONECT
27 CONECT
28 CONECT
29 CONECT
30 CONECT
31 CONECT
32 CONECT
33 CONECT
34 CONECT
35 CONECT
36 CONECT

37 CONECT

38 CONECT 1
39 CONECT
a6 FONECT

Figura B.2: .pdb inicial sin modificacion.

Posteriormente se modificaron los nombres dentro del archivo .pdb colocando los
nuevos que se van a utilizar, Figura B.3.
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COMPND pf-01-n.xyz
AUTHOR p=..QPEN BABEL 2.3.2

ATOM X1 PFA A 595 0.434 -0.535 1.00 0.00 C
ATOM PFA A 1 .284 0.394 -0.086 1.00 0.00 C
ATOM 3 CX3PFAA 1 .606  2.821 -0.325 1.00 0.00 C
ATOM 4 CX4 PFA A 1 .258 1.642 -0.660 1.00 0.00 C
ATOM 5 CX5 PFA A 1 .650 1.581 0.236 1.00 0.00 C
ATOM 6 CX6 PFA A 1 521 2.652 0.662 1.00 0.00 C
ATOM 7 CX7 PFA A 1 920 3.983 0.259 1.00 0.00 C
ATOM 8 CX8 PFA A 1 .568 4.039 0.583 1.00 0.00 C
ATOM 9 CX9 PFAA 1 .302  2.808 0.134 1.00 0.00 C
ATOM 0 NX1 PFAA 1 .678 1.598 0.690 1.00 0.00 N
ATOM 1 OX1 PFAA 1 710 2.486 0.%04 1.0 0.00 0
ATOM A1 271 0.367 0.914 1.00 0.00 0
ATOM A .096 -0.490 -0.791 1.00 0.00 H
ATOM | -0.751 -0.540 0.016 1.00 0.00 H
ATOM 15 HX3 PFA A 1 -3.122  3.770 -0.417 1.00 0.00 H
ATOM 16 HX4 PFA A 1 -4.279 1.670 -1.015 1.00 0.00 H
ATOM 17 HX5 PFA A 1 -0.678 4.145 1.667 1.00 0.00 H
ATOM 18 HX6 PFA A 1 2,209 0.627 1.020 1.00 0.00 H
ATOM 19 HX7 PFA A 1 -1.007 4.933 0.136 1.00 0.00 H
ATOM 20 HX8 PFA A 1 1.447 4.739 0.853 1.00 0.00 H
ATOM 21 NX2 PFA A 1 1.146 4.115 -1.176 1.00 0.00 N
ATOM 22 HX9 PFA A 1 0.766 4.986 -1.525 1.00 0.00 H
ATOM 23 HXO PFA A 1 2,136 4.090 -1.390 1.00 0.00 H
CONECT 1 13 4 2

CONECT 2 1 14 5

CONECT 3 4 15 9

CONECT 4 16 1 3

CONECT 5 2 9 10

CONECT 6 7 10 11

CONECT 7 21 8 6 20

CONECT 7

CONECT 8 g9 19 7 17

CONECT 8

Figura B.3: .pdb inicial modificado.

Luego dentro del visualizador Molden se tomo las distancias y nota de cada enlace
entre tomo y atomo, también los angulos y los diedros para posteriormente poder
colocarlos en los archivos de sistema de Gromacs, se ve en la Figura B.4.
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REPOSITORIO DE

pf-01-n.pdb x

| MOLDEN |

Status line:

|Click on two atoms ! |

‘| Molden Calculate x ‘

Figura B.4: .Distancias entre cada atomo.

Para poder insertar los campos de fuerza en cada archivo de sistema es necesario saber
inicialmente que tipo de campo de fuerza se va a usar en este caso por ser el mas
probado y trabajado en macromoléculas como es KAT-11 es uso el esquema OPLSAA.

También se requiere un tipo de solvente, se escogid el tipo spcl6 para poderse
aproximar a lo que ocurre en el cuerpo humano, este modelo trabaja bien a 36.65° C, se
probo primero en un solvente implicito y no funciond bien en todos los farmacos, solo
algunos funcionaron, por ende a sabiendas de que aumentaria el tiempo se uso6 solvente
explicito.

Se realizd la modificacion en cada archivo de sistema evaluando detalladamente de que
estén correctamente declarados enlaces, peso atomico, angulos, diedros como se
observa en la Figura B.5-B.9.
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wyv ny L V.lUso SJLIVI) WV ’
CQ6  NQ1 0.13539 319657.6
cQe  CQ7 0.15191 265265.6 ;
CqQ7 CQs 0.15270 265265.6 ;
CQ8 CQl 0.15056 265265.6 ;
NQl  0Q1 0.14168 267776.0
0Ql HQ4 0.09932 502080.0 ;
CQe  0Q2 0.12519 267776.0 ;
CQ7 NQ2 0.14579 319657.6 ;
CQ7  HQ5 0.10876 284512.0 ;
NQ2  HQ6 0.10126 363171.2 ;
NQ2  HQ7 0.10110 363171.2 ;
CQ8 HQ8 0.10893 284512.0 ;
CQ8 HQ9 0.10950 284512.0 ;
CX1 CX2 0.13999 265265.6 ; PFA
CX1 CX4 0.13999 265265.6 ; PFA
CX1  HX1 0.10807 307105.6 ; PFA

5.6 ; PFA

e e e i e e e e e R e e N I S e el el e et e e e e e

0.10807  307105. PFA
0.13999 265265.6
0.13999 265265.6 ;
0.10807 307105.6 ; PFA
0.10807 307105.6 ; PFA
0.13999 265265.6 ; PFA
0.13539 319657.6 ; PFA
0.13999 265265.6 ; PFA
0.13539 319657.6 ; PFA
0.12519 267776.0 ; PFA
0.13999 265265.6 ;
0.10807 307105.6 ;
0.13539  319657.6 .

CX8  CXS : PFA
CX8  HX5 1 0.10807 307105.6 PFA
CX8  HX7 1 0.10807 307105.6 PFA
NX1  0X2 1 0.14168 267776.0 PFA
0X2  HX6 1 0.09932 502080.0 PFA
NX2  HX9 1 0.10110 363171.2 PFA
NX2  HX@ 1 0.10116 363171.2 PFA

constrainttypes ]

Figura B.5: .Declaracion de cada enlace en el archivo ffbonded.
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opls 999 HQl 1 1.00800  ©.6529 A 2.50000e-61 1.25520e-01 ;
opls 1000 HQ2 1 1.00800 0.0556 A 2.50000e-01 1.25520e-01 ;
opls 1001 W3 1  1.00800  ©0.6569 A 2.50000e-81 1.25520e-01 ;
opls 1002 NQ1 7  14.00670  -0.0074 A 3.25000e-01 7.11280e-01 ;
opls 1003 Q5 6 12.01100  ©.1649 A 3.50000e-61 2.76144e-0l ;
opls 1004 CQ7 6  12.01160 0.0312 A 3.50000e-01 2.76144e-01 ;
opls 1005 CQ8 6  12.01100  -0.8579 A 3.50000e-01 2.76144e-01 ;
opls 1006 0Q1 8 15.99940  -8.1715 A 2.96000e-61 8.78640e-01 ;
opls 1007 HQ4 1 1.00800 0.1677 A 2.50000e-01 1.25520e-01 ;
opls 1008 002 8 15.99940  -0.3262 A 2.96000e-61 8.78640e-01 ;
opls 1009 NQ2 7  14.00670  -0.2456 A 3.25000e-01 7.11280e-01 ;
opls 1010 HQ5 1 1.00800  0.8608 A 2.50000e-81 1.25520e-01 ;
opls 1011 HQ6 1 1.00800 0.1110 A 2.50000e-01 1.25520e-01 ;
opls 1012 HQ7 1 1.00800 0.1208 A 2.50000e-01 1.25520e-01 ;
opls 1013 HQ8 1 1.00800 0.0524 A 2.50000e-01 1.25520e-01 ;
opls 1014 HQ9 1 1.00800 0.0508 A 2.50000e-01 1.25520e-01 ;
* PRR -Lili
1015 CX1 6 12.01160  -0.045 A 3.50000e-01 2.76144e-01 ;
1016 CX2 6 12.01100  -0.654 A 3.50000e-01 2.76144e-01 :
\§§%§2T617F-1ne§—- 6~ l2.00100 .0 040 L3 50008001 2 FeHee T
opls 1018 CX4 6 12.01100  -0.056 A 3.50000e-01 2.76144e-01 : PFA
opls 1019 CX5 6  12.01160 0.048 A 3.50000e-01 2.76144e-01 ; PFA
opls 1020 CX6 6  12.01100 0.184 A 3.50000e-01 2.76144e-01 ; PFA
opls 1021 CX7 6 12.01100  ©.625 A 3.500000-01 2.76144e-01 : PFA
opls 1022 CX8 6  12.01100  -0.857 A 3.50000e-01 2.76144e-01 ; PFA
opls 1023 CX9 6  12.01100  -0.611 A 3.50000e-01 2.76144e-01 : PFA
opls 1024 NX1 7  14.00670 0.009 A 3.25000e-01 7.11280e-01 ; PFA
opls 1025 OXI 8 15.99940  -8.314 A 2.96000e-01 8.786480-01 ; PFA
opls 1026 0X2 8  15.99940  -0.164 A 2.96000e-01 8.78640e-01 ; PFA
opls 1027 HX1 1 1.00800 0.052 A 2.50000e-01 1.25520e-01 ; PFA
opls 1028 HX2 1  1.00800  ©.051 A 2.500000-61 1.255200-01 : PFA
opls 1029 HX3 1 1.00800 0.049 A 2.50000e-01 1.25520e-01 ; PFA
opls 1030 HX4 1  1.00800  ©.649 A 2.560000-61 1.255200-01 : PFA
opls 1031 HX5 1 1.00800 0.048 A 2.50000e-01 1.25520e-01 ; PFA
opls 1032 HX6 1 1.00800  ©.150 A 2.50000e-01 1.255200-01 ; PFA
opls 1033 HX7 1 1.00800 0.048 A 2.50000e-01 1.25520e-01 ; PFA
opls 1034 HX8 1 1.00800 0.042 A 2.50000e-01 1.25520e-01 ; PFA
opls 1035 NX2 7  14.00670  -0.242 A 3.25000e-01 7.11280e-01 ; PFA

Figura B.6: Declaracion de las cargas y masas en el archivo ffnobonded.
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opls 998  1.00800 ; (3S)-3-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroguinolin-2-(1H)-ona
opls 999  1.00800 ; (3S)-3-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroguinolin-2-(1H)-ona
opls 1000 1.00800 ; (3S)-3-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroguinolin-2-(1H)-ona
opls 1001 1.00800 ; (3S)-3-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroguinolin-2-(1H)-ona
opls 1002 14.00670 (3S) -3-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroquinolin-2-(1H) -ona
opls 1003 12.01100 ; (3S)-3-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroguinolin-2-(1H)-ona
opls 1004 12.01100 ; (3S)-3-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroguinolin-2-(1H)-ona
opls 1005 12.01100 (3S) -3-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroquinolin-2-(1H) -ona
opls 1006 15.99940 ; (3S)-3-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroguinolin-2-(1H)-ona
opls 1007 1.00800 ; (3S)-3-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroguinolin-2-(1H)-ona
opls 1008 15.99940 (3S) -3-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroquinolin-2-(1H) -ona
opls 1009 14.00670 ; (3S)-3-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroguinolin-2-(1H)-ona
opls 1010 1.00800 ; (3S)-3-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroguinolin-2-(1H)-ona
opls 1011 1.00800 ; (3S)-3-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroguinolin-2-(1H)-ona
opls 1012 1.00800 ; (3S)-3-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroguinolin-2-(1H)-ona
opls 1013 1.00800 ; (3S)-3-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroguinolin-2-(1H)-ona
opls 1014 1.00800 ; (3S)-3-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroguinolin-2-(1H)-ona
opls 1015 12.01100 ; CX1

opls 1016

opl
i 12.01100
bpls 1020 12.01100 ; CX6
opls 1021 12.01160 ; CX7
opls 1022 12.01100 ; CX8
opls 1023 12.01100 ; CX9
opls 1024 14.00670 ; NX1
opls 1025 15.99940 ; OX1
opls 1026 15.99940 ; 0X2
opls 1027 1.00800 ; HX1
pls 1028 1.00800 ; HX2
1.00800 ; HX3

12.01100

1.00800

CX2

opls 108, 1. 00800

opls 1032 ; HXE
opls 1033 1. 00800 ; HX7
opls 1034 1.00800 ; HX8
opls 1035 14.00670 ; NX2

Figura B.7: Declaracion de los pesos atomicos en el archivo atomtype.
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CXl1  CX2  HX2 1 120.267 292.880 ; PFA
CXs5  CX2  HX2 1 120.267 292.880 ; PFA
Cx4  CX3  CX9 1 121.618  585.760 ; PFA
CX4  CX3  HX3 | 267  292.880 ; PFA
Cx3  CX3 ) 1 120.267 ™~232.880 ; PFA
CX1 X4 _7CX3 1 121.618 585.%6) ; PFA
CX1 4 HK4 1 120.267  292.880°\ PFA
CX3 /CX4  HX4 1 120.267  292.880  N\PFA
CX2/ CX5  CX9 1 121.618  585.760 ; PR
C CX5  NX1 1 116.968  313.800 ; PFA
gx9  CX5  NXI 1 116.968  313.800 ; PFA
CX7  CX6  NXI 1 111.101  313.800 ; PFA
CX7  CX6  OXl 1 124,709  669.440 ; PFA
NX1  CX6  OX1 1 119.340  669.440 ; PFA
Cx6  CX7  CX8 1 121.618  585.760 ; PFA
CX6  CX7  HX8 1 120.267 292.880 ; PFA
CX6  CX7  NX2 1 111.101  313.800 ; PFA
Cx8  CX7  HX8 1 120.267 292.880 ; PFA
CX8  CX7  NX2 1 111.101  313.800 ; PFA
H8  CX7  NX2 1 111.101  313.800 ; PFA
CX7  CX8  CX9 1 121.618  585.760 ; PFA
&7 CX8  HX5 1 120.267 292.880 ; PFA
CA CX8  HX7 1 120.267 292.880 ; PFA
CX9\ CX8  HX5 1 120.267 292.880 ; Pph
CX9 N\CX8  HX7 1 120.267 292.880 ,PFA
HX5 8 HX7 1 120.267  292.880 /; PFA
CX3  CXI™NCX5 1 121.618  585.7600 ; PFA
Cx3  CX9 : 1

; 121.618 _585.760 ; PFA
CX5 CX9  CX8 2t7016 585.760 ; PFA
126.763  418.400 ; PFA

CX5  NX1  CXé |

CX5  NX1  0X2 1 116.281  384.928 ; PFA
CX6  NX1  0X2 1 116.281  384.928 ; PFA
NXI ~ 0X2  HX6 1 105.400  410.032 ; PFA
CX7  NX2  HX9 1 115.098  251.040 ; PFA
CX7  NX2  HX@ 1 115.098  251.040 ; PFA
HX9  NX2  HXO 1 115.098  251.040 ; PFA

Figura B.7: Declaracion de los angulos en el archivo ffbonded.
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[0 4°] Cyl Cy2 CYe 3 BULLY 0.0000V0 BULLY [CCI01V1C) 0.00000 QUL PHA
NY1 Cyl Cys Ccys 3 000eG 0.06600 000660 00CeG 0.00600 00060 ; PFA
NY1 Cyl Cys HY2 3 00000 0.006000 000060 00000 0.00000 00000 ; PFA
CY2 Cyl Cys Ccys 3 00066 0.06000 (clelclc]c) 00000 0.06600 00060 ; PFA
CY2 Cyl Cys HY2 3 00000 0.06000 000060 00000 0.00000 00000 ; PFA
3 0. cle 0.
0.

HoloNoNofo oo NololofollofoRoNoNolofolofoofooNoRoNo oo ol
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CY2 CY6 Cy7 Cys 0.00000 000 00000 00600 000e0 ; PFA
Cy2 CY6 CcY7 CL 00000 0.00000 00000 00000 006e0e
HY3 CY6 CcY7 cys 00000 0.00000 00ee0 00000 00600 0000 ; PFA
HY3 CY6 cY7 CL 00000 0.00000 000060 00000 [e[clcTc]c] 00060 ; PFA
CY6 Cy7 Ccys CYy9 00eeG 0.000600 00060 00000 00600 00000 ; PFA
CY6 Cy7 Ccys HY1 00000 0.00000 000600 00000 00000 00000 ; PFA
CcL cY7 cys CcY9 00000 0.00000 00000 00000 00000 000060 ; PFA
CL CcY7 Ccys HY1 00000 ©6.00000 00000 00000 00000 00060 ; PFA
CcY7 CcYs CcY9 CY1 00060 0.060000 00000 00000 00000 000060 ; PFA
CcY7 CYs CY9 HY2 00000 0.00000 00000 00000 00000 00060 ; PFA
HY1 CcYs CY9 CY1 00000 0.00000 00000 00000 [c[c]cTclc] 00060 ; PFA
HY1 CY8s CYs9 HY2 00000 0.00000 00000 00000 [e[clclc]c] 00060 ; PFA

; Residue-specific sidechain dihedrals, and sidechain acids. Use explicitly in rtp or top files.

; Chi-1 N-C-C-0 in SER & THR

#define dih_SER_THR chil N C C 0 9.89307 -4.71746 3.67774 -8.85335 0.00000 0.00000

Figura B.8: Declaracion de los diedros en el archivo ffbonded.

Una vez que se tuvo correctamente declarados los campos de fuerza de cada farmaco, se
realizd una minimizacién y una dinamica molecular, se us6 un ensamble canénico NVT.

Se procedio a realizar el diagrama RMSD dentro de un terminal el cual es necesario,
porqgue la grafica nos indica como se comporta cada &tomo en una trayectoria de tiempo.

Esta grafica es necesaria para poder sacar un promedio de la grafica, se selecciona la
parte en la que las lineas permanecen continuas sin altibajos.

Luego se obtiene el .pdb del promedio el cual se minimiza sin solvente, se realiza esto
para preparar tanto al farmaco como a la enzima para el acoplamiento.
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