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Resumen

En la presente investigacion, se ha querido estudiar fendmenos relacionados a la en-
fermedad de la esquizofrenia, la cual afecta y afectara a un buen nimero de personas.
Es asi que se analizo la interaccion de la KAT 1 unida a su cofactor PLP, y un farma-
co modelo. Hemos obtenido las estructuras disponibles en la literatura para la KAT
I, mediante un proceso de completado de la estructura secundaria desde su infor-
macion de la estructura primaria de los restos aminoacidicos del sistema. Se obtuvo
las estructuras en el equilibrio del farmaco (3S)-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroquinolin-
2(1H)-ona y la enzima KAT 1 (unida al cofactor), asi como el sistema acoplado. Se
analizé el RMSD, RMSF, Diagrama de Ramachandran, y en algin caso la naturaleza
de los puentes de hidrégeno, y la conservacion de la estructura secundaria durante el
proceso de la dindmica molecular en toda la trayectoria. El proceso de acoplamiento
fue identificado mediante un acoplamiento Docking, para su posterior estabilizacion
mediante una simulacion de dindmica molecular del mismo, logrando determinar un
minimo en la hipersuperficie de potencial para el sistema interactuante de la enzi-
ma KAT | (unida a su cofactor), el cual se adhiere al fa&rmaco (3S)-amino-1-hidroxi-
3,4-dihidroquinolin-2(1H)-ona, lo que sugiere un proceso de inhibicion.

Palabras clave: Esquizofrenia, bioinformatica.
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Abstract

In the present investigation, we aimed to study events related to schizophrenia, which
affects and will affect a considerable number of people. Thus, we analyzed the inter-
action between KAT |1, linked to its cofactor PLP, with a model drug. We have
obtained the available structures in literature for KAT |, through a process of com-
pleting secondary structure from the information of the primary structure of the
amino acid residues of the system. The structures of the drug (3S)-amino-1-hydroxy-
3,4-dihydroquinolin-2(1H)-one and the enzyme KAT | (attached to the cofactor),
as well as the coupled system, were obtained in the equilibrium. We analyzed the
RMSD, RMSF, Ramachandran diagram, and in some cases the nature of the hydro-
gen bridges and the conservation of the secondary structure during the process of
molecular dynamics throughout the trajectory. The coupling process was identified
by a Docking, to its posterior stabilization by a simulation of molecular dynamics, ob-
taining a minimum in the hypersurface of potential for the KAT | enzyme interacting
system (attached to its cofactor), which adheres to the drug (3S) -amino-1-hydroxy-
3,4-dihydroquinolin-2 (1H) -one, what suggests a process of inhibition.

Key words: Schizophrenia, bioinformatics.
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Introduccion

La esquizofrenia es una devastadora enfermedad mental, * que afecta de sobrema-
nera al paciente, ya que su vida entera se reorganiza en torno a esta y se genera un
efecto negativo en el concepto propio del individuo. ? La etiologia de la enfermedad
permanece en gran medida desconocida,® sin embargo existen numerosas hipotesis
que intentan explicarla. Una de ellas es la hipdtesis glutamatérgica, que se enfoca en
los disturbios de la vias glutamatérgicas y en la discapacidad en la sefializacion de
receptores de glutamato, como el NMDAR (receptor N-metil-D-aspartato).* El &ci-
do quinurénico (KYNA), es un antagonista endogeno de glutamato, con una accion
preferencial sobre el sitio-glicina del NMDAR. Ademas, se han encontrado niveles
elevados de KYNA en el fluido cerebroespinal de pacientes con esquizofrenia. 1KYNA
es producida a partir de quinurenina (KYN), mediante las enzimas quinurenina ami-
notransferasas (KATs) °. Cuatro isoenzimas (KAT I, I, I, IV) estan involucradas
en la sintesis de KYNA en el sistema nervioso central de mamiferos, ® siendo KAT 11
la responsable de la mayor produccion de KYNA cerebral °, sin embargo KAT 1| juega
un importante papel, ya que proporciona una expresion compensatoria junto a KAT
I11.7 Es asi, que KYNA se ha convertido en un candidato valioso en el descubrimiento
de nuevos farmacos,® y KAT en un objetivo enzimatico clave en el tratamiento de
la esquizofrenia. ° Desafortunadamente inhibidores sistémicos de KAT 11 son escasos,
pero el farmaco (3S)-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroquinolin-2(1H)-ona (PF-04859989)
es un potente inhibidor sistémico de KAT Il con penetracion en el cerebro, ° lo que
lo hace muy prometedor. Sin embargo, faltan estudios sobre la interaccién entre el
farmaco y KAT 1.

El descubrimiento de un nuevo farmaco podria tomar 13 afios y un costo de US
$1778 millones, ademas una de las principales razones o fallas en el descubrimiento
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y desarrollo de nuevos farmacos probablemente sea el uso de modelos animales para
predecir la eficacia y la seguridad en seres humanos. Por lo tanto, la aplicacion de la
investigacion bioinformética tiene el potencial de dar lugar a un cambio fundamental
mediante el aprovechamiento de los datos de origen humano para superar algunas
de las limitaciones inherentes asociadas con el uso de modelos animales, ** y reducir
los costos o el tiempo de lanzamiento en las diferentes etapas del descubrimiento y
desarrollo de farmacos.
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Capitulo 1

Objetivos

Objetivos Generales

« Determinar, el mecanismo de interaccion entre la (3S)-3-amino-1-hidroxi-3,4-
dihidroquinolin-2-(1H)-ona y la Quinurenina Aminotransferasa | (KAT 1), por
Mecénica Molecular.

Objetivos Especificos

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

Modelar estructuralmente la Quinurenina Aminotransferasa | (KAT 1).

Acoplar el farmaco (3S)-3-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroquinolin-2-(1H)-ona con
el receptor Quinurenina Aminotransferasa I ( KAT 1).

Evaluar las propiedades del acoplamiento.
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Capitulo 2

Marco Teodrico

2.1. Esquizofrenia

2.1.1. Definicion

La esquizofrenia es un complejo desorden neuropsiquiatrico,” que causa diversas
discapacidades y afecta el desempefio de capacidades sociales en amplios ambitos. 12
A nivel mundial, este desorden cronico, tiene un punto de prevalencia estimado entre
0.5% - 1.0%,*2 es decir, afecta entre 26 a 45 millones de personas en el mundo. ** En
el Per, mas de 280 mil personas sufren este trastorno, de las cuales, el 62 % cuenta
con un diagnostico definido y recibe tratamiento. Sin embargo, el porcentaje restante
no acude a los servicios de salud y/o no tiene las facilidades para ser tratado por un
médico psiquiatra.®®

Este desorden mental usualmente se inicia en la vida adulta temprana o en un
estado intermedio de esta, ® resultando en importantes discapacidades fisicas, psico-
l6gicas, sociales y mortalidad prematura.* Ademas es heredable en mas del 80 % de
casos, y presenta un riesgo de recurrencia mayor al 50 % en gemelos monocigdticos. 6

El esquema de categorizacién de la esquizofrenia recientemente ha obtenido ma-
yor interés, ya que es un sindrome heterogéneo, es decir, una multitud de estados
patologicos bajo la categoria englobante de esquizofrenia. Ademas, la concepcion de
esquizofrenia ha cambiado drasticamente; desde la concepcion de un desorden de
deterioro mental a su mas reciente categorizacién como un unico trastorno con mul-
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tiples subtipos. El debate de como definir mejor a la esquizofrenia ain continua;
hoy en dia no hay un modelo estrictamente establecido de anomalias que hayan sido
identificadas como caracteristicas fiables del trastorno; aunque algunas caracteristicas
conductuales son normalmente asociadas con la esquizofrenia, tales como desérdenes de
procesos de pensamientos o cambios en la afectividad, aunque estas no se mani- fiestan
establemente de la misma manera en todas las personas diagnosticadas con
esquizofrenia. Por consiguiente, hasta que una caracteristica estructural o conductual
pueda ser confirmada como una caracteristica determinante de la esquizofrenia, se
recurre a medidas de diagndstico anteriores. 3

Es asi, que se puede decir que la esquizofrenia presenta sintomas positivos (como
delirios, alucinaciones, discurso desorganizado y comportamiento catatonico), sinto-
mas negativos (como abulia o falta de motivacion y aislamiento emocional) '’ y afecta
tanto a las funciones cognitivas basicas como a las de alto nivel.*®

Ya que la esquizofrenia presenta una disfuncion en los procesos perceptivos, cog-
nitivos, emocionales, y conductuales, contribuye a una significativa carga emocional,
social, y financiera; tanto para los pacientes, como para sus familias y comunidades.
A través del proceso de sumergimiento del paciente en la enfermedad, el concepto
propio del paciente empieza a reorganizarse enteramente alrededor de la experien-
cia de tener esquizofrenia, es asi que la esquizofrenia es particularmente devastadora
debido a su efecto negativo en el concepto propio del individuo. 2

El hecho de que el paciente mejore es crucial. Tras las dos ultimas décadas, el enfo-
que en el concepto de recuperarse de esta enfermedad ha crecido. Estudios muestran
que la percepcion de la recuperacion de los pacientes es diferente de la percepcion
de los profesionales clinicos. La orientacion de los profesionales clinicos respecto a la
recuperacion estd mas enfocada a los sintomas y aspectos funcionales, mientras que
la orientacién de los pacientes esta mas enfocada hacia alcanzar sus metas, el cono-
cimiento acerca de la enfermedad mental, el contacto con otros fuera de su familia,
planes de prevencion de recaidas, afrontar la enfermedad mental e involucrarse en
actividades de autoayuda.®

Las creencias de las causas de la esquizofrenia, estan muy relacionas entre los pa-
cientes que la padecen, sus cuidadores y el desenvolvimiento en su proceso de mejoria.
A la esquizofrenia se le atribuyen causas bioldgicas (desorden del cerebro debido en
parte a factores hereditarios), psicosociales (causada por factores externos como con-
diciones econdmicas, factores estresantes o nivel de logros educacionales), o magico-
religiosas (originada a partir de fuerzas sobrenaturales o espirituales). Un estudio de
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253 pacientes diagnosticados con esquizofrenia (basandose en el ICD-10), los cuales
presentaban sintomas moderadamente severos y provenian del sur de Pert, norte de
Chile y centro-oeste de Bolivia; mostrd que los pacientes y sus cuidadores atribuian
causas psicosociales a la enfermedad mas que bioldgicas o magico-religiosas. 2 Se sa-
be también que los pacientes que le atribuyen a la esquizofrenia causas biologicas,
entienden mejor la naturaleza de su problema. Y si un paciente acepta las terapias
y se trata con la medicacion adecuada, tiene muchas probabilidades de obtener una
notable mejoria.

2.1.2. Historia

Histéricamente, resultados desfavorables han sido considerados como parte del
concepto de esquizofrenia. 2 Se sabe que desde hace 3000 afios ya se comentaba acerca
de personas que mostraban comportamiento irracional o se veian dementes, mas pocas
descripciones se asemejaban a la moderna esquizofrenia de hoy, que fue registrada
previamente a 1800. La hipétesis de que la esquizofrenia es una enfermedad reciente
puede explicar porque descripciones de desordenes parecidos a la esquizofrenia eran
raras antes de 1800.%

Intentos para tratar la demencia empezaron aproximadamente 200 afios atras; el
tratamiento normalmente consistia en dar vueltas al paciente en un banco hasta que
pierda la conciencia o lanzar a la persona en un lago de hielo. Y antes de 1800,
personas con retardos mentales y personas consideradas dementes eran usualmente
confinadas a prisiones o asilos.?2

Esfuerzos por entender la naturaleza de la esquizofrenia iniciaron a mitades del
siglo XVIII, cuando Morel introdujo el término demencia precoz para describir un
desorden mental de degeneracion iniciado en la pubertad. Previo a ese entonces,
condiciones de locura congénita, demencia, mania, melancolia y locura comin no
eran diferenciados. A finales del siglo XV111, Emil Kraepelin observé que la demencia
precoz, previamente descrita por Morel, era idéntica a condiciones de hebefrenia y
catatonia, identificadas por Hecker y Kahlbaum. 22 En 1899, Kraepelin sugirié que los
diversos sintomas de demencia precoz reflejan una Unica enfermedad y predicen un
curso degenerativo, 2! describiéndola como un desorden caracterizado por un curso
cronico progresivo con minimas posibilidades de mejora clinica.?® En 1919, Kreapelin
escribio:
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“El nombre demencia precoz consiste en una serie de estados, de los cuales la
caracteristica comdn es una particular destruccion de las conexiones internas de la
personalidad psiquica. Los efectos de este dafio predominan en esferas emocionales y
en la voluntad de la vida mental . 22

En 1911, Eugene Bleuler introdujo el nuevo término esquizofrenia, que reemplazo a
demencia precoz. Traducido literalmente, esquizofrenia significa mentalidad partida,
y segun Bleuler la division de la personalidad era la caracteristica principal del tras-
torno. 22 Ademas él creia que la esquizofrenia no permitia una completa restitucion,
a pesar de tener un curso variable con mejorias en algunos casos.?! Posteriormente
Adolph Meyer vio a los trastornos mentales como una reaccion a conflictos y habitos
permanentes que conducen hacia el desglose mental. El opind que la esquizofrenia
era el resultado natural de una historia de vida que podia haber sido trazada con-
tundentemente por varios factores fisicos, sociales, y psicoldgicos en el pasado del
paciente. 22

En 1960, Klesist, y en 1961, Leonhard, insistieron en que si un paciente se recupera
no puede ser un posible caso de esquizofrenia, convirtiéndola asi en sinbnimo de una
cronica y debilitante enfermedad mental. Afos después, el concepto de resultados
desfavorables fue desafiado por estudios de Brown (1966), Bleuler (1978) y Ciom-
pi y Mueller (1978); quienes mostraron que resultados desfavorables eran variables
y eludibles. Sus estudios al menos dieron alguna esperanza acerca de un resultado
favorable frente a la esquizofrenia. %

En 1971, en una encuesta de seguimiento de 12 afios a pacientes con esquizofrenia
de primer ingreso, Murphy y Raman mostraron que el 59 % de los casos no tenian
sintomas al término del periodo de 12 afios, iniciando asi un debate mayor acerca del
curso y desenlace de la esquizofrenia, y trayendo a contienda el tema de factores que
influencian el curso y desenlace de esta, siendo de los mas importantes, las diferencias
culturales entre paises. 2

Cabe destacar, que el desarrollo de medicamentos neurolépticos a inicios de 1950
fue un hito en el tratamiento de la esquizofrenia. La farmacoterapia permitié a pa-
cientes con esquizofrenia trabajar a un nivel mas alto, sin centrarse continuamente en
sus mundos internos de alucinaciones y delirios. Neurolépticos como clorpromazine y
haloperidol eran ampliamente utilizados durante los afios sesenta, e hicieron que ad-
ministradores de hospitales publicos y psiquiatras consideren la opcion de dar de alta a
la comunidad de pacientes con esquizofrenia, quienes probablemente habian sido
hospitalizados por décadas. > Mientras los medicamentos neurolépticos presentaban
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usualmente un impacto positivo frente a alucinaciones y delirios, en general tenian
efecto pobre en la mejora de la percepcion o juicio, o sobre los sintomas negativos de
la esquizofrenia como la planificacion deficiente, la higiene y la voluntad. 2

Por otra parte, los GWAS (estudio de asociacién del genoma completo) son en-
cuestas sistematicas, de todo el genoma, que analizan las relaciones entre la variacion
genética comun vy el riesgo de enfermedad. Y para la esquizofrenia, se han publica-
do varios GWAS (O’Donovan et al., 2008; Stefansson, et al., 2009; Shi, et al. 2009;
International Schizophrenia Consortium, 2009; Ikeda, et al., 2011; Schizophrenia Psy-
chiatric Genome-Wide Association Study Consortium, 2011; Rietschel, et al., 2012;
Irish Schizophrenia Genomics Consortium and Wellcome Trust Case Control Con-
sortium, 2012; Cross-Disorder Group of the Psychiatric Genomics, 2013; Hamshere,
et al. 2013; Lee et al., 2013; Smoller, et al. 2013; Ripke et al., 2013b; Schizophrenia
Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2014).%*

La esquizofrenia continda presentando una serie de desafios para la neurociencia
y psiquiatria, como para los sistemas del cuidado de la salud y para los pacientes
y sus familias, quienes sufren esta terrible e incapacitante enfermedad. Ademas el
mayor desarrollo en los campos de la genética y farmacos, obligan a considerar el
descubrimiento de nuevos farmacos para el tratamiento de la esquizofrenia. 2°

2.1.3. Fisiopatologia

Como ya se menciono, la esquizofrenia posee una marcada heterogenicidad en sus
sintomas, % presentando una psicopatologia que incluye sintomas positivos, sintomas
negativos, sintomas afectivos y disfuncion cognitiva. 2’

Segun el Manual Diagnéstico y Estadistico de Desordenes Mentales (DSM-V) los
sintomas son psicosis, sintomas negativos, desorganizacién, comportamiento motor
anormal y aunque no forman parte del criterio formal de diagnostico para la enfer-
medad, sintomas de estado de animo incluyendo depresion y ansiedad son comunes
en muchos pacientes. 26 Por otro lado, también se suelen presentar perturbaciones en
los sistemas inmune, metabdlico y endocrino. 28

La esquizofrenia estd asociada con una baja expectativa de vida (de 25-30 afios),
debido a la morbilidad médica y el riesgo de suicidio, siendo la mortalidad cardiovas-
cular la principal causa natural.?” Ademas, se ha reportado que pacientes mayores
presentan niveles mas elevados de sintomas negativos, 2 y que el estrés psicosocial
puede desencadenar el inicio de la esquizofrenia y empeorar su curso y desenlace. %’
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Adicionalmente, durante la ultima década, estudios del transcriptoma de tejidos
post-mortem de pacientes con esquizofrenia revelaron que cambios sinapticos, mito-
condriales, inmunologicos, gamma-aminobutirico acidérgicos y oligodendrociticos son
parte del proceso de la enfermedad. ?°

La etiologia de la enfermedad ain permanece en gran medida desconocida,® mas
se han propuesto muchas hipotesis que intentan explicarla. Inicialmente, la dopamina
(DA) y dos de sus receptores especificos recibieron mayor atencién. Luego, el gluta-
mato (GLU) y uno de sus receptores (NMDA) entraron en escena. Posteriormente, se
sospechd de otros sistemas, como los GABAérgico, opioides, colinérgicos (o0 serotoni-
nérgicos), entre otros. Respecto a la hipdtesis de la DA, se propuso que los sintomas
positivos se deben a una hiperactividad en la transmisién de DA, esta hipdtesis se for-
mul6 debido a la eficacia de los farmacos antipsicoticos y su potencial para blogquear
los receptores DA D2, y porque las moléculas potenciadoras de DA son psicotogé-
nicas. Por otra parte, hay mucha evidencia que apoya que la esquizofrenia también
podria estar asociada con un defecto persistente en la transmision glutamatérgica,
involucrando a los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA). Ademas, ahora se sabe
que la dopamina tiene un papel modulador en el desenvolvimiento del glutamato,
por lo tanto, los cambios en la funcion DA pueden a su vez afectar a la actividad de
NMDA,* entrelazando ambas hipotesis.

Ademas, se ha descrito también que el bloqueo de D2 puede ser particularmente
favorable para el tratamiento de los sintomas positivos; el del receptor 5 - metil-HT2
o del receptor NMDA para los sintomas negativos, y el del receptor o 7 nicotinico
para los sintomas cognitivos. 3

Por otra parte, se sabe que anormalidades presentes en el sistema el sistema neu-
rotransmisor GABAérgico (incluyendo cambios en las subclases de las interneuronas
GABAérgicas), estan implicadas en la esquizofrenia .2

Cabe mencionar que, por el grado de complejidad de la enfermedad, existen nu-
merosas otras hipotesis y factores relacionados a la etiologia de esta. Dentro de ellos
egncontramos:

Hipotesis Neuroinflamatoria: Hace cuarenta afos, se sugirié que los procesos
pro-inflamatorios podian jugar un papel clave en la fisiopatologia de la esquizofrenia. 3
En la ultima década, se ha acumulado evidencia que acredita la importancia de la
neuroinflamacién en su fisiopatologia, y se ha investigado como la neuroinflamacién
puede conectarse con las anormalidades del desarrollo neuroldgico en la desconecti-
vidad patoldgica progresiva de la materia blanca en la esquizofrenia.® Ademas, se
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hallaron alteraciones en moléculas pro y anti-inflamatorias en el sistema nervioso cen-
tral vy tejidos periféricos, correlacionandolas con los sintomas de la esquizofrenia. 2
Los mecanismos neuroinflamatorios implicados en la esquizofrenia incluyen fallas glia-
les (pérdida y activacion astroglial, activacion y preparacion microglial) y oxidativas
(especies reactivas de oxigeno y nitrégeno); ademas se piensa que estos mecanismos
resultan de la desregulacion glutamatérgica (hipofuncion) y dopaminérgica (hiperfun-
cion limbica, hipofuncion frontal) por varios supuestos caminos; como el incremento
de la sintesis astroglial del acido quinurénico (un antagonista de receptor NMDA,
del receptor a-7- nicotinico acetilcolina y de S100pB) y la expresion excitatoria sobre-
regulada de transportadores de aminoécidos. 3 Un interés especifico ha surgido en las
microglias, debido a que las microglias desordenadas tienen una supuesta conexion
con la respuesta neuroinflamatoria en la esquizofrenia. Ademas, ellas son el mayor
recurso de citoquinas pro-inflamatorias, como el factor de necrosis tumoral alfa y
la interleucina-6 en el sistema nervioso central. También se sabe que procesos infla-
matorios en la esquizofrenia probablemente juegan un rol en la alta incidencia del
sindrome metabdlico en la esquizofrenia.® Sumandose a esto, anormalidades en la
expresion constitutiva de citoquinas inflamatorias, tales como las interleucinas IL-6,
IL-8 e IL-10, se han encontrado en el suero de pacientes esquizofrénicos.®* Ademas,
algunas caracteristicas clinicas, epidemiolégicas y genéticas pueden ser compartidas
entre la esquizofrenia y algunas enfermedades autoinmunes.?®

Hipotesis de los Neuropilos Reducidos: La hipotesis de neuropilos reducidos
enfatiza que tras presentar esquizofrenia por un tiempo, la cantidad de neuropilos
decrece. La reduccion de neuropilos puede ser el resultado de un recorte sinaptico
excesivo durante el desarrollo y la maduracién, o es posible que el complemento
total de las sinapsis falle en desarrollarse en primera instancia, 0 que se haya dado un
encaminamiento erroneo de axones. Ademas, pacientes con la enfermedad usualmente
presentan cambios sinapticos en direccion de reduccion, particularmente en la sinapsis
glutamatérgica.®

Hipotesis de la Red Neuronal: La hipétesis de la red neuronal propone que
la esquizofrenia resulta de fuertes efectos causados por una integracion neuronal al-
terada. Esta hipotesis predice que los farmacos que restablecen el tono de la red de
interacciones neuronales, son eficaces en el tratamiento de la esquizofrenia. Los tras-
tornos neurodesarrollados asociados con una conectividad anormal, son el resultado
de defectos en la poda sinaptica y migracion de neuronas. Ademas, alteraciones en la
poda sinaptica se deben a alteraciones genéticas heredadas en genes como DISC1 o
dysbindin. 6
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Uso de Cannabis: Hay evidencia que relaciona el uso de cannabis con la es-
quizofrenia, particularmente entre el uso de cannabis y el desarrollo de psicosis en
individuos susceptibles. Gran parte de la literatura sugiere que el uso continuo de can-
nabis durante la esquizofrenia, estd asociado con resultados desfavorables, incluyendo
periodos méas largos de hospitalizacion, altos indices de recaidas y menos adherencia
a la medicacion. Usualmente el hipocampo es estructuralmente anormal en pacien-
tes que padecen esquizofrenia y se ha demostrado que el uso crénico de cannabis
en individuos saludables esta asociado con volimenes mas pequefios de hipocampo,
amigdala y reducciones de tramos de materia blanca en la regién del hipotalamo.Por
otra parte, una serie de estudios proponen que el uso de cannabis puede estar asociado
con un mejor funcionamiento cognitivo y social en la esquizofrenia. *°

Trauma Infantil: El trauma infantil, incluyendo tanto maltrato fisico como psi-
coldgico, el abuso sexual en la infancia, la pérdida o el divorcio de los padres, el abuso
de sustancias en los padres y la pobreza, aparentan ser factores de vulnerabilidad po-
tencial para el desarrollo de la esquizofrenia en la vida posterior. Ademas, el trauma
infantil también parece estar asociado con peores sintomas positivos, la no-remision
de sintomas positivos y la disminucién de la expresion de BDNF (ARNm) dentro
de algunas areas del cerebro, incluyendo el hipocampo (algunos han sugerido que el
déficit en el volumen del hipocampo visto dentro de la esquizofrenia puede deberse a
la disminucion de la expresion de BDNF ).

Diferencias Regionales: Estudios de seguimiento de la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS), describen que pacientes que pertenecen a paises en desarrollo
tienen mas resultados favorables que los de paises desarrollados. Diferencias en el
nivel de industrializacion, urbanizacion, apoyo social, estructura familiar, expresion
de emociones, modelo explicativo de la causa del trastorno, retos sociales, entre otros;
han sido propuestos para explicar la diferencia del resultado. Estas diferencias obser-
vadas pueden ser mejor descritas como diferencias regionales, las cuales comprenden
diferencias raciales (genéticas), ambientales y socioculturales. %

Factores Genéticos: La esquizofrenia es heredable alrededor del 80% , sin em-
bargo, la busqueda de bases genéticas de este trastorno ha sido frustrante, ya que
esta no distingue patologia o criterio de diagnostico, haciendo dificil relacionar cam-
bios genéticos con discretos cambios fisioldgicos o bioquimicos asociados a este. La
esquizofrenia se ajusta al perfil de un trastorno complejo en el cual maltiples ge-
nes interacttan junto con la influencia del medio ambiente para producir una gama
de fenotipos. ¥ Muchos estudios indican que dentro de los factores ambientales que
interactGan con los genéticos, encontramos a factores toxicos, el estrés o infecciones. 3¢
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Alteraciones Congénitas: Algunos autores sugieren que la esquizofrenia puede
ser causada, al menos en un subgrupo de pacientes, por alteraciones congénitas que
tienen lugar durante el desarrollo neuroldgico. Estas alteraciones podrian ser el resul-
tado de posibles factores ambientales, particularmente infecciones que se producen
durante las etapas prenatales y perinatales. Evidencia epidemioldgica muestra que la
exposicion prenatal o perinatal a diferentes agentes infecciosos, incluyendo Toxoplas-
ma gondii, Citomegalovirus, Chlamydia spp., y todos los tipos de virus del herpes
humano o Influenza, se asocia a un riesgo incrementado de esquizofrenia en la adul-
tez. Afadiendo a esto que ciertos genes asociados con la esquizofrenia, incluyendo
aquellos concernientes con la neurofisiologia, estdn intimamente relacionados con los
ciclos de vida de estos patogenos. 3 Hoy en dia se sabe que hay una comunicacion
bidireccional entre el cerebro y el intestino que utiliza rutas neurales, hormonales e
inmunoldgicas y que la disfuncion de la barrera gastrointestinal (Gl), la sensibilidad
a antigenos de alimentos, la inflamacién y el sindrome metabdlico en la esquizofrenia;
pueden ser influenciados por la composicion de la microbiota intestinal. Lo cual se
acredita ya que un subgrupo importante de pacientes se beneficia con el inicio de una
dieta libre de gluten y libre de caseina, y porque antimicrobianos y probidticos tie-
nen potencial terapéutico para reducir de la disfuncion metabélica y la desregulacién
inmune. Ademas, la microbiota modula una serie de neurotrofinas y proteinas tales
como el BDNF, la sinaptofisina y la PSD -95, (todos estos involucrados en el desa-
rrollo del cerebro y la plasticidad). En la corteza y el hipocampo de animales libres
de gérmenes en comparacion con controles, se encontré una disminucion en el BDNF,
que esta asociado con la neurogénesis, la plasticidad cerebral, y la expresion de la sub-
unidad 2A del receptor NMDA (implicado en el control de la plasticidad sinéptica en
la funcion de la memoria). * Ademas, diversos eventos adversos gestacionales como
la hipoxia fetal, complicaciones obstétricas, infecciones maternas-funcion inmune y
estrés materno, han sido asociados con la esquizofrenia, impidiendo la busqueda de
una etiologia coman.

2.2. Hipotesis Glutamatérgica

La neurotransmisiéon glutamatérgica juega un importante rol en la fisiopatologia
de la esquizofrenia. El glutamato es el aminoacido neurotransmisor mas abundante en
el cerebro de los mamiferos, este presenta dos tipos de receptores; metabotrépicos e
ionotropicos. La concentracion extracelular de glutamato necesita ser delicadamente
regulada para asegurar la neurotransmision apropiada, puesto que cualquier fluctua-
cion en las concentraciones extracelulares de glutamato puede conducir a una alterada
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actividad de los receptores metabotrépicos e ionotropicos de glutamato, ocasionando
asi subsecuentes cambios en la activacion neuronal y manifestaciones conductuales. 3
Elevaciones en metabolitos glutamatérgicos pueden representar un marcador biolo-
gico de riesgo para esquizofrenia, puesto que se han encontrado niveles elevados de
glutamato en la precomisura dorsal del nucleo caudado de una poblacion de pacientes
con el primer episodio de psicosis y estos niveles también son similarmente elevados
en una muestra de pacientes considerados de riesgo ultra elevado para esquizofrenia.
Asimismo, en un estudio se mostraron metabolitos glutamatérgicos incrementados en
el talamo y nicleo caudado de individuos con alto riesgo familiar de esquizofrenia. *°

La hipotesis glutamatérgica provee una alternativa o teoria complementaria a la
hipdtesis dopaminérgica en la fisiopatologia de la esquizofrenia. Esta hipotesis, prin-
cipalmente se enfoca en disturbios de las vias glutamatérgicas y en la discapacidad en
la sefalizacion de receptores de glutamato, como NMDARs vy receptores metabotroé-
picos de glutamato (mGIuRs). # Observaciones clinicas proponen que, la esquizofrenia
es una consecuencia de la deficiente neurotransmision excitatoria mediada por el glu-
tamato a través de receptores NMDA. 4

Originalmente la hipotesis glutamatérgica se baso en que el abuso de fenilciclidina
(PCP)*, un antagonista no competitivo del receptor NMDA#*?, producia sintomas
similares a los observados en la esquizofrenia; tales como bloqueo emocional, alteracio-
nes en la memoria de trabajo y alucinaciones auditivas. * Estudios de 1960 muestran
que la PCP y también la Ketamina, otro agente que bloquea al receptor NMDA, pro-
ducen los que serian considerados como sintomas positivos, negativos y cognitivos.
Lo que conllevd a sustentar la hipofuncion de los receptores NMDA. 4

Otros estudios muestran que el aumento de PCP, aumenta los niveles de glutamato
en la corteza prefrontal, ** induce sintomas similares a los de la esquizofrenia en indi-
viduos sanos y exacerba sintomas en pacientes que la padecen. *? Por otra parte, bajas
dosis de ketamina que no causan delirio o demencia en individuos sanos, producen un
amplio rango de sintomas de esquizofrenia en estos, mientras que en aquellas personas
con esquizofrenia estabilizada producen una sensibilidad incrementada a esta. 43

Se sabe que sintomas de la esquizofrenia usualmente emergen durante la adoles-
cencia o adultez temprana,*? y que interacciones dopamina-glutamato en la corteza
prefrontal maduran luego de la pubertad.*! Asi también en estudios en animales
se encontré que los diferentes estados de regulacion de los sistemas glutamatérgi-
cos/dopaminérgicos son importantes en el desarrollo neuronal temprano y la plastici-
dad sinaptica durante la adolescencia y la adultez temprana. Por otra parte, actividad
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dopaminérgica excesiva pueden potenciar la liberacion de glutamato, lo que a su vez
puede causar excitotocicidad celular o dafio dendritico con consecuencias cruciales en
el cerebro adolescente o adulto-joven. ** Lo que nos conlleva a recordar que existen
mesetas de despolarizacion glutamatérgica inducidas por la co-activacion del receptor
NMDA, el cual es regulado por D1 y esta funcion potenciada del receptor NMDA
(glutamatérgico) dependiente de D1 (receptor dopaminérgico) en la corteza prefrontal
puede ser sélo observada en animales en la etapa de post-pubertad pero no en anima-
les en la etapa de pre-pubertad.*! Confirmando asi la relacién entre la esquizofrenia,
la hipdtesis glutamatérgica y la dopaminérgica.

En adicion, neuronas glutamatérgicas corticofugales controlan neuronas monomi-
nergicas y proveen activacion directa de neuronas dopaminérgicas, noradrenérgicas y
serotonérgicas. Asimismo, ellas inhiben a neuronas monoaminérgicas via activacion de
interneuronas intermediarias GABAérgicas habilitando altamente la regulacion sen-
sitiva de monoaminas. ** Y se evidencié también que sustancias anti-DA (dopamina)
y potenciadores de la funcion del receptor NMDA disminuian sintomas cognitivos,
emocionales y psicoticos. ** Sin embargo, dosis psicotomiméticas de antagonistas de
NMDA pueden favorecer el balance de la excitacion sobre la inhibicion, por el blogueo
de entradas excitatorias dependientes de NMDA, hacia interneuronas GABAérgicas. 4

Por otro lado un reciente GWAS de esquizofrenia ha revelado mas 100 genes de
riesgo de efecto modesto, muchos de los cuales codifican proteinas envueltas en la
trasmision glutamatérgica, particularmente relacionadas al receptor NMDA. 4

2.2.1. Glutamato

La neurotransmision glutamatérgica media celularmente la plasticidad sinéptica, y
de procesos de memoria y aprendizaje. *° El glutamato, el principal neurotransmisor
excitatorio en el sistema nervioso central de mamiferos, es el mayor modulador de la
neuroplasticidad, y participa en la transmision sindptica normal, potenciacion a largo
plazo, depresion a largo plazo, maduracion neuronal, y sinaptogénesis. *° El glutama-
to media aproximadamente el 70% de la transmision sindptica dentro del sistema
nervioso central. ° Ademas, es el neurotransmisor excitatorio de células piramidales
y estd presente en cerca del 40% de la sinapsis cerebral, jugando un rol crucial en
proyecciones corticales a diversas regiones subcorticales (hipocampo, amigdala, gan-
glio basal), y en proyecciones inter-corticales (entre el talamo, medial prefrontal vy
cortices anterior cingular). 4
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El glutamato es sintetizado en axones terminales de neuronas glutamatérgicas, a
partir de a- ketoglutarato o glutamina (GlIn), existiendo un balance dinamico entre
el glutamato y la glutamina para mantener niveles apropiados de glutamato.** Por
otra parte, el glutamato ha sido indicado como el factor primario responsable de la
excito-toxicidad, un proceso donde se libera excesivo glutamato, que estd relacionado
con desordenes neuroldgicos como la esquizofrenia. 4°

La funcion de sefializacion de glutamato se da por la union y activacion a recep-
tores especificos, ya sean ionotropicos, los cuales son canales idnicos que dejan fluir
cationes, 0 receptores metabotrépicos, los cuales indirectamente activan o inhiben la
sefializacion de segundos mensajeros a través de su interaccion con proteinas G.*°
El glutamato actia a través de tres tipos de receptores glutamatérgicos ionotropicos
(iGlu), que son NMDA, AMPA vy kainato, y ocho receptores glutamatérgicos meta-
botrépicos (mGlu), los cuales estan localizados en casi todas las areas del cerebro. *

2.2.2. Receptores Glutamatérgicos

Los receptores de glutamato son ensambles multiméricos de subunidades indivi-
duales y la composicion combinatoria de estas subunidades define las propiedades
funcionales del receptor. °© Como ya se menciond, el glutamato actlia en varios ti-
pos de receptores ionotropicos y metabotropicos; ademéas los receptores nicotinicos
acetilcolina (NAChRs) también estan relacionados con este.

Los receptores ionotropicos de glutamato (iGIuRs): Son canales ionicos,
responsables de la neurotransmision sinaptica rapida. #° Estos estan divididos en tres
clases: NMDA, AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol acido propionico) y kai-
nato. Y estan compuestos de cuatro subunidades; las propiedades de sus canales estan
determinadas por la composicidn y expresion de estas subunidades, dandoles diver-
sas propiedades de respuesta. En el cerebro de mamiferos, cerca del 70 % de sinapsis
contiene receptores NMDA y AMPA. %°

Los receptores glutamatérgicos metabotrépicos (mGIuRs): Son un subti-
po de receptores de glutamato“® de la familia de los receptores acoplados a la proteina
G,* que actGian primariamente a través de la activacion de proteinas G intracelulares
y rutas de transduccion de sefiales downstream. Ocho receptores mGlu han sido iden-
tificados y se subdividen en tres grupos basados en la secuencia de sus proteinas, la
farmacologia y el mecanismo de cascada de sefiales.*® Estos receptores metabotropi-
cos estdn compuestos de 872-912 aminoacidos, nimero de aminoacidos que excede al
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de otros receptores metabotropicos, los cuales no contienen méas de 590 aminoacidos.
Los receptores mGlu consisten en 7 segmentos hidrofobicos cercanamente localizados
y separados por tres lazos extracelulares vy tres lazos intracelulares.*

Receptores nicotinicos acetilcolina (NAChRs): Son expresados por todo
el cerebro, formando canales ionicos entrada-ligando, y estan compuestos de cinco
subunidades con varias combinaciones de estas, que determinan las propiedades, far-
macologia y funcion del receptor maduro. *° El a 7 nAChRs se encuentra prominen-
temente en el hipocampo, este ha sido asociado a déficits cognitivos, una variedad de
enfermedades y desérdenes neuroldgicos como la esquizofrenia. Este es un importante
componente de la via colinérgica anti-inflamatoria que inhibe actividades citoquini-
cas,® y su activacion modula la transmision sinaptica glutamatérgica con nicotina o
agonistas selectivos para este en el hipocampo. 46

2.2.3. Receptor NMDA

Los receptores NMDA son mediadores postsinapticos criticos de la plasticidad
sinaptica dependientes de actividad ,* y estan localizados por todo el cerebro.*
Principalmente son expresados en neuronas, pero también pueden ser expresados en
astrocitos. 42

Un receptor NMDA es un receptor heterotretamérico de canal i6nico, que puede es-
tar compuesto por dos subunidades GIuN1 y dos subunidades GIuN2.*® Estas subuni-
dades reciben distintos nombres, pudiendo llamarse también NR o GRIN. Ademas han
sido caracterizadas tres familias de subunidades del receptor NMDA, las cuales son
GRIN1 (NR1), GRIN2A-D (NR2A-D) y GRIN3A-B (NR3A-B). “° Obligatoriamente
el receptor NMDA tiene a NR1 y facultativamente a NR2A-D y/o NR3A-B,“® es de-
cir, al menos una subunidad NR1 junto a una combinacion diferente de subunidades
NR2 y/o NR3. Por otra parte, la complejidad del receptor NMDA es potenciada por
modificaciones post-traduccionales, como fosforilacion, glicosilacion y ubiquitinacién,
afectando la localizacion celular y la funcion del receptor. 42

El receptor NMDA, tiene un sitio modulado por glicina (GMS) que regula su ac-
tividad. ¥ Asimismo, estudios recientes han indicado que el receptor NMDA posee
un sitio de union D-serina/glicina, el cual junto a sus enzimas moduladoras, pue-
den estar implicados en la disfuncion glutamatérgica.*?> Ademas del sitio de union
d-serina/glicina, los receptores NMDA contienen varios sitios reguladores sensibles a
poliaminas, Zn*2, protones, y glutation. Es asi que las numerosas influencias que con-
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vergen en el receptor NMDA resaltan la importancia de estos receptores en diversas
funciones del cerebro. 42

La glicina, coagonista natural del receptor NMDA,*" es un aminoacido abundante
encontrado por todo el cerebro, y sus concentraciones sinapticas son estrictamente
reguladas por transportadores de glicina.*? Los transportadores de glicina dependien-
tes de sodio (GlyT), presentan dos tipos, GlyT1 y GlyT2, estos son considerados los
reguladores primarios de niveles de glicina intra-celular y extra-celular. *® En la sinap-
sis por receptores NMDA, concentraciones de glicina extracelular son primariamente
derivadas de células astrogliales y la remocion es mediada por el transportador de gli-
cina 1 (GlyT-1). #2 El GlyT1 es ampliamente expresado en células gliales, asi como en
neuronas de la sinapsis glutamatérgica y se piensa que regula la actividad del receptor
NMDA afectando la viabilidad de sus coagonistas. Asimismo se sabe que aunque la
concentracion de glicina es alta en el fluido cerebro-espinal, el GMS del NMDA no
es saturado in vivo; y que niveles de glicina local son regulados funcionalmente en la
sinapsis. 4

El receptor NMDA posee un sitio de reconocimiento de glutamato en la subunidad
NR2 (GIuN2) y un sitio modulador de glicina o d-serina en la subunidad NR1(GIuN1).
El sitio de d-serina/glicina en el receptor NMDA debe ser ocupado por el glutamato
para activar al receptor. Una vez activado, el canal del receptor NMDA permite la
entrada de calcio, la cual estimula cascadas de sefalizacion intracelular que subse-
cuentemente pueden afectar la plasticidad sinaptica y la transcripcién de genes. Lo
unico que provoca la activacion del receptor NMDA ademas de la union de su ago-
nista glutamato a su subunidad GIuN2 y la union de glicina o d-serina al GMS en la
subunidad GIuN1, es que la neurona también debe estar despolarizada contempora-
neamente, lo que desblogquea el M g*? bloqueador del canal. *3.

Cuando el potencial de membrana esta en reposo, el poro del canal del recep-
tor NMDA es bloqueado por magnesio, y este blogqueo puede ser removido por
el proceso de despolarizacion de la membrana mediado por el receptor a-amino-
3-hidroxil-5-metil-4-isoxazol-propionato (AMPA). En adicion, agonistas a los sitios
d-serina/glicina, tienen un rol en la neuromodulacion, para habilitar la activacion del
receptor NMDA, uniéndose al sitio alostérico d-serina/glicina, influencian al receptor
NMDA para potenciar la afinidad y eficacia de glutamato, entre otros.*> Como se
muestra en la figura 2.1, tomada de Cioffi*.
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Figura 2.1: Activacion del receptor NMDA. Para la activacion del receptor
NMDA es necesario que el glutamato se una a la subunidad GIuN2 y que la
glicina o d-serina a la subunidad GIuN1, ademas es necesario la despolarizacion
contemporanea, para desbloquear el Mg*?, y asi permitir la entrada de Ca*2.

Como ya se menciono, el receptor NMDA es altamente permeable al Ca*?, lo que
dentro de la neurona desencadena una cascada de eventos intracelulares,*® asociados a
la transmision neuronal, *° que agudizan la plasticidad sinaptica funcional y cambios
en la expresion de genes que influencian la plasticidad estructural neural de largo
plazo.®® La entrada de calcio a través del receptor NMDA es uno de los mayores
mecanismos que contribuyen a la potenciacion a largo plazo (LTP) y a la depresion
a largo plazo (LTD) de la sinapsis. %°

Por otra parte, el modelo genético inspirado en la disfunciéon hipotética del re-
ceptor NMDA en esquizofrenia, esta basado en la disminucion de la expresion de la
subunidad NR1 o de otras subunidades. Mohn y colegas mostraron que la insercion
de un gen de resistencia a la neomicina en el intrén 20 del locus NR1 reduce la ex-
presion de la subunidad NR1 al 90% en homogeneizados de la corteza cerebral de
ratones y ratones con una completa delecién del gen de la subunidad NR1, murieron
inmediatamente después de nacer. *® Ademas, en un GWAS de esquizofrenia se iden-
tificaron los siguientes genes implicados en la transmisién glutamatérgica: GRIN2A
(subunidad 2A del receptor NMDA), SRR (serina racemasa), GRM3 (receptor me-
tabotrépico glutamato 3) y el GR1A1 (receptor de glutamato 1).** Adicionalmente,
el receptor NMDA esta interconectado con varias proteinas intracelulares como ErbB
y disbidina-1 (dysbidin-1); y estudios han implicado genes de estas proteinas aso-
ciadas con un riesgo incrementado de esquizofrenia. Actualmente, el estudio del rol
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del receptor NMDA en la esquizofrenia estd evaluando cambios en la transcripcion y
expresion de proteinas de sus subunidades y de otras proteinas asociadas en pacientes
post-mortem que presentaron esquizofrenia. 48

2.3.  Acido Quinurénico (KYNA)

KYNA es un antagonista natural de receptores de glutamato en el cerebro, * ade-
mas, incrementos modestamente relativos de KYNA en el cerebro modulan nega-
tivamente la liberacion de varios neurotransmisores criticos en el proceso cognitivo
efectivo, incluyendo a acetilcolina (ACh), glutamato, dopamina y GABA.%! Por otro
lado, se sabe que KYNA puede tener un nuevo rol definido en la patogénesis de
desordenes conductuales y neurolégicos asociados a la inflamacion.

El acido quinurénico (KYNA) es un producto sintetizado y liberado en el cerebro
por astrocitos, * es derivado de la via de quinurenina (KP), del metabolismo de trip-
tofano. ®* Su sintesis y liberacion estd influenciada por un amplio rango de factores,
como K™, niveles de agonistas de receptores de glutamato y concentraciones de
glucosa.®® KYNA también es considerado como un potente antioxidante endogeno, ®
debido a su habilidad para barrer radicales libres como hidroxilos, aniones superoxi-
do®® y peroxinitrito.® Este es un compuesto polar que pasa pobremente a través de
la barrera sangre-cerebro bajo condiciones normales, ** y el cual, se ha encontrado en
el cerebro humano a concentraciones entre 0,2 y 1,5 uM.® Asi mismo, se han repor-
tado concentraciones elevadas de este en regiones discretas del cerebro y en el fluido
cerebro-espinal de pacientes con esquizofrenia. °°

Este metabolito de tript6fano es el Unico antagonista natural conocido de recep-
tores de glutamato en el cerebro humano, >* principalmente con acciones hacia recep-
tores NMDA y nicotinicos. ® KYNA comparte con el PCP vy la ketamina importantes
caracteristicas; es asi que concentraciones elevadas del compuesto pueden inducir
acciones psicotomiméticas en hombres. Ademas se descubrié que concentraciones ce-
rebrales enddgenas incrementadas de KYNA, estan asociados con una activacion de
neuronas midbrain DA, en similitud a los efectos observados después de la adminis-
tracion sistematica de drogas psicotomiméticas como PCP y MK-801.%°

Con respecto a sus propiedades antagonistas, KYNA ha sido identificado como
un potente antagonista de los receptores NMDA y o 7 nACh, % funcionando como
un modulador alostérico negativo ® del receptor a 7 nACh a niveles fisiolégicos, y a
altas concentraciones inhibiendo al receptor NMDA.%! Se sabe también que es un
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antagonista competitivo del GMS del receptor NMDA y antagonista no competitivo
del a 7 nAChRS. ® Ademas, KYNA es el (nico antagonista enddgeno al sitio d-
serina/glicina del receptor NMDA.** Especificamente es un antagonista al sitio de
reconocimiento de glicina y al sitio co-agonista del complejo del receptor NMDA. Altas
concentraciones de KYNA tienen la capacidad de antagonizar al receptor en el sitio de
union, ° o sitio de reconocimiento de glutamato,® asi KYNA tiene el potencial para
interferir con la sefializacion glutamatérgica.® Y a altas concentraciones micromolares
también bloquea a AMPA 'y receptores de kainato. >

Las acciones de KYNA sobre el receptor a 7 nicotinico y el sitio de union de
glicina del receptor NMDA ocurren a concentraciones relevantes mas fisioldgicas,
mientras que su antagonismo hacia el receptor AMPA o al sitio de unién del recep-
tor NMDA ocurre a concentraciones mas elevadas, ° reduciendo asi la sefializacion
acetilcolinérgica, dopaminérgica y glutamatérgica.®® A bajas concentraciones, este
actila especificamente en el sitio del co-agonista de glicina del receptor NMDA.>* Asi
mismo, acumulacién anormal de KYNA en el sistema nervioso central mas alla de ni-
veles fisiologicos normales puede inducir la hipofuncion glutamatérgica, perturbando
potencialmente la funcion cognitiva. °

Mas cabe resaltar que KYNA es un agente antiexitotoxico enddgeno en la mo-
dulacién de la neurotransmision glutamatérgica, en vias que pueden impactar en la
neuroproteccion. ® Por otra parte, este metabolito neuroprotector del KP puede servir
para contraatacar la toxicidad relacionada al acido quindlico (QUIN). > QUIN es un
metabolito neurotoxico de la KP que activa selectivamente a receptores NMDA, >
incrementa la actividad neuronal, y eleva las concentraciones intercelulares de cal-
cio, por otra parte causa dafio neuronal, actuando como un agonista del receptor
NMDA, mas este efecto es mayormente mediado a través de la actividad inhibitoria
hacia los receptores NMDA.® Inicialmente QUIN fue identificado como una potencial
neurotoxina cuando al brindarles una inyeccion intracerebro ventricular a ratones,
estos presentaron fuertes convulsiones.>® Hay evidencia acumulada que QUIN esta
involucrado en la neurotoxicidad asociada con varias enfermedades cerebrales infla-
matorias. También fue reportado que QUIN excita neuronas en la corteza cerebral
de ratas anestesiadas, un efecto que fue prevenido por el antagonismo selectivo ha-
cia receptores NMDA © Consecuentemente, el promedio de &acido quinolinico frente a
KYNA es usado como un indicador para la activacion relacionada al receptor NMDA
y la neurotoxicidad.®

Esa asi que los receptores NMDA que estan implicados en modular la migracién
neuronal, la formacion de sinapsis, el crecimiento de neuritas y la formacién de espinas
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y otros factores que contribuyen a la plasticidad neuronal, pueden ser activados o
inhibidos por metabolitos de la KP (QUIN y KYNA respectivamente).

KYNA esta presente en altas concentraciones nanomolares en el cerebro humano, 4
y es producido a partir de quinurenina (KYN), mediante las enzimas quinureninas
aminotransferasas (KATs), ® cuatro isoenzimas KAT (KAT I, IlI, lII, V) estan in-
volucradas en la sintesis de KYNA en el sistema nervioso central de mamiferos,
catalizando la transaminacion irreversible de KYN a KYNA.* Dentro del cerebro,
KAT 11 es el mayor responsable de la produccion de KYNA, siendo el recurso pri-
mario de la produccion de KYNA en el cerebro, debido a la poquisima habilidad de
KYNA para cruzar la barrera hematoencefalica (BBB).°

KYN es un metabolito central de la KP, sintetizado en un punto clave de es-
ta. © En mamiferos, la KP es iniciada por la escision oxidativa del anillo-indol del
L-triptéfano (L-TRP), por las enzimas IDO1 y IDO2 o TDO2 para producir N-
forlilquinurenina. Esto es seguido por la sintesis de la primera molécula estable de la
via, L-KYN. El metabolismo subsecuente de L-KYN ocurre mediante uno de estos
tres mecanismos: 1) la desaminacion de L-KYN por la familia de enzimas quinure-
nina aminotrasnferasa (KAT) resulta en la produccién de KYNA, 2) la degradacion
de L-KYN por quinureninasa (KYNU) resulta en la produccion de acido antranili-
co (AA), o 3) la hidroxilacion de L-KYN por quinurenina monooxigenasa (KMO)
produce &cido 3-hidroxiantranilico (3-HK). 3-HK es subsecuentemente convertido en
3-HANA por quinureniasa (KYNU) y luego oxidado por 3-HAO en ACMS. Bajo con-
centraciones fisiologicas, este intermediario espontdneamente se reensambla hacia la
forma de QUIN, la cual es subsecuentemente transaminado por QPRT para generar
acido nicotinico y ultimamente N AD™®3, como se muestra en la figura 2.2, tomada
de Fujigaki ©.
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Figura 2.2: La via de la Quinurenina. A) Un ligando enddgeno del receptor
hidrocarburo arilo. Acumulado en muchas enfermedades neurolégicas. B) Un
metabolito téxico capaz de inducir dafio oxidativo y muerte celular. C) Un me-
tabolito neurotoxico capaz de activar a receptores NMDA. D) Un antagonista
de amplio espectro del glutamato, NMDA, AMPA y receptores o 7 nAChRs.

Ademés, ha sido reportado que KYN por si solo tiene roles fisiologicos en el sistema
nervioso central; incluyendo propiedades pro y anti-inflamatorias. Ademéas de sus
propiedades neuroactivas, un incremento de la concentracion de KYN en la sangre
y en el sistema nervioso central refleja un incremento del metabolismo de tript6fano
(TRP) a lo largo de la KP; ademas, KYN ha sido utilizado como un biomarcador de
varias enfermedades neuronales. ®

Las elevaciones en KYN y KYNA observadas en la esquizofrenia pueden resultar
de alteraciones en la actividad de la degradacién de KYN por la enzima KMO. Una
reduccion en KMO puede resultar en un incremento de la produccion de KYN y
potenciar el metabolismo hacia la formacion de KYNA.%®

La produccion de KYNA puede tener un rol neuroprotector.® KYNA es capaz
de contraatacar la neurotoxicidad expresada por QUIN, 3-HK y 3-HANA. Durante
condiciones fisioldgicas normales, el flujo relativo a través de dos brazos del metabo-
lismo de L-KYN debe estar estrictamente regulado para garantizar el promedio de
los metabolitos, manteniendo un nivel 6ptimo para prevenir la toxicidad celular. >3

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

i 3
TESIS UCSM ~-  DE SANTA MARIA

Ademas, hallazgos confirman la participacion de KYNA en el desarrollo de la
esquizofrenia. Estudios in vivo han mostrado que niveles incrementados de KYNA
reducen significativamente la funcion del glutamato en varias regiones cerebrales,
incluyendo el hipocampo. Por otra parte, un reporte reciente ha revelado que la
actividad sindptica GABAérgica en neuronas piramidales CAl esta mantenida en
parte por la actividad del receptor a 7 nACh y es suprimida por la actuacion de
KYNA.%® Y en modelos animales, se ha reportado que niveles incrementados de
KYNA producen efectos relacionados a los de la esquizofrenia, incluyendo déficits
en la memoria espacial y la de trabajo, y en la reduccion de la neurotransmision
dopaminérgica y glutamatérgica.® Por otra parte, otro estudio muestra que niveles
cerebrales de KYNA son los mayores durante los dias finales de gestacion y disminuyen
draméaticamente inmediatamente después del nacimiento. >

Concluyendo, concentraciones incrementadas de KYNA estdn relacionadas con
deficiencias cognitivas en pacientes con esquizofrenia, avalando asi la nocion de que
apuntar hacia la formacién de KYNA puede presentar beneficios clinicos.>®

2.4.  Quinurenina Aminotransferasa | (KAT 1)

2.4.1. Quinurenina Aminotransferasa (KAT)

La quinurenina aminotranferasa (KAT), es la enzima responsable de la formacion
de KYNA. Las quinureninas aminotransferasas (KATs) humanas son miembros de la
familia de las aminotransferasas,® estas proteinas homodiméricas catalizan la tran-
saminacion de KYN en KYNA, utilizando a piridoxal 5-fosfato (PLP) como cofactor, y
pueden usar diferentes a-ketodcidos como aceptores del grupo amino. Cuatro di-
ferentes KAT ortdlogos (KAT I-1V) son expresados en el cerebro de mamiferos y su
importancia relativa parece variar de acuerdo a la especie, tejido y etapa de desarro-
llo.”

El cerebro de mamiferos expresa cuatro isoformas, KAT | (glutamina transaminasa
K, GTK, EC 2.6.1.64), KAT Il (2-aminoadipato aminotransferasa, ADA, EC 2.6.1.7),
KAT 111 (conjugado de cisteina B-liasa 2, CCBL2; EC4.4.1.13) y KAT IV (aspartato
aminotransferasa mitocondrial, ASAT, EC 2.6.1.1).°® Siendo KAT | y KAT Il las
mas estudiadas.®’

Un estudio previo determind las contribuciones relativas de KAT I, Il y IV a la
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actividad total de KAT y encontr6 que el cerebro de ratas y humanos contiene la
mayor proporcion de KAT Il (aproximadamente 60%, con aproximadamente 10 y
30% de KAT 1y IV respectivamente), lo que sugiere un papel critico de KAT Il en
la sintesis de KYNA en los cerebros de rata y humano. La contribucion de KAT IlI
a la sintesis de KYNA en el cerebro quedé por determinar.®

Ademés otro estudio revel6 que la expresion compensatoria de sobrerregulacion de
KAT-I y KAT-IIIl ocurre en ratones transgénicos kat2 -/-, demostrando la importancia
de estos dos homdlogos.’

KAT ha sido localizada inmunoquimicamente en astrocitos en una inclusion cerca-
na a la sinapsis glutamatérgica.®® Ademas se sabe que los astrocitos, no las neuronas,
son el sitio donde la mayor parte del KAT se encuentra en el cerebro in situ.®© KAT
preferentemente se localiza en las células gliales, pero también estd presente en pocas
neuronas en el hipocampo y en el estriado, como también en la mayoria de neuro-
nas en la médula y columna vertebral. ° Por otra parte, KATs se encontraron en las
retinas de aves, roedores y humanos, especificamente en los extremos de las células
Muller (KAT 1) y en las células ganglionares de la retina (KAT I1). %2

La homeostasis de KYNA en el cerebro de mamifero se atribuye principalmente a
la accion de KAT 1y 11.5 KAT tienen una amplia especificidad de sustrato para ami-
noacidos y varios aminoacidos inhiben competitivamente KATs para la produccion de
KYNA. La captacion cerebral de KYN, el precursor inmediato de KYNA, se da a tra-
vés de grandes transportadores de aminoécidos neutros (LAT). Y resultados sugieren
que cinco aminoacidos que funcionan como sustratos LAT (leucina, isoleucina, metio-
nina, fenilalanina vy tirosina) inhiben la formacion de KYNA a través del bloqueo del
transporte de KYN. Por otro lado también se sabe que otros aminoécidos (leucina,
isoleucina, fenilalanina, metionina, tirosina, alanina, cisteina, glutamina, glutamato
y aspartato) inhiben la formacion de KYNA a través del bloqueo de la reaccion de
sintesis de KYNA en el cerebro. 8

2.4.2. Quinurenina Aminotransferasa | (KAT 1)

La sintesis cerebral de KYNA a partir de su bioprecursor KYN es catalizada princi-
palmente por las quinureninas aminotransferasas (KAT |y KAT 1) preferentemente
dentro de astrocitos. ®* KAT 1 (idéntica a la glutamina transaminasa K, EC 2.6.1.64)
junto a KAT 11 (idéntica a a-aminoadipato aminotransferasa, EC 2.6.1.7) son las dos
quinureninas aminotransferasas que han sido ampliamente estudiadas en el cerebro
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de humanos y roedores. %3

KAT | fue inicialmente identificada como glutamina transaminasa K (GTK) vy
luego se identifico que era idéntica a la cisteina-s-conjugada-p-liasa (CCBL1). KAT I
exhibe su mayor actividad a pH 9,5 y el buffer Tris interfiere con su actividad.
Ademas KAT | presenta la habilidad de transaminar L-fenilalanina (L-Phe) a fenil-
piruvato, que absorbe luz (322nm, & =2,4x10000 en 3M NaOH). Su cofactor es PLP
y el Na piruvato, es un oxoacido requerido para la regeneracion de este (PLP).%" Se
sabe también que KAT-I prefiere a piruvato como un co-sustrato, y esta es inhibida
por glutamina. %

KAT | desempefia un papel en la regulacion de la muerte celular programada.
Siendo concebible que KAT y KYNA puede controlar la apoptosis en la retina du-
rante el desarrollo temprano. Un estudio sugiere que la actividad enziméatica de KAT
| es alta en estadios embrionarios tardios, y que puede desempefiar un papel neuro-
modulador en la retina de pollo durante la fase tardia de la embriogénesis. %> Ademas,
un estudio reciente también mostré cambios ontogénicos de la actividad enzimatica
KAT | en la retina de pollo. Los resultados de ambos estudios sugirieron un papel
neuromodulador de KYNA en la ontogenia retiniana. %

Por otra parte, se sabe que células microgliales, astrocitos, perikarya de células
nerviosas, neuronas dopaminérgicas del SNPC ©®' y extremos de las células Muller
expresan a KAT-I. %2 Ademas se sabe también que KAT | esta presente en células
astrogliales bajo condiciones normales, % en neuronas corticales cerebrales, ® en la
retina, %2 entre otros.

2.4.3. Formacion de KYNA mediada por KAT

KAT es una enzima piridoxal que contiene dos enlaces covalentes (enlaces de base
de Schiff).® El PLP, estd unido covalentemente a un residuo de lisina en KAT, y este
acepta a un grupo amino de KYN que da como resultado la formacion de fosfato
de piridoxamina (PMP). Posteriormente, el PMP dona un grupo amino al acido o-
cetoglutarico, permitiendo asi la conversion catalitica de KYN a KYNA.®°
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Figura 2.3: Formacion de KYNA, mediada por KAT. % a) Complejo Michaelis
L-KYN/PLP. b) Aldimina Externa. ¢) Ketamina. d) Complejo Michaelis Ketoa-
cido/PMP. e) Ketoacido Intermediario. f) Ketoacido Intermediario. g) KYNA.

Por otra parte, se conoce acerca del fenomeno de la reaccion de transaminacion
no-enzimatica en presencia de PLP y oxoacidos, en el cual se observd un paso de
formacion de KYNA dependiente de la concentracion de PLP a pH 7,5; pH al cual
las KAT’s estdn en muestras bioldgicas.®’

Los estudios cristalograficos de las KATs de diferentes organismos, incluyendo
humanos, han revelado rasgos estructurales distintivos de las quinureninas amino-
transferasas de tipo | y tipo Il. Una diferencia sorprendente se refiere al intercambio
de dominio de las regiones N-terminales, que desempefian roles funcionales clave
equivalentes tanto en una estructura no intercambiada como en una estructura in-
tercambiada en isoenzimas tipo 1y tipo Il. Los diferentes cambios conformacionales
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durante la catalisis crean sitios activos divergentes en las dos isozimas y afectan la
especificidad del sustrato.®

KAT | muestra especificidad al sustrato suelto, y a su vez cuenta con la inhibi-
cion de KAT | por la transaminaciéon de KYN fisiologicamente abundante y por la
competencia de aminoacidos. 3

Una notable diferencia estructural entre KAT |y KAT Il consiste en el intercambio
de la region N-terminal cataliticamente esencial, que se observa solamente en KAT
II. Por el contrario, la regién N-terminal de los ortdlogos KAT | participa en la
construccion del pequeiio dominio y la estructuracién del sitio activo de la misma
subunidad, es decir, no muestra el intercambio observado en KAT II. ©

En las aminotransferasas, la region N-terminal es un componente estructural clave,
que esta involucrado en el montaje adecuado de las enzimas y destino subcelular *' 'y
también desempefia un papel en la catalisis mediante la participacion en el sustrato
vinculante y la estructuracion del sitio activo. Varios elementos de evidencia destacan
la relevancia estructural y funcional de la regién N-terminal en KATs. Por ejemplo,
Unica mutacién conocida naturalmente de la KAT | en la rata (Glu64 Gly64) da
como resultado una sintesis de KYNA dramaticamente alterada y en un fenotipo
espontaneo hipertensivo asociado. Esta mutacion en KAT | humana afecta a un
residuo que desempefia un papel clave en el cambio conformacional cataliticamente
esencial que implica la region N-terminal. 3

Se observa un alto grado de conservacion de la secuencia (aproximadamente 40 %
de identidad de secuencia) entre los diferentes ortélogos de KAT I, mientras que existe
una divergencia significativa de secuencia entre KAT |y Il (las enzimas humanas, por
ejemplo, comparten solamente el 18 % de identidad de secuencia). Una comparacion
estructural profunda revela caracteristicas unicas y distintivas para cada isoenzima, es
asi que los respectivos sitios activos se conforman de una manera significativamente
diferente. Pero se observé una conservacion estricta de un subconjunto minimo de
residuos requerido para una union éptima de PLP: (i) la lisina catalitica (ii) el residuo
de aspartato que esta implicado criticamente en el mantenimiento de la eficiencia
del cofactor electron-sumidero, (iii) el residuo de tirosina implicado en el enlace de
hidrégeno de PLP-fenolato y (iv) Un residuo aromatico p apilado sobre el anillo
cofactor desde su lado expuesto al disolvente. 53

Ademas, las dos isoenzimas comparten una copa de union de PLP-fosfato estruc-
turalmente altamente conservada. Y solo se producen cambios conformacionales limi-
tados durante la catélisis en KAT | humano, que se caracteriza por un sitio activo en
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gran parte preformado que permite el reconocimiento de un conjunto mas amplio de
aminodcidos. ® Por otra parte, el bolsillo hidrofébico estd definido por varios residuos
incluyendo Tyr63, His279, Phe278, Tyr101 y Phe125."

Y el grupo carboxi en el resto de acilalanina de KYN es necesaria para la activi-
dad catalitica, y el orto amino en el anillo aroméatico también es obligatorio para la
actividad. *°

2.4.4. Inhibicion de KAT |

KAT-1 es inhibida por sustratos competitivos como triptéfano y fenilalanina los
cuales estdn presentes en el cuerpo humano bajo condiciones fisioldgicas. Las obser-
vaciones sugieren que las fracciones funcionales principales que facilitan la unién de
inhibidores competitivos son el anillo aromatico hidrofébico y el 4cido carboxilico. ’

El suero y el fluido cerebro espinal tienen la habilidad de bloquear significativa-
mente y dependientemente de la dosis, las actividades de KAT I, 11 y I1l, y modular
la sintesis de KYNA y probablemente actuar como compuestos terapeuticos.®’

Ademas, se hicieron modificaciones a la molécula de KYN para examinar la es-
pecificidad de sustrato de KAT, y posiblemente desarrollar compuestos inhibidores.
Asi se reveld gque la modificacion de la cadena KYN (reduccion o eliminacion del
grupo ceto o descarboxilacion del resto aminoacido) dio como resultado compuestos
que no podian interferir con la produccion de KYNA. Similarmente, la eliminacion
o metilacion parcial y completa del grupo amino aromaético produjo compuestos con
bajos efectos inhibidores. Pero la variacion del patron de sustitucion en el anillo aro-
matico de KYN muestra que la meta de sustitucion a la cadena lateral de acilalanina
(posicion 5 de anillo) produce compuestos con buena actividad inhibidora frente a
KAT. *°

Los aminoacidos pueden regular parcialmente la produccién de KYNA a concen-
traciones fisiologicas, y que algunos modulan la captacién de KYN, mientras que otros
la reaccion de sintesis de KYNA, es decir pueden suprimir la produccion de KYNA
mediante la inhibicién de KAT en el cerebro. Los aminoécidos glutamato, aspartato,
cisteina, glutamina y alanina suprimieron la produccion de KYNA pero no la capta-
cion de KYN, lo que sugiere que estos aminoacidos inhiben la reaccion de sintesis de
KYNA. El glutamato y el aspartato inhiben fuertemente KAT Il y IV, mientras que
la glutamina y la cisteina muestran efectos inhibitorios sobre la actividad de KAT |
y 11.%8
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Respecto a los farmacos, KAT-I es uno de los blancos de la toxicidad de MPTP,
una semana después de la descontinuacion del tratamiento con MPTP, la expresion de
KAT-I disminuye remarcablemente en las células nerviosas. %! Ademas, la actividad
de KAT 1 fue inhibida por irbesartan a la concentracién de 0,1, 0,5y 1 mM a 76 % (p
<0,05); 58 % (p <0,05); 44 % (p <0,01), respectivamente.® Por otra parte, se estudid
al acido fenilhidrazona hexanoico y compuestos basados en indol, como una nueva
clase potencial de inhibidores de KAT-1.” Por otra parte, es importante recordar que
el compuesto debe pasar la membrana celular e inhibir a KAT 1.7

2.5. Tratamiento de la Esquizofrenia

La calidad de vida de los pacientes con esquizofrenia es compleja e influenciada
por muchos factores sociales, psicoldgicos y clinicos. ® Haciendo que el hecho de que
un paciente llegue a la remisién sintomatica (mejora) implique un tratamiento de
mantenimiento y un buen cumplimiento de la medicacion. %

Respecto al tratamiento de mantenimiento, se dan intervenciones psicosociales,
como terapia cognitivo-conductual, terapia de rehabilitacion cognitiva, programas de
psicoeducacion, intervencion familiar, programas de habilidades sociales, entre otros.
Reduciendo asi los sintomas psicoticos y el riesgo de recaida, y mejorando los resulta-
dos a largo plazo de los pacientes. Particularmente, la evaluacion neuropsicolégica y
la rehabilitacion han ganado mucho interés en los Gltimos afios, pero muy pocos pa-
cientes tienen acceso a una evaluacién neuropsicolégica integral. Ademas, se requiere
la gestion de la dieta y la actividad fisica, con el fin de mejorar el pronéstico global.

El tratamiento farmacoldgico es fundamental para la mejoria del paciente. Sin em-
bargo, muchos pacientes no responden adecuadamente a la terapia farmacoldgica, ya
sea debido a una mayor actividad metabolica o debido al mal cumplimiento (pseudo
resistencia a los farmacos). * , que puede deberse a varias razones, como la menor
tolerabilidad del tratamiento, la complejidad del horario de la medicacién, la comor-
bilidad con el consumo de alcohol, factores demogréaficos (por ejemplo, apoyo social
deficiente), la mala relacion con el terapeuta, la presencia de ilusién de persecucion,
entre otros. "2

Ademas, existen diferencias farmacocinéticas interindividuales causadas por la
edad, las enfermedades concurrentes, la medicacion concomitante o la variabilidad
genética. Sin olvidar la variabilidad intraindividual, debida a las caracteristicas del
estilo de vida, como el tabaquismo o el consumo de cafeina.”* Es asi que la medicina
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personalizada basada en datos individuales, para determinar las opciones de trata-
miento, incluidos los agentes farmacoldgicos, estrategias psicosociales y medidas de
estilo de vida, constituyen una forma de mejorar los resultados de los pacientes y la
experiencia de los servicios. "

Pero a pesar de la variedad de medicamentos disponibles para los pacientes con
esquizofrenia, los resultados Optimos del tratamiento no siempre se logran. Con fre-
cuencia, la mala adherencia a la medicacion es uno de los mejores predictores de
recaida, re-hospitalizacion vy suicidio. En estos pacientes, las tasas de interrupcion de
la medicacion son altas, lo que refleja problemas de tolerabilidad debido a los eventos
adversos o la mala eficacia.’

Ademas, algunos pacientes muestran resistencia al tratamiento y algunos pacientes
muestran deterioro cognitivo a pesar del tratamiento.” Aproximadamente el 30 % de
las personas con esquizofrenia manifiestan una respuesta minima a los medicamentos
antipsicéticos convencionales y atipicos, y manifiestan sintomas continuos de psico-
sis, presentando la condicién conocida como Esquizofrenia Resistente al Tratamiento
(TRS). ® Y el inconveniente de la terapia actual con los antipsicéticos es que no
corrigen adecuadamente ni previenen el deterioro cognitivo en pacientes con esquizo-
frenia. Por lo tanto, nuevos y efectivos farmacos serian Utiles para el tratamiento de
este trastorno.”

Mas no todo es negativo, puesto que la intervencion temprana con medicamentos
antipsicoticos lleva a mejores resultados a largo plazo, incluyendo la reduccién de la
gravedad de los sintomas psicéticos, del tiempo transcurrido como paciente hospita-
lizado y del tiempo total durante la vida que experimentd sintomas psicoticos. ® Y
como ya se mencion6, la combinacion de antipsicoticos con intervenciones psicosocia-
les, promueve un menor riesgo de tasas de recaida, un mejor cumplimiento y dosis
mas bajas de medicamentos antipsicéticos. ’*

Los medicamentos antipsicéticos han sido la primera linea de tratamiento para la
psicosis por cerca de medio siglo.’®

Los farmacos actualmente disponibles, conocidos como antipsicéticos tipicos (por
ejemplo, thorazina, clorpromazina y haloperidol) y antipsicéticos atipicos (por ejem-
plo, clozapina, olanzapina y risperidona), presentan una eficacia moderada para los
sintomas positivos, pero tienen capacidad limitada para mejorar los sintomas nega-
tivos y muchos de estos agentes inducen efectos secundarios graves, como sedacion,
sintomas extrapiramidales, hiperprolactinemia y aumento de peso severo. Por lo tan-
to, los farmacos que mejor sirven a la poblacion de pacientes mediante el tratamiento
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eficaz de todos los subdominios de los sintomas con mayor seguridad Y la tolerabilidad
siguen siendo una necesidad critica no satisfecha. 4°

Los antipsicoticos disponibles se dividen en antipsicoticos de primera generacion
(AGP) vy antipsicéticos de segunda generacion (ASG). Los antipsicoticos de prime-
ra generacion incluyen derivados de baja potencia (clorpromazina, mesoridazina, le-
vomepromazina, sulpirida) y de alta potencia (haloperidol, flufenazina, flupentixol,
pimozida). Los farmacos ASG comprenden un grupo variado de compuestos que in-
cluyen (segin el afio en que fueron comercializados) clozapina (1989), risperidona
(1993), olanzapina (1996), quetiapina (1997), ziprasidona (2001), aripiprazol 2002),
paliperidona (2006), asenapina (2009), iloperidona (2009) y lurasidona (2010).7°

Inicialmente, se propuso que los SGAs eran mas eficaces en comparacion con los
AGPs para el tratamiento de los sintomas positivos, negativos y cognitivos en pacien-
tes con esquizofrenia. Ademas se han encontrado diferencias marcadas entre los AGP
y los ASG con respecto a los factores de riesgo y la ocurrencia de eventos adversos.
La administracion de AGP a menudo produce efectos secundarios extrapiramidales y
discinesia tardia, mientras que el uso de ASG puede estar asociado con aumento de
peso, dislipidemia y regulacion anormal de la glucosa.”®

Los AGPs y SGAs se unen a una amplia variedad de receptores del sistema nervioso
central (SNC). Con una excepcion, todos los SGA aprobados para uso clinico por las
agencias gubernamentales son antagonistas del receptor D2. La Unica excepcién actual
es el aripiprazol, que es un agonista parcial de los receptores D2.7°

Nuevos farmacos pretenden proporcionar tratamientos mas efectivos, tolerables y
mas seguros. Los tres farmacos antipsicéticos aprobados recientemente por la Ad-
ministracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) fueron
asenapina (2009), iloperidona (2009) y lurasidona (2010). La Agencia Europea de
Medicamentos (EMA) también ha aprobado asenapina (2010) y lurasidona (2014),
con la iloperidona todavia bajo evaluacion. Japon (2008) y Corea (2009) aprobaron
la blonanserina, que ain no ha sido aprobada en ninguna otra parte. 4

Los antipsicéticos disponibles reducen la gravedad de los sintomas positivos; sin
embargo existe todavia una gran necesidad de agentes farmacol6gicos que mejoren los
sintomas negativos Yy los déficits cognitivos. La aparicién de la hipétesis de glutamato
ha llevado al descubrimiento de varios nuevos objetivos que tienen el potencial de
mejorar la sintomatologia completa de la esquizofrenia. *°

El proyecto de Medicién y Tratamiento para Mejorar la Conciencia en la Esqui-
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zofrenia (MATRICS), disefiado para facilitar el desarrollo de nuevos farmacos para
el tratamiento de los trastornos cognitivos en personas con esquizofrenia, identificd
tres mecanismos de drogas de particular interés: dopaminérgico, colinérgico y gluta-
matérgico. &

Ademas, como ya se sabe, existe una creciente evidencia de que la hipofuncién
del receptor de NMDA esta relacionada a la expresion de esquizofrenia, y numerosos
programas de descubrimiento de farmacos han desarrollado agentes que directa o
indirectamente potencian la neurotransmision mediada por receptor NMDA.*°

Dirigir farmacos a genes relacionados a la esquizofrenia o a sus vias anatomicas y
funcionales asociadas podria producir nuevos tratamientos y mas eficaces. Algunos
genes de susceptibilidad en la esquizofrenia son disbindina, neuregulina 1, COMT
y DISC1. Y curiosamente, muchos de estos genes parecen estar relacionados con el
control de la plasticidad sinédptica y la transmision de glutamato, en particular con
la funcion del receptor NMDA . Ademas se sabe que varios farmacos psicotropicos
actualmente utilizados, incluyendo antipsicéticos, ejercen efectos sobre mecanismos
epigenéticos. "

Por otro lado, KYNA se ha convertido en un candidato valioso en el descubrimiento
de nuevos farmacos. ® Haciendo asi que KAT sea un objetivo enzimético clave en el
tratamiento de la esquizofrenia.® Sin embargo, no hay que dejar de considerar que
la eliminacion total de KYNA enddgeno responsable de la sinapsis excitatoria en el
cerebro, da como resultado una sobreexcitacion con consecuencias neuropatologicas. °°

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

La reducciéon de los niveles de KYNA mediante la administracion de inhibidores
de algunas enzimas de la via de la Quinurenina, en particular la KAT Il, ha sido
propuesta como un tratamiento para alteraciones cognitivas. 1® Ya que la sintesis
de KYNA en el cerebro es catalizada principalmente por KAT 1y KAT Il (KATs
astrociticas). 8!

Sin embargo, la identificacion de inhibidores de KAT 11, que sean penetrantes en el
cerebro y con propiedades similares a las drogas disponibles, sigue siendo un desafio.
Adicionalmente, informes recientes han establecido que las variantes de secuencia de
KAT Il humana y de rata causan cambios significativos en la potencia enzimatica
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entre especies, repercutiendo en la busqueda de inhibidores. 8 Ademas, desafortu-
nadamente los inhibidores sistémicos de KAT Il han permanecido escasos. Pero el
farmaco (3S)-amino-1- hidroxi- 3,4-dihidroquinolin-2(1H) -ona (PF-04859989) es un
potente inhibidor sistéemico de KAT Il con penetracion en el cerebro. Cuando este
se administra sistémicamente restablece la actividad glutamatérgica en el cerebro de
animales que exhiben niveles elevados de KYNA. ° Es decir, este nuevo farmaco es
una alternativa muy prometedora.

Un estudio mostré que el inhibidor PF-04859989 restaura eventos de liberacion de
glutamato dentro de la corteza prefrontal de ratas que presentaban niveles elevados de
KYNA. Ademas mostro también, que la administracion sisteméatica de PF-04859989,
30 minutos antes de la administracion de KYN (precursor de KYNA), restablece los
eventos de liberacion de glutamato 75 minutos después de la administracién de PF-
04859989, lo que no sucedié al administrar PF-04859989 30 minutos después de la
administracion de KYN. Lo que muestra que PF-04859989 revirtd significativamente
los niveles de KYNA cerebral inducidos por KYN. Ademas PF-04859989 no afecto,
ni restaurd los eventos de liberacion de glutamato en ratas que no fueron tratadas
previamente con KYN. Confirmando asi, que PF-04859989 inhibe la sintesis de KYNA
mediante el bloqueo de KAT. Por otra parte se demostré6 también que los niveles de
KYNA no fueron completamente suprimidos en presencia de PF-04859989. %0

Los estudios farmacocinéticos y de eficacia in vivo en ratas muestran que PF-
04859989 es un inhibidor irreversible penetrante del cerebro y es capaz de reducir
KYNA cerebral en un 50% a una dosis de 10 mg / kg (sc). Ademas, las ventajas
potenciales de los inhibidores irreversibles incluyen la administracion de dosis bajas
del farmaco y baja toxicidad. Por otra parte, este inhibidor irreversible no se une
covalentemente a la proteina, lo que reduce significativamente el potencial de una
respuesta inmune. 8t

Una estructura de cristal de rayos X revela varias interacciones clave que explican
la notable potencia y selectividad de este inhibidor. En primer lugar, la estructura de
rayos X indica que el farmaco se une covalentemente a PLP en el sitio activo de KAT
I, a través de un enlace entre la amina primaria del farmaco y el aldehido de PLP
(aducto covalente). La formacion de este aducto covalente entre el farmaco y PLP es
crucial para la potencia observada de este inhibidor. La porcion de PLP del aducto,
aunque no estd unida covalentemente a KAT Il, mantiene numerosas interacciones
donador-aceptor de puentes de H con la enzima. En segundo lugar, el oxigeno de
carbonilo de farmaco sirve como aceptor de puentes de hidrégeno en una interaccion
con la cadena lateral de Asn-202. Y en tercer lugar, el otro dtomo de oxigeno del
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acido hidroxamico del farmaco acepta un enlace de hidrdégeno de Arg-399. Ademas, el
grupo fenilo condensado del farmaco contribuye a las interacciones de van der Waals
con la bolsa hidrofébica formada por Leu-40, Tyr-74 y Leu-293.8!

Por otro lado, se sabe también que PF- 04859989 es un componente activo debido
a su alta potencia y bajo peso molecular (178 Da). Y que es penetrante en el cerebro,
y es selectivo para KAT 1l sobre KAT |, KAT Il y KAT IV.8

2.7. La Bioinformatica

2.7.1. Definicion

La bioinformatica, también conocida como biologia computacional, permite la com-
prension cientifica de los sistemas vivos a través de la computacion, facilitando el
manejo de datos y el descubrimiento del conocimiento. Basandose en las aplicacio-
nes de la informatica a la biologia, la bioinforméatica ha establecido vinculos con las
matematicas, la estadistica, la fisica, la quimica, la medicina y la farmacologia. Por
lo tanto, la investigacion en el campo de la bioinformatica implica aportaciones de
diversas disciplinas. &

En esta tecnologia es clave la investigacion en biotecnologia y el genoma. 82 Algu-
nos definen que la bioinformatica s6lo se centra en el desarrollo de bases de datos
para la manipulacion de la informacion genoémica y estructural, sin embargo, otros
consideran que abarca el estudio del ADN transcrito a ARN mensajero y este tra-
ducido en una proteina, que al adquirir su estructura tridimensional, cumple su rol
en el funcionamiento del organismo. Es decir, estudia la organizacion y la regulacion
de los genes en la secuencia de ADN, la identificacion de las zonas de transcripcion
del ADN, la prediccion de la estructura de las proteinas a partir de su secuencia y el
andlisis de la funcion molecular de las biomacromoléculas. &

2.7.2. Bioinformatica Estructural

El gran nimero de estructuras 3D de biomacromoléculas que se han determinado
en las ultimas décadas y su colocacion en bases de datos como el “Protein Data Bank”
(www.pdb.org), ha generado el desarrollo de una sub-disciplina, conocida como bioin-
formatica estructural. Esta sub-disciplina se ocupa de la visualizacién, caracterizacion
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y andlisis de estructuras biomacromoleculares (como proteinas, ADN y ARN), vy sus
interacciones. A inicio del siglo XXI, inicié el uso de estructuras tridimensionales de
proteinas en la busqueda de farmacos, haciendo asi que la bioinformatica estructural
tenga como rol principal; usar la informacién estructural para identificar, disefiar y
optimizar nuevos farmacos, que sean especificos y potentes. &

La bioinformatica estructural presenta dos objetivos generales:®

= La elaboracion de nuevos métodos computacionales para manipular, ordenar y
analizar la informacion generada a través de experimentos himedos. &

« La aplicacion de los métodos antes mencionados, para resolver problemas de
indole bioldgico y de esta manera generar nuevos conocimientos. 83

Estos dos objetivos estan relacionados, ya que la validacién de la nueva meto-
dologia implica la resolucion exitosa de los problemas. Ademas, la bioinformatica
estructural ha generado diversos aportes, como el desarrollo de algoritmos a partir de
caracteristicas fisicoquimicas de los componentes de las biomacromoléculas (aminoa-
cidos y &cidos nucleicos), los cuales permiten generar modelos estructurales a partir
de la informacién obtenida por técnicas de Rayos X y RMN (Resonancia Magnética
Nuclear). 8

Por lo que ahora la integracion de los enfoques computacionales con las ciencias
bioldgicas experimentales y la investigacion biomédica, generan hipdtesis tedricas
basadas en el analisis, que luego guian el disefio experimental. 8 Ademas se sabe que
podria tomar 13 afios y un costo de US $1778 millones el descubrimiento de un nuevo
medicamento. Por eso, la reduccién de los costos o el tiempo de lanzamiento en las
diferentes etapas del descubrimiento y desarrollo de farmacos son una prioridad. *

Una de las principales razones o fallas en el descubrimiento y desarrollo de nuevos
farmacos probablemente sea el uso de modelos animales para predecir la eficaciay la
seguridad en seres humanos. De hecho, la mala traduccién de los hallazgos preclinicos
de los animales a los pacientes es un tema importante en las areas terapéuticas, como
las neurociencias. Por lo tanto, la aplicacion de la investigacion bioinformatica tiene
el potencial de dar lugar a un cambio de paradigma fundamental mediante el apro-
vechamiento de los datos de origen humano para superar algunas de las limitaciones
inherentes asociadas con el uso de modelos animales. ' Otra tendencia es la cantidad
cada vez mayor de informacion diversa generada durante todas las fases involucradas
en el descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos. La obtencién de esta infor-
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macion tiene un costo y es esencial que los datos sean utilizados y analizados de la
manera mas eficaz posible.!!

En el futuro, esperamos ver una cantidad creciente de informacion que se pondra
a disposicion para el analisis computacional y, por lo tanto, un numero creciente
de oportunidades para influir en todas las fases de descubrimiento de farmacos a
través de la bioinformatica para descubrir y desarrollar farmacos seguros y eficaces
del futuro.

Bases de la Bioinformaéatica Estructural

Para poder generar modelos que permitan simular in-silico (simulacién por compu-
tadora) lo que ocurre in-vivo. Inicialmente se deben entender las estructuras de las
biomacromoléculas y sus posibles interacciones (a partir de bases fisicoquimicas que
determinan las interacciones moleculares). %

Y en el procedimiento de modelado de un sistema, debemos tener en cuenta al me-
nos uno de los siguientes criterios para hacer el modelo cercano al sistema natural.®*

Un aumento de la estabilidad: La estabilidad es un término muy amplio que
incluye estabilidad estructural, estabilidad energética, estabilidad potencial, etc. Du-
rante el modelado, la significacion termodinamica (energética) de la estabilidad, pre-
tende que la energia del sistema sea lo mas baja posible.84

Simetria: A la naturaleza le gusta la simetria y le disgusta la identidad. Para ser
mas precisos, podemos decir que en la naturaleza no hay dos materiales idéenticos,
pero pueden ser simétricos. 84

Cuantizacion: Este término se refiere a la fijacion. Para un sistema estable, todo
se cuantifica. Se cuantifican las propiedades, cualidades, cantidades, influencias, etc. 8

Homogeneidad: Existen una serie de procesos naturales tales como difusion,
disolucion, etc., que estdn asociados con la reasignacion de particulas de una manera
homogénea.

Las simulaciones tedricas reproducen un fendmeno o un evento atomico-molecular
gue sucede en la naturaleza, por medio de ecuaciones de movimiento del sistema,
solucionadas por computadora. Ademas, cabe recalcar que la incapacidad de recoger
evidencia experimental directa de un sistema atdomico-molecular, en ciertos casos, se
puede compensar por medio de simulaciones teoricas. &
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El modelamiento de sistemas atomico-moleculares se realiza a nivel atomico, usan-
do herramientas de mecanica molecular, o a nivel electronico, usando herramientas de
mecanica cuantica. En los ultimos afios, las simulaciones mediante mecanica molecu-
lar y mecanica cuantica han colaborado notoriamente en el desarrollo de la quimica
y la bioguimica. La prediccion de estructuras moleculares, interacciones moleculares
y la prediccion de la funcion, son unos de los mayores logros de las simulaciones. &

El desarrollo de computadoras cada vez mas eficientes contribuyd al desarrollo
de algoritmos computacionales basados en la mecanica cuantica. Estos algoritmos
permiten el estudio detallado de las propiedades de pequefias moléculas, pero por
su alto costo computacional su aplicacién se limita a moléculas de menos de 100
atomos y de unas pocas conformaciones. Mientras que la molécula crece, como las
proteinas, que van desde unos pocos miles a cientos de miles de a&tomos, el nimero de
conformaciones crece de manera abrupta. Es asi que para poder trabajar de manera
eficiente con biomacromoléculas se desarrollaron diferentes potenciales, denominados
clasicos, que modelan las interacciones de manera simplificada, pero que se ajustan
bien a los resultados experimentales y a lo esperado por la mecéanica cuantica.

La simulacién por computadora de sistemas tales como biomoléculas, polimeros,
farmacos, moléculas inorgénicas, moléculas organicas, entre otros; puede ser muy efi-
cazmente utilizada para resolver complejos problemas quimicos y biol6gicos, como: 8

Energias y estructuras moleculares.

Optimizacion de la geometria.

Cargas atomicas Yy potencial electrostatico.

Vias de reaccion.

Modelamiento de las propiedades superficiales, entre otros. 84

Con la bioinformatica estructural no s6lo se puede obtener un modelado molecular,
sino que verifica la cooperacion entre la investigacion tedrica y la experimental. Por
otro lado, el rapido desarrollo de las computadoras y los costos cada vez mas bajos,
hacen que el uso de estos métodos sea muy atractivo y prometedor. &
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2.8. Mecanica Cuantica

Muchos eventos a escalas subatomicas no pueden ser explicados por la mecanica
clasica, especialmente si estdn relacionados a perturbaciones de la densidad electro-
nica, a la formacion o a la ruptura de enlaces covalentes, haciendo necesario que la
mecanica cuantica describa el sistema. 8

El punto de inicio para cualquier problema de mecénica cuéntica, es la ecuacion
de Schrodinger, 8 que fue desarrollada en 1925 por Erwin Schrodinger 8. La forma de
esta ecuacion dependiente del tiempo, se refiere a una particula (como un electrén),
gue posee una masa, Yy que se mueve a traves del espacio y en el tiempo, bajo la
influencia de un campo externo (que puede ser el potencial electrostatico debido
al nacleo de la molécula). La funcion de onda, es una parte de la ecuacion, esta
caracteriza el movimiento de la particula, y a partir de esta se pueden derivar varias
propiedades de las particulas. &

La ecuacion de Schrodinger es muy complicada de resolver, pero es exacta, sin
embargo sélo se pueden resolver problemas de &omos como el hidrégeno, es asi que
se desarrollaron otros célculos, que son aproximaciones que se basan en ella, pero
pueden conducir a predicciones de casi todos los fendmenos quimicos.®’

Es asi que a partir de la ecuacion de Schrodinger es posible modelar aspectos
funcionales a nivel electronico, como una reaccion de hidrolisis, una reaccion de Oxi-
do/reduccion, reacciones quimicas, reacciones bioquimicas, entre otros. Pero su uso
se limita debido a que las simulaciones por mecénica cuantica requieren un mayor
costo computacional por el mayor nimero de grados de libertad asociado. ® Es decir,
la resolucién es muy dificil.

2.8.1. Calculos de Mecanica Cuantica
Céalculos Ab Initio

El término Ab initio es el término latino que significa "desde el principio”, y es el
nombre que se da a calculos que se derivan directamente de principios teoricos (la
ecuacion de Schrédinger), sin incluir datos experimentales.Este método, de hecho,
puede ser visto como un método mecanico cuantico aproximado. Las aproximaciones
hechas en este método son generalmente aproximaciones matematicas, tales como
usar una forma funcional mas simple para una funcién, o conseguir una solucién
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aproximada a una ecuacion diferencial.[El aspecto favorable de los métodos ab initio
es que finalmente convergen a la solucién exacta, una vez que todas las aproximaciones
se hacen suficientemente pequefias en magnitud. Y el aspecto desfavorable es que son
costosos, estos métodos a menudo toman enormes cantidades de tiempo de CPU de la
computadora, memoria y espacio en disco. El tipo mas comdn de calculo ab initio se
denomina calculo Hartree Fock (HF).Y un método ab initio alternativo es la Teoria
Funcional de Densidad (DFT), en la que la energia total se expresa en términos de
la densidad electronica total, en lugar de la funcién de onda. 8

Célculos Semiempiricos

Los métodos semiempiricos usan un cierto nimero de datos experimentales para el
calculo, lo que hace que su velocidad se acelere dramaticamente. Y son usados para
sistemas grandes ya que puede manejar grandes cantidades de calculos.® El mérito de
los célculos semi-empiricos es que son mucho mas rapidos que los célculos ab initio.
Sin embargo, los resultados de los calculos semi-empiricos pueden ser ligeramente
defectuosos. 8 Algunas diferencias entre los calculos Ab initio y Semiempiricos, son
las que se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 2.1: Comparacion de los Calculos Ab Inito y Semiempiricos

Ab Initio Semiempiricos
Cuenta todos los electrones. Ignora algunos electrones (simplifica-
cion).

Limitado a decenas de 4&tomos y con un Limitado a centenas de atomos.

mejor desenvolvimiento usando una su-

percomputadora.

Pueden ser aplicados a compontes inor- Puede ser aplicado a compuestos inor-
ganicos, organicos, Organo-metalicos y ganicos, organicos, organo-metalicos y
fragmentos moleculares (los componen- pequefios oligdmeros (péptidos, nucled-
tes cataliticos de los componentes de tidos).

una enzima).
Aplicable a estados basales,de transi- Aplicable a estados basales,de transi-
cién y excitados. cién y excitados.

2.8.2. La Teoria del Funcional de la Densidad

Los célculos convencionales de las propiedades moleculares estan basados en la
descripcion del movimiento individual de los electrones, por lo que los métodos son
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matematicamente complicados. &’

Respecto a la ecuacion de Schrodinger, W. Kohn demostré que no es necesario
considerar el movimiento individual de cada electron, sino que es suficiente conocer
el nimero promedio de los electrones localizados en cualquier punto del espacio, lo
que dio lugar a un método computacionalmente mas sencillo, la Teoria del Funcional
de Densidad (DFT). Es asi que, la simplicidad del método ha hecho posible estudiar
moléculas complejas como las proteinas o estudiar reacciones enzimaticas. &

La Teoria Funcional de la Densidad (DFT) nos permite calcular todas las propie-
dades de los sistemas a partir de la densidad electronica. Y se denomina asi, dado
que la densidad es la funcion de la funcion de onda y una funcional es una funcion
de otra funcion. Ademas el cuadrado de la funcion de onda, de hecho, es una medi-
da directa de la densidad electronica. Y la densidad de electrones es méas atractiva
y eficaz en la explicacion de propiedades, ya que es mensurable y so6lo depende de
los ejes cartesianos, X, Y, z. (Es decir, para un sistema con N electrones, la densidad
electrénica depende de 3N variables o 4N si cuenta en spin). 8

La DFT, similar a los métodos ab initio, es no paramétrica, es decir, es aplicable
a cualquier molécula. Pero, las demandas computacionales con métodos DFT son
mucho menores que con métodos ab initio de calidad similar. 84

2.8.3. Aplicaciones

Para las aplicaciones se requiere un programa de calculo como Gaussian, Gamess
u otro; implementado en una computadora con una velocidad de proceso superior a
1MHz y RAM 256 MB.?%"

Inicialmente se dibuja la molécula en estudio, una molécula inexacta en su geome-
tria. Esta etapa puede considerarse como el Disefio Molecular. 8’

Posteriormente se elige un método de calculo (HF, DFT, etc.) y se programa a la
computadora para que determine la geometria de la molécula y se genera el célculo
guimico-cuantico. EIl tiempo de calculo dependera del tamafio molecular, el método
elegido (modelo tedrico), el conjunto de funciones de base (set de bases) y la exactitud
que se requiera. &

Con los resultados calculados, la imagen inexacta inicial se reformula a una estruc-
tura correcta, para la cual existe una funcién de onda resuelta. Los valores obtenidos
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se conocen como parametros optimizados a la geometria de equilibrio en el estado
fundamental, si se estudia la molécula aislada. Ademas, la energia electronica corres-
pondera también al estado fundamental.®’

Finalmente, con los valores geométricos optimizados, se programa a la computado-
ra para calcular las diferentes propiedades electronicas deseadas, como:®’

= Los pardmetros geometricos.

La densidad electronica.

Parametros espectroscopicos.

= Energia electronica.

Propiedades termoquimicas y termodinamicas.

 Etc.

Ademaés también se pueden calcular las cargas, con el método de analisis pobla-
cional, que estima las cargas atdbmicas parciales o la densidad electronica orbital a
partir de célculos basados en la combinacion lineal del metodo orbital molecular de
los orbitales atomicos. El analisis de la poblacion de Mulliken es el tipo mas comin
de este calculo,® pero existen otros como el de Hirshfeld.

Set de Bases

El set de bases es un conjunto de funciones matematicas (funciones base), cuyas
combinaciones lineales producen orbitales moleculares. 8 Las funciones base se utili-
zan para representar la funcion de onda electronica en el método Hartree-Fock, o en
la DFT para convertir las ecuaciones diferenciales parciales del modelo en ecuaciones
algébricas adecuadas para una implementacion eficiente en un ordenador. %

Existen dos tipos de funciones base cominmente utilizadas en célculos de estructu-
ras electronicas: orbitales de tipo Slater (STO) y orbitales de tipo gaussiano (GTO).
91 Ambas funciones son matematicamente las mas simples, y se utilizan actualmente
como funciones base en calculos moleculares. & Sin embargo, en términos de eficiencia
computacional, las GTO son preferidas y se usan casi universalmente como funciones
de base en los calculos de la estructura electronica. %
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Al realizar un célculo, primero se elige el tipo de funcion (STO / GTO) y pos-
teriormente se elige el nUmero de funciones que se van a utilizar. El nidmero mas
pequefio posible de funciones es el set de base minimo, luego siguen los sets de bases
con duplicacion de todas las funciones de base, llamados set de base tipo Doble Zeta
(DZ), luego, los siguientes pasos en el tamafio del conjunto de base son Triple Zeta
(TZ), Cuadruple Zeta (QZ) y Quintuple o Pentuple Zeta (PZ o 5Z, pero no QZ).
Duplicar el numero de funciones de base permite una descripcion mucho mejor del
hecho de que la distribucion del electron es diferente en diferentes direcciones.®! Es
decir, al ir subiendo los niveles, se obtiene una mejor descripcion.

Modelo tedrico

El modelo tedrico o método, es el camino para modelar un sistema usando un
conjunto de aproximaciones especificas. Estas aproximaciones son combinadas con
una algoritmo de calculo y son aplicados a orbitales atomicos, definidos por el set de
bases. 88

En Gaussian, los métodos pueden ser separados en cuatro categorias principales:
semiempiricos, ab initio, funcionales de la densidad (DFT) y mecénica molecular. La
seleccion del modelo teérico depende del tamafio del sistema y el nivel de aproxima-
cion. 8

Los métodos DFT son cada vez mas populares porque los resultados obtenidos
son comparables a los métodos ab initio, pero el tiempo de CPU es drasticamente
reducido. Algunos ejemplos de métodos son: VWN, PW91, B3LYP, CAMB3LYP. 88

Analisis Poblacional de Hirshfeld

El analisis poblacional de Hirshfeld (HPA) es un tipo de anélisis para calcular
cargas, que generalmente produce Funciones Fukui (FF) condensadas no negativas
(es decir es fisicamente mas realista) .%

Y estudios computacionales sugieren que el HPA, es mucho mejor que el analisis
poblacional de Mulliken (MPA) vy el analisis poblacional de Lowdin. Argumentando
que sélo el HPA produce indices de funcion de Fukui (FF) condensados no negati-
vos en todos los sistemas quimicos estudiados hasta la fecha, mientras que los otros
esquemas de andlisis de poblacion generan indices de FF condensados negativos en
algunos casos. %
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2.9. Mecanica Molecular

Los métodos, denominados mecanica molecular, establecen una expresién algebrai-
ca simple para la energia total de un compuesto, sin necesidad de calcular una funcion
de onda o densidad electrdnica total. Es decir, la expresion de la energia consiste en
ecuaciones clasicas simples.®*

Todas las constantes de estas ecuaciones deben obtenerse a partir de datos expe-
rimentales o de un célculo ab initio. En un método de mecénica molecular, la base
de datos de los compuestos utilizados para parametrizar el método (un conjunto de
pardmetros y funciones que se denomina campo de fuerza) es crucial para su éxito.
Ademas, los métodos de la mecanica molecular son parametrizados de acuerdo a la
clase especifica de moléculas, tales como proteinas, moléculas orgéanicas, organome-
talicas, etc. 8

La ventaja de la mecanica molecular radica en la simplicidad de las ecuaciones
y de sus métodos numéricos requeridos para la solucion de problemas. Su mayor
limitacién es que la mecanica molecular aplica las leyes de la fisica clasica; por lo
tanto, solo es capaz de describir fenémenos de escala atomica/molecular o mayor, sin
que intervengan perturbaciones considerables de densidad electronica, usualmente,
asociadas a la formacion o ruptura de enlaces covalentes. &

La mecénica molecular calcula la estructura y la energia de las moléculas basadas
en movimientos nucleares. Donde, los electrones no se consideran explicitamente,
sino que se asume que encontraran su distribucion oOptima una vez que se conocen las
posiciones de los nucleos. Se supone que los electrones se mueven lo suficientemente
rapido para adaptarse a cualquier movimiento de los nticleos.®* Ademas, algunas ideas
que se asumen en la mecanica molecular son las siguientes:

Los nlcleos y electrones se agrupan y se tratan como particulas atémicas uni-
ficadas.

Las particulas de tipo &tomo se tratan como bolas esféricas.

Los enlaces entre particulas se ven como resortes.

Las funciones potenciales y los parametros utilizados para evaluar las interac-
ciones se denominan campos de fuerza.

La suma de interacciones determina la conformacion de particulas atémicas. 84
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La mecanica molecular permite el modelado de moléculas muy grandes, como las
proteinas y segmentos de ADN, por lo que es la herramienta principal de los bioqui-
micos computacionales. El defecto de este método es que hay muchas propiedades
quimicas que ni siquiera se definen dentro del método, tales como estados excitados
electronicos. Para trabajar con sistemas extremadamente grandes y complicados, a
menudo la mayoria de los paquetes de software de mecanica molecular tienen inter-
faces graficas muy potentes y faciles de usar. 8

Podriamos resumir las consideraciones minimas para trabajar en mecénica mole-
cular como:

Ignora todos los electrones.

Sélo los nucleos son tomados en consideracion.

Las moléculas contienen miles de atomos.

Puede ser aplicado a compuestos inorganicos, organicos, oligonucledtidos, pép-
tidos, métalo-orgénicos e inorganicos.

Aplicable sélo al estado basal.

Propiedades termodinamicas y cinéticas via dindAmica molecular.

2.9.1. Campos de Fuerza

Todos los métodos clasicos de simulacion se basan en aproximaciones mas o me-
nos empiricas Ilamadas campos de fuerza, para calcular las interacciones y evaluar la
energia potencial del sistema en funcion de coordenadas atomicas puntuales. Un cam-
po de fuerza consiste en el conjunto de ecuaciones utilizadas para calcular la energia
potencial y las fuerzas de las coordenadas de las particulas, asi como una coleccion
de pardmetros utilizados en las ecuaciones. Para la mayoria de los propoésitos, estas
aproximaciones funcionan bien, pero no pueden reproducir efectos cuanticos tales
como formacion o ruptura de enlaces.®?

Asi mismo, cabe mencionar que un campo de fuerza incluye los siguientes para-
metros.

 Masa atémica.

e Carga parcial para atomos individuales.
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Longitud del enlace.

Angulo de enlace.

Angulos diedros para pares, trillizos y cuadruplicados de atomos unidos.

- Etc. 8

Los siguientes son algunos campos de fuerza de mecéanica molecular cominmente
usados. %

« AMBER: Es un campo de fuerza que fue parametrizado especificamente para
proteinas y acidos nucleicos. Este presenta resultados muy buenos para protei-
nas y acidos nucleicos, pero algo erraticos para otros sistemas. %

« CHARMM: Es un campo de fuerza que originalmente fue ideado para pro-
teinas y acidos nucleicos, pero es aplicado a biomoléculas, dindmica molecular,
solvatacion, embalaje de cristal, analisis vibratorio y estudios de QM / MM.%

« GROMOS: El campo de fuerza GROMOS es popular para predecir el mo-
vimiento dindmico de moléculas y liquidos, y también se utiliza para modelar
biomoléculas. **

« MMFF: El campo de fuerza Molecular de Merk es un campo de fuerza de uso
general, particularmente popular para las moléculas organicas. MMFF94 fue
originalmente pensado para simulaciones de dinamica molecular, pero también
ha usado mucho para la optimizacion de la geometria. %

e OPLS: Potenciales optimizados para la simulacion de liquidos (OPLS) es un
campo de fuerza disefiado para modelar liquidos. Pero también se ha usado sig-
nificativamente en el modelado de la dindmica molecular de las biomoléculas. %

2.9.2. Simulacion Molecular

La simulacion molecular es un experimento computacional,® muy potente en el
modelado molecular moderno, y permite entender la estructura y la dindmica con un
alto detalle, donde el movimiento de atomos individuales puede ser rastreado.®

Los dos métodos mas utilizados son la minimizacion de la energia y la dindmica
molecular, que respectivamente se refieren a optimizar la estructura y simular el movi-
miento natural de las macromoléculas biol6gicas.®® Las minimizaciones de energia se
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utilizan regularmente para mejorar las estructuras de proteinas tanto experimentales
como predichas. Por otra parte, la primera simulacion de la dinamica molecular se
Ilevo a cabo en 1957, aunque no fue hasta la década de 1970 que fue posible simular
el agua y las biomoléculas. %

Para realizar la simulacion de dindmica molecular hay que; 1) elegir y obtener una
estructura inicial, 2) prepararla para una simulacion, 3) crear una caja de simulacion,
4) afadir agua disolvente, 5) realizar minimizacion de energia, 6) realizar la simulacion
de produccion, y 7) analizar los datos de la trayectoria. Para lo cual, se necesita tener
acceso a una maquina Unix/Linux con un paquete de dindmica molecular instalado,
como GROMACS. *

Minimizacién

Habitualmente las estructuras iniciales que se construyen en los simuladores pre-
sentan energias mayores a las que tendria un objeto real, por lo que se utilizan algorit-
mos para calcular las posiciones y fuerzas originales, con el objetivo de minimizarlas
y que sean mas realistas.

La minimizacion de la energia de pequefias moléculas o de sistemas macromo-
leculares se lleva a cabo por célculos repetidos sucesivos, con los que se optimiza
geométricamente la conformacion inicial del sistema de manera parcial o completa.
Los pardmetros que definen la geometria del sistema, se modifican en pequefios in-
crementos hasta que la estructura alcanza un minimo energético local. Aunque no se
puede garantizar que se encuentre la estructura de energia mas baja posible, llamada
minimo global. La minimizacion puede realizarse en base de coordenadas internas
(enlaces y angulos) o en coordenadas Cartesianas (cada atomo estd caracterizado por
unas coordenadas X, y y z; donde se mueven con pequefios incrementos a lo largo de
estos ejes). Una de las ventajas de minimizar en coordenadas internas es que se pue-
den simular bien los movimientos cooperativos de varios atomos 0 grupos de atomos
y se reduce el riesgo de que las moléculas queden atrapadas en falsos minimos. %°

Dinamica

Respecto a la dindmica molecular, cada atomo puede ser considerado como una
particula, cuyo movimiento esta determinado por las fuerzas que sobre ella ejercen
todos los otros atomos de su entorno. Dadas las posiciones y velocidades de las parti-
culas, asi como la magnitud y direccion de las fuerzas que actian sobre cada una de
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ellas en un instante determinado, por integracion de las ecuaciones del movimiento
de la mecénica clasica se pueden obtener la posicion y la velocidad en un instante
ligeramente posterior. Y tomando pasos de tiempo sucesivos se puede construir una
trayectoria dependiente del tiempo para todos los atomos, que representa el movi-
miento de los mismos.*®

Hoy dia, los calculos de DM incluyen moléculas de disolvente (generalmente agua)
e iones, con el propdsito de modelar las moléculas en disolucion lo méas real posible.
La omision del agua en el modelo puede conllevar a fendmenos que no es probable que
ocurran en una disolucion real. Los sistemas modelados contienen normalmente unos
pocos miles de &tomos como méximo, pero los sistemas que se pretenden representar
poseen dimensiones practicamente infinitas, por lo que se crean copias del modelo
(generalmente un paralelepipedo rectangular), donde se repiten periédicamente en
todas las direcciones. De esta forma, cada paralelepipedo es una imagen del sistema,
que se encuentra en condiciones de limite periodico. Lo que garantiza que todos los
atomos se encuentren rodeados de atomos vecinos, ya sean los del modelo original
0 imagenes de los mismos, que se encuentran mas alla de los limites, y cuando una
molécula abandona la caja por una cara, se introduzca de nuevo en ella por la cara
opuesta, de modo que el nimero total de particulas se mantiene constante. %

La forma mas simple de dindmica molecular ocurre en el ensamble microcanonico,
en el que la energia total del sistema se conserva, asi como el volumen y el nimero
de particulas. El ensamble microcanénico (NVE) es dificil de realizar experimen-
talmente. Por lo que generalmente los sistemas se suelen simular en condiciones de
temperatura y volumen constantes (ensamble candnico o NVT) o de temperatura y
presion constantes (ensamble NPT), ya que éstas son las condiciones en las que se
realizan la mayor parte de los experimentos. *°

La dinamica molecular permite la visualizacion del movimiento de particulas, las
cuales presentan una trayectoria discreta en el tiempo y para cada paso de tiempo se
integra la posicion y la velocidad con un método como la integracion de Verlet.

Analisis de Trayectoria - RMSD

Una de las propiedades fundamentales mas importantes a analizar es si la proteina
es estable y cercana a la estructura experimental. La forma estandar de medir esto
es el desplazamiento cuadratico medio (RMSD) de todos los atomos pesados con
respecto a la estructura de rayos X.%
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Es decir, la desviacion cuadratica media o Root Mean Square Deviation, (RMSD)
permite determinar la cantidad en la que una seleccién de atomos o moléculas se
desvia de una posicion definida en el espacio con respecto a su posicion inicial, rela-
cionando la medicion numérica de la diferencia posicional entre dos estructuras.® Y
para obtener una mejor medida se crea primero una estructura promedio. %3

2.9.3. Docking Molecular

El docking o acoplamiento molecular es una herramienta clave en la bioinformatica
estructural y en el disefio de farmacos asistidos por ordenador. El objetivo del software
de acoplamiento molecular automatizado es entender y predecir el reconocimiento
molecular estructural, encontrar modos de union probables enérgicamente (el modo
de union con la energia de interaccion mas baja posible para un ligando dado), y
predecir la afinidad de unién. El acoplamiento molecular se realiza generalmente
entre una molécula pequefa y una macromolécula objetivo. %

A medida que se fueron cristalizando y analizando complejos macromolécula-
ligando, se fueron estableciendo las caracteristicas generales de su union, y se descu-
brié que el ligando se une en una posicion por muchas interacciones con diferentes
grupos del receptor, grupos que en el caso de las proteinas pueden estar ampliamen-
te dispersos en la secuencia de aminoacidos. Las contribuciones individuales de cada
grupo a la energia total de union pueden ser débiles pero la suma de todas ellas puede
hacer que el ligando se una muy firmemente. %

Ademés, una vez modelados los complejos, es necesario minimizar su energia, per-
mitiendo la relajacion de todos los atomos, lo que proporciona una mayor verosimili-
tud. % Por otra parte, cuando el acoplamiento molecular se utiliza como etapa final en
la exploracién virtual, ayuda a proporcionar una hipétesis estructural tridimensional
(3D), de como interactda un ligando con su objetivo. %3

El éxito de este método se mide a menudo en términos de la desviacién cuadratica
media (RMSD) de las coordenadas cartesianas de los atomos del ligando en las con-
formaciones acoplada y cristalografica. Un acoplamiento generalmente se considera
como acertado si esto es menos que el umbral algo arbitrario de 2A°.%

Las etapas clave en el acoplamiento son: 1) seleccidn y preparacion de objetivos,
2) seleccion y preparacion de ligandos, 3) configuracion de acoplamiento y 4) evalua-
cion de resultados de acoplamiento. Y las metodologias mas citadas son: AutoDock,
DOCK, FlexX, GOLD, y ICM.%
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Capitulo 3

Metodologia

3.1. Materiales

3.1.1. Equipos

Un Workstation que contiene un procesador E7 de 3.0 GH, una memoria RAM
de 64Gb, tres discos duros de 1 Gb, 4 Gb y 6 Gb, cuatro tarjetas aceleradoras de
video NVidia GTX 980. Ademas, el Workstation tiene instalado el sistema operativo
Linux.

3.1.2. Software Computacionales

e GaussView: Es una interfaz grafica de visualizacion perteneciente a Gaus-
sian. Esta interfaz permite construir moléculas, elaborar archivos de entrada
de Gaussian, subir los archivos de entrada de Gaussian, ejecutar célculos de
Gaussian desde la interfaz gréafica sin la necesidad de utilizar los comandos,
y examinar graficamente los resultados obtenidos en Gaussian (como animar
vibraciones, plotear propiedades, etc.). 88

e Gaussian 09: Es un software que realiza calculos de una estructura electré-
nica, este es capaz de predecir muchas propiedades de atomos, moléculas y
sistemas reactivos; como su energia, sus estructuras (optimizacién de la geome-
tria), las frecuencias vibracionales, etc. Para realizar los célculos utiliza métodos
ab initio, teoria funcional de la densidad, semi-empiricos, de mecanica molecu-
lar e hibridos. Recalcando que mientras los calculos son mas precisos, el costo
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computacional es mucho mayor. 88

= Chimera: Es un programa de visualizacion interactiva y de analisis de estructu-
ras moleculares y datos relacionados. Este programa incluye mapas de densidad,
alineamientos de secuencia, resultados de acoplamientos, trayectorias y unida-
des conformacionales. Ademas con él se pueden generar imagenes y animaciones
de alta calidad. 9"-%¢7

« Gromacs: Es un programa que realiza dinamicas moleculares, es decir, simula
las ecuaciones newtonianas de movimiento para sistemas con cientos o millones
de particulas. Este software estd disefiado principalmente para moléculas bioqui-
micas como proteinas, lipidos y acidos nucleicos que tienen una gran cantidad
de complicadas interacciones enlazadas. Ademé&s proporciona un rendimiento
extremadamente alto en comparacién con todos los demas programas. 108114

» Autodock: Es un programa disefiado para predecir como pequefias moléculas
(como sustratos o farmacos) se unen a un receptor de estructura 3D conocida.
Ademaés es muy réapido, proporciona predicciones de alta calidad de las confor-
maciones de ligandos y buenas correlaciones entre las constantes de inhibicion
previstas y las experimentales. AutoDock también ha demostrado ser util en

acoplamiento ciego, donde la ubicacion del sitio de unién no se conoce.*®

3.1.3. Servidores en Internet

« APBS: Este servidor permite realizar calculos electrostaticos, y muestra co-
mo resultado un mapa de potencial electrostatico, el cual puede ser coloreado,
mostrando las superficies moleculares de distinto color segln el potencial elec-
trostatico que presentan. -7

= Rampage: Es un servidor que permite visualizar el grafico de Ramachandran,
en el cual se pueden visualizar todas las combinaciones posibles de angulos
diédricos ¥ contra ¢ en los aminoacidos de un polipéptido, los que contribuyen a
la conformacion de la estructura de las proteinas, por lo tanto, también permite
aproximar cual seria la estructura secundaria del péptido. 116117
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3.2. Metodologia

3.2.1. Optimizacion del Farmaco

Se construyo el farmaco (3S)-3-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroquinolin-2-(1H)-ona (PF-
04859989) en el programa Gauss View, respetando la estructura encontrada en bi-
bliografia, y asi se generd un archivo .gjf. Con el archivo (.gjf) obtenido se procedi6 a
optimizar la estructura del farmaco, para lo cual se usé el programa Gaussian, ya que
se prioriz6 una optimizacion geométrica y energética se usé la funcional CAM-B3LYP,
que presenta errores mas pequefios para las energias y se usé el set de bases TZVP
para obtener un mejor resultado. Obteniendo un archivo .log, que posteriormente fue
convertido a .pdb. Ademas, la funcional CAM-B3LYP, combina las cualidades hibri-
das de B3LYP vy la correccion de largo alcance (LC) a través del método de atenuacion
de Coulomb (CAM), la correccidn es importante ya que la utilizacién de funcionales
DFT convencionales acarrea una representacion erronea de la polarizacion. TZVP
significa triple zeta; donde zeta es el exponente de la funcion gaussiana y solo cambia
el tamafio del orbital pero no cambia la forma del orbital, ademas TZVP presenta
una funcion de onda mas precisa que en otros set de bases, sin embargo hay que tener
en cuenta que el tiempo de computacion también es mas alto.

Paralelamente se calcularon las cargas de Hirshfeld del farmaco PF-04859989, en el
programa Gaussian, a partir del archivo .gjf, es decir a partir de la construccién inicial
del farmaco, pero para obtenerlas se adicion6 un parametro (CAM-B3LYP/TZVP Sp
Pop=Hirshfeld), ya que sin este el programa brinda un archivo .log con las cargas
de Mulliken por defecto. Y como se menciono anteriormente, el analisis poblacional
de Hirshfeld es mucho mejor que el andlisis poblacional de Mulliken (es decir es
fisicamente mas realista).

Con las caracteristicas del farmaco PF-04859989, obtenidas a partir del archivo
.pdb (distancias de enlaces, angulos) y del segundo archivo .log (cargas de Hirshfeld
de los atomos) se declaré el campo de fuerza del farmaco, completando los archivos
atomtypes.atp, aminoacids.rtp, ffbonded.itp y ffnonbonded.itp del programa Gro-
macs. Cabe resaltar que para completar los archivos de manera rapida se uso la hoja
de calculo Xmark, que permite obtener la mayoria de los valores completando so6lo
algunos iniciales (como nombres, enlaces, distancias de enlaces y angulos). Luego de
declarar los campos de fuerza, se realiz6 una minimizacién de 500 ns en el programa
Gromacs, dentro del ensamble canonico, con solvente explicito (que considera deta-
lles de cada molécula del disolvente) y utilizando la Integracion Verlet, obteniendo
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un archivo .gro, al cual se le realiz6 una simulacién de dindmica molecular de 500 ns,
en el programa Gromacs, dentro del ensamble canonico, con solvente explicito, utili-
zando la Integracion Verlet y el termostato de Nose-Hoover. Obteniendo un segundo
archivo .gro, que fue convertido a .pdb. Es importante considerar, que se uso una caja
de 3x3x3 y se usd como solvente el agua modelo spc especificando —cs spc216.gro.

Ademas, también debemos considerar que el ensamble candnico ofrece una repre-
sentacion mas proxima a las situaciones fisicas reales, y que presenta el volumen, el
numero de particulas y la temperatura constantes. Adicionalmente el sistema estd en
contacto con el termostato de Nose-Hoover (que en realidad es un algoritmo) para
mantener la temperatura constante, y se utilizé la integracion de Verlet (que es un
método usado para integrar las ecuaciones de Newton de movimiento), ya que pro-
porciona una buena estabilidad numérica, reversibilidad en el tiempo, la preservacion
de la forma simpléctica en el espacio de fase y no presenta un mayor costo compu-
tacional. Para confirmar la calidad del célculo se realiz6 una evaluacion RMSD con
la estructura promedio, dentro del programa Gromacs. Resaltando que el RMSD no
solo se utiliza para proteinas sino también para moléculas orgéanicas pequefias (como
nuestro farmaco).

3.2.2. Modelamiento Estructural de KAT |

Se realizé la busqueda de la estructura 3D de la enzima KAT | unida al co-
factor PLP, en las bases de datos RCSB PDB (Protein Data Bank) disponible en
https://www.rcsb.org/pdb/home/home.do, y NCBI (National Center of Biotechno-
logy Information) disponible en https://www.ncbi.nlm.nih.gov/, con el fin de obtener
los mejores archivos .fasta y .pdb de dicha enzima.

A partir del .pdb, se completaron los aminoacidos faltantes de la enzima en el pro-
grama Chimera y se obtuvo un nuevo archivo .pdb. Paralelamente se construyé en
GaussView una lisina unida al PLP, como se apreciaba en el archivo .pdb que se en-
contrdé. Ademas a la lisina unida al PLP se le nombr6 como LMP. Y con el archivo .gjf
que se construyd en GaussView, se optimizd la geometria y se obtuvieron las cargas
de Hirshfeld del LMP, en el programa Gaussian, utilizando los mismos parametros
gue se usaron para optimizar la estructura y obtener las cargas del farmaco.

El archivo .log de la optimizacion se convirtio a .pdb, y a partir de este se ob-
tuvieron los datos de los angulos y las distancias de los enlaces. A partir del .log
de las cargas de Hirshfeld, se obtuvieron las cargas de los atomos del LMP. Con
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los datos obtenidos se declard el campo de fuerza del LMP, completando los archivos
atomtypes.atp, aminoacids.rtp, ffbonded.itp y ffnonbonded.itp del sistema OPLS-AA
del programa Gromacs. Luego se realizO una minimizacion de 200 ns en el progra-
ma Gromacs, dentro del ensamble candnico, con solvente explicito y utilizando la
Integracion Verlet, obteniendo un archivo .gro, al cual se le realiz6 una simulacion
de dindmica molecular de 50 ns, en el programa Gromacs, dentro del ensamble ca-
nonico, con solvente explicito, utilizando la Integracion Verlet y el termostato de
Nose-Hoover. Obteniendo un segundo archivo .gro, que fue convertido a .pdb.

Ademas, para este proceso se usd una caja de 15x15x15 y se us6 como solvente
el agua modelo spc especificando -cs spc216.gro. Por otra parte, para confirmar la
calidad del célculo se realizd una evaluacion RMSD con la estructura promedio. Ya
que la evaluacion RMSD se usa como una medida cuantitativa de la similitud entre
dos 0 mas estructuras moleculares, como nuestra enzima, para valorar cuan bien
la estructura presentada coincide con la estructura objetivo conocida. Por lo tanto,
cuanto menor es la RMSD, mejor es el modelo en comparacion con la estructura
objetivo.

También se realizé una evaluacion RMSF para evaluar la fluctuacion de cada ami-
noécido. La raiz de la fluctuacion cuadratica media (RMSF) es una medida de la
desviacién entre la posicion de una particula y alguna referencia previa de dicha posi-
cién. Es decir este analisis resaltara las porciones de estructura que estan fluctuando
(méas o menos) con referencia a la estructura media. Ademas, la diferencia entre el
RMSD y el RMSF, es que en este ultimo se promedia tiempo, dando un valor para
cada particula; y en el RMSD el promedio es tomado sobre las particulas, dando
valores especificos de tiempo.

Adicionalmente se realizé una evaluacion DSSP para apreciar la estructura secun-
daria de la enzima. DSSP significa Definir la Estructura Secundaria de las Proteinas,
y es un método para atribuir una estructura secundaria a los aminoacidos de la protei-
na en estudio, en nuestro caso, la enzima KAT 1. EI DSSP comienza identificando los
enlaces de hidrégeno dentro de la cadena principal de la proteina y en base a esto, se
asignan ocho tipos de estructuras secundarias: o hélice, hélice =, 310 hélice, puentes
beta, ldminas beta, coil (bucles), giros, bend (para regiones de alta curvatura).

Y para confirmar la calidad de la estructura de la enzima se realiz6 una evaluacion
Ramachandrén. El grafico de Ramachandran es una forma de visualizar las regiones
energéticamente permitidas para los angulos diedros W de la estructura contra los
angulos diedros ¢, de los aminoécidos en la estructura de la proteina, en nuestro
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caso la enzima KAT-l. Ademas, tomamos en consideracion, que el area permitida
para la Gly (glicina) es considerablemente mas grande y que para la Pro (prolina),
el grafico muestra un ndmero limitado de combinaciones posibles de los angulos ¥y
¢. En esta evaluacion se tomé en consideracion que, el sitio de union al sustrato de
KAT-1 consiste en una region de residuos aromaticos que son Trpl8, Tyrl0l y
Phel25 de un mondémero, y Tyr63, Phe278 e His279 del segundo mondmero en el que
se inserta la cadena lateral del sustrato. Ademas, otro aminoacido muy importante es
la lisina catalitica (del centro activo) que es el aminoécido 247 (Lys 247), el cual como
estaba unido al cofactor PLP, lo nombramos LMP. Todas estas consideraciones fueron
tomadas para verificar posteriormente si estos se encontraban las regiones favorecidas
0 permitidas, ya que son de suma importancia.

3.2.3. Acoplamiento del Farmaco con el Receptor

Se realizd un acoplamiento o docking, a partir del archivo promedio .pdb del far-
maco y el archivo promedio .pdb de la enzima, en el programa Autodock. Para lo
cual se generaron dos archivos .pdbqgt a partir de los archivos .pdb antes menciona-
dos. Y se tomd en consideracion en la opcion Dash Board, que el centro activo de
dicha enzima se encuentra en la lisina 247, que estd unida covalentemente con un
enlace de base Schiff al cofactor PLP. Ademas, por la presencia de dicho cofactor,
se modificaron los parametros del archivo de grid .gpf de Autodock, incorporando
la frase for every atom involved para que el programa pueda reconocer al fosforo;
adicionalmente en la interface del programa se adiciond al fosforo, yendo inicialmente
a la opcion Grid, luego Set, luego Map Types y finalmente Direct. Adicionalmente,
cabe resaltar que se escogieron las opciones Run- Run Autogrid y Run- Autodock,
para generar un archivo .dlg que contenga los acoplamientos. A partir de este archivo
final .dlg generado en el proceso del docking (no del grid), se escogi6 el acoplamiento
con menor energia de los 50 acoplamientos obtenidos.

A partir del acoplamiento escogido, se generé un archivo .pdb (enzima-farmaco),
que se estabiliz6 con una minimizacion de 200 ns, en el programa Gromacs, den-
tro del ensamble canonico, con solvente explicito y utilizando la Integracién Verlet,
obteniendo un archivo .gro. Con el archivo .gro se realiz6 una simulacion de dinami-
ca molecular de 10 ns, en el programa Gromacs, dentro del ensamble candnico, con
solvente explicito, utilizando la Integracion Verlet y el termostato de Nose-Hoover.
Obteniendo un segundo archivo .gro, que fue convertido a .pdb.

Cabe recalcar, que en este proceso también se usd una caja de 15x15x15y se usé
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como solvente el agua modelo spc especificando -cs spc216.gro. Ademas, para confir-
mar la calidad del acoplamiento se realizd una evaluacion RMSD tras la simulacion
de dindmica molecular, dentro del programa Gromacs. Recordando que el criterio de
aceptacion, es un RMSD menor 2A

3.2.4. Evaluacién de las Propiedades

A partir del archivo final .pdb del acoplamiento ya estabilizado, se evalud el poten-
cial electrostatico, utilizando el software APBS. EI mapa obtenido se coloreé de azul,
blanco y rojo (positivo, neutro y negativo); para distinguir los diferentes potenciales
electrostaticos en el acoplamiento. Es importante evaluar el potencial electrostatico
para describir o validar el posible comportamiento de la macromolécula (en nuestro
caso el del acoplamiento), siempre tomando en cuenta ciertos conceptos de la elec-
trostéatica clasica y la electrostatica de macromoléculas, como que sobre la superficie
de las macromoléculas se generan potenciales eléctricos, por los residuos cargados,
que influyen en su conformacion y propiedades.

Ademas, se reconocieron los puentes de hidrogeno del acoplamiento. Ya que los
puentes de hidrogeno son enlaces que se dan entre moléculas (farmaco-enzima), y
como se desea evaluar la interaccion entre el farmaco y la enzima, evaluar la comu-
nicacion entre ambos que apoye la estabilidad de la interaccion es importante.
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Capitulo 4

Resultados y Discusion

4.1. Optimizacién del Farmaco

Mediante el uso del software GaussView en coordenadas cartesianas, se procedio a
construir la estructura tridimensional del farmaco de prueba denominado (3S)-amino-
1-hidroxi-3,4-dihidroquinolin-2(1H)-ona, la cual presentamos en la figura 4.1(a). Con
la estructura inicial, iniciamos la basqueda de la estructura en su estado estacionario o
fundamental, normalmente este se halla relacionada a un minimo en la hipersuperficie
de potencial. Para ello se trabajo en el marco de la teoria de funcionales de la densidad,
he hicimos uso de la funcional de intercambio de Becke (B3), la correlacion de Lee,
Yang y Parr (LYP), con una correccion de atenuacion coulombica (CAM), y una
funcién de base TZVP.

(a) Estructura inicial (b) Estructura final

Figura 4.1: Farmaco (3S)-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroquinolin-2(1H)-ona vi-
sualizado en GaussView.

La optimizacion de la estructura se realizO en coordenadas cartesianas y no en
coordenadas internas, la estructura final obtenida se muestra en la figura 4.1(b).
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Tabla 4.1: Cargas de Hirshfeld del Farmaco

Num. Atomo Cargas Hirshfeld

1 C 0.045676
2 C -0.012407
3 C -0.048040
4 C -0.055092
5 C -0.044764
6 C -0.054280
7 H 0.050524
8 H 0.050054
9 H 0.052885
10 H 0.052054
11 N 0.006965
12 C -0.061090
13 H 0.046374
14 H 0.046832
15 C 0.025485
16 H 0.040980
17 C 0.187290
18 O -0.163869
19 H 0.161700
20 O -0.299779
21 N -0.244888
22 H 0.113018
23 H 0.104372
Total 0.000000

Con la estructura optimizada, realizamos un célculo de frecuencias, para deter-
minar en forma matematica si nos hallabamos en el estado fundamental, en el caso
de que algin elemento de la matriz de los Hessianos fuera negativa, estos seria indi-
cativo de que no nos hallamos en un pozo de potencial, en nuestro caso se obtuvo
cero frecuencias imaginarias, lo que nos habla de que realmente nos hallamos en un
minimo de la superficie de potencial, una curiosidad del proceso de optimizacion, es
que el hidrégeno del grupo hidroxilo roté hacia el oxigeno carbonilico de la estructura.
Adicionalmente, realizamos el analisis poblacional en la aproximacién de las cargas
de Hirshfeld, lo que presentamos en la Tabla 4.1.

De nuestro analisis poblacional de Hirshfeld, apreciamos que el &tomo con la mayor
carga positiva es el C—17, y el de mayor carga negativa es el O—20. Estas cargas, son
indispensables, para el disefio de los campos de fuerza, que requerimos introducir para
nuestros calculos posteriores. Debido fundamentalmente, a que son parte importante
de los términos no enlazantes, de las formas funcionales de los campos de fuerza.
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Usando el formalismo del campo de fuerza OPLS-AA, definimos los &tomos nece-
sarios para el reconocimiento de nuestro farmaco, esto se introdujo en los archivos que
definen los tipos de atomos (archivo atomtypes.atp), su definicién interna como mo-
lécula (archivo aminoacids.rtp), la naturaleza de las uniones que pueden ser el enlace,
el angulo, el diedro (archivo ffbonded.itp) y la definicion de los términos Coulombicos
y de Lennard-Johns (archivo ffnonbonded.itp). Como resultado, logramos el recono-
cimiento de la estructura como se muestra en la figura 4.2(a), a esta estructura, se
le realiz6 una primera minimizacién en el contexto de la mecanica molecular en la
cual se minimiza las fuerzas interactuantes entre los atomos definidos, obteniendo la
estructura presentada en la figura 4.2(b).

(@) Estructura antes de la minimiza-
cion.

(c) Estructura antes de la minimizacion, (d) Estructura tras la minimizacion, en
en Gauss View Gauss View.

Figura 4.2: Farmaco (3S)-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroquinolin-2(1H)-ona vi-
sualizado en Chimera y Gauss View.

Para verificar el adecuado funcionamiento del campo de fuerza, se procedioé a una
simulacion de dinamica molecular, de nuestro farmaco en un ensamble Candnico, por
un tiempo de simulaciéon de 500ns, a la temperatura de 309.65°K. En la figura 4.3(a),
se presenta la estructura final de la simulacién de dinamica molecular del farmaco.
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(@) Estructura tras la simulacion dina- (b) Estructura tras la simulacion dina-
mica molecular, visualizada en Chimera. mica molecular, visualizada en Gauss
View.

Figura 4.3: Farmaco (3S)-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroquinolin-2(1H)-ona vi-
sualizado en Chimera y Gauss View, tras la dindmica.

Una vez realizado la simulacion de dinamica molecular, para comprobar si llegamos
a la region de equilibrio, calculamos la raiz cuadrada de la desviacién media estandar,
lo cual presentamos en la figura 4.4, de donde se desprende que llegamos en forma
temprana a la zona equilibrio, y con una dispersién no mayor a 0.15nm, por debajo
de lo recomendado en la literatura (0.2nm). %
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Figura 4.4: Evaluacion RMSD del farmaco tras la dinamica, donde el eje y esta
en nm y el eje x en ps.

Podemos apreciar, que los pardmetros adicionados al campo de fuerza en la es-
tructura de OPLS-AA, son correctos, y reproducen en forma adecuada la estructura
optimizada a nivel de la mecanica cuantica, y los términos de Lennard-Johns de lar-
go alcance fueron adecuadamente descritos a nivel clasico, en concordancia con los
analisis cuanticos.

Ademas se realizaron dos analisis adicionales,el potencial electrostatico del farmaco
y la densidad total de carga, que se muestran a continuacion.
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(a) Estructura

(b) Potencial electrostatico

(c) Densidad total de carga

Figura 4.5: Estructura del farmaco, potencial electrostatico y densidad total
de cargas del mismo, visualizados en GaussView.
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4.2. Modelamiento Estructural de KAT I

Para poder iniciar el modelamiento de la KAT-I, es indispensable iniciar de la
estructura primaria, 0 secundaria en su defecto, que se halle reportado en la biblio-
grafia. Mediante el uso de las bases de datos RCSB PDB y NCBI, se encontraron
cuatro archivos con la informacion requerida, estos son: 1w7l, Iw7m, 1w7n y 4wlh,
segun la nomenclatura PDB, en todos los casos corresponden a la KAT-1 humana (la
enzima unida a su cofactor) los cuales se muestran en la figura 4.6.

(b) 1w7m.

(©) 1w7n. (d) 4wlh.

Figura 4.6: Estructuras secundarias de la KAT-I visualizados en Chimera.

En la figura 4.6(a), muestra la estructura secundaria correspondiente al archivo
con cadigo 1w7l, que presentaba a la informacion de la KAT-1 humana, con un total
de 422 aminoacidos. Sin embargo, el archivo presentaba siete aminoacidos faltantes,
los cuales son: Met-1, Ala-2, Lys-3, lle-149, GIn-150, Asn-151 y Leu-422. Asi mismo,
la Lys-247 y el PLP aparecian como residuos distintos, y no presentaban los &tomos
de hidrégeno, lo que dificulta la declaracion en el campo de fuerza. La figura 4.6(b),
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presenta la estructura secundaria para el archivo con codigo 1w7m, contiene la KAT-
| humana, con 422 aminoacidos, en complejo con L-Phe. Sin embargo, este archivo
también presentaba siete aminoacidos faltantes, los cuales son: Met-1, Ala-2, Lys-3,
lle-149, GIn-150, Asn-151 y Leu-422. En forma similar al caso anterior, la Lys-247
y el PLP aparecian como residuos distintos también, y faltaban los hidrogenos del
sistema. Adicionalmente, la figura 4.6(c), nos muestra la estructura secundaria del
archivo con codigo 1w7n, que contiene a la KAT-I humana, con 422 aminoacidos,
pero presentaba a su cofactor PLP, en su forma PMP. Ademas, presentaba los siete
aminoacidos faltantes, los cuales son: Met-1, Ala-2, Lys-3, lle-149, GIn-150, Asn-151
y Leu-422, la Lys-247 y no presentaba hidrégenos. En la figura 4.6(d), presentamos
la estructura secundaria de con cddigo 4wlh, que presentaba a las cadenas A y B de
la KAT-1 humana, con 422 aminoacidos cada una, también presentaban aminoacidos
faltantes, que eran: Met-1, Ala-2, Lys-3, Gly-147, Pro-148, lle-149, GIn-150, Asn-151
y Gly-152, y nombraba a la Lys-247 como residuo IT1, ya que estaba unida al PLP,
a diferencia de los otros archivos. Ademas presentaba sus hidrégenos completos.

Debido a la completitud de la informacion en los archivos, se seleccion6 la 4wih,
que era el mas adecuado para trabajar, ya que presentaba sus hidrégenos completos,
y como solo se trabajé con una cadena, se limpi6 el archivo y se elimind la cadena
B. Por consiguiente, se busco el archivo .fasta del archivo 4wlh, que se muestra en la
figura 4.7.

>4WLH : A|PDBID | CHAIN | SEQUENCE

MAKQLQARRLDGIDYNPWVEFVKL ASEHDVVNLGQGFPDFPPPDF AVEAFQHAVSGDFMLNQYTKTFGYPPLTKILASFF
GELLGQE IDPLRNVLYTVGGYGALF TAFQALVDEGDEV 1 I IEPFFDCYEPMTMMAGGRPYFVSLKPGPIONGEL GSSSNW
QLDPMEL AGKFTSRTKALVLNTPNNPLGKVFSREELELVASLCQQHDVVCI TDEVYQWMVYDGHQHISTASLPGMWERTL
TIGSAGKTFSATGWKVGWYL GPDHIMKHLRT VHQNSVFHCP TQSQAAVAESFEREQLLFRQPSSYFYQFPQAMQRCRDHM
IRSLQSVGLKPIIPQGSYFLITDISDFKRKMPDLPGAVDEPYDRRFVKWHIKNKGLVAIPYSIFYSVPHQKHFDHY IRFC
FVKDEATLQAMDEKL RKWKVEL

>4WLH:B|PDBID|CHAIN| SEQUENCE

MAKQLQARRLDGIDYNPWVEFVKL ASEHDVVNLGQGFPDFPPPDF AVEAFQHAVSGDFMLNGY TKTFGYPPLTKILASFF
GELLGQEIDPLRNVLVTVGGYGALFTAFQALVDEGDEVIIIEPFFDCYEPMTMMAGGRPYFVSLKPGPIQNGELGSSSNW
QLDPMELAGKFTSRTKALVLNTPNNPLGKVFSREELELVASLCQQHDVYCITDEVYQWMVYDGHQHISTASLPGMWERTL
TIGSAGKTFSATGWKVGWYL GPDHIMKHLRTYHQNSYFHCPTQSQAAYAESFEREQLLFRQPSSYFVQFPQAMQRCRDHM
IRSLQSVGLKPIIPQGSYFLITDISDFKRKMPDLPGAVDEPYDRRFYKWMIKNKGLYAIPYS IFYSVPHQKHFDHYIRFC
FVKDEATLQAMDEKL RKWKVEL

Figura 4.7: Archivo tipo fasta de la 4wih.

Se procedi6 a completar los restos de aminodcidos faltantes respecto al archivo
4wlh, la estructura secundaria resultante se muestra en la figura 4.8, esta cuenta
con 422 amino4cidos, iniciando por Met-1 y finalizando en la Leu-422; asi mismo,
la Lys-247 se halla unida al cofactor PLP y sin presentar modificaciones en dicho
residuo.
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Figura 4.8: KAT-I unida a su cofactor visualizada en Chimera.

El residuo de Lisina unida al cofactor (PLP) en nuestro estudio, lo renombramos
como LMP tras construirlo en GaussView y declarados en el campo de fuerza OPLS-
AA, la estructura del LMP, fue optimizado en Gaussian-09, se realiz6 un calculo
de simple punto "SP", sobre la estructura optimizada, para obtener las cargas de
Hirshfeld y que puedan ser introducidas en la declaracién de los campos de fuerza, de
esta forma se logré que el programa Gromacs reconozca a KAT-l unida al cofactor,
como se muestra en la figura 4.9(a). Sin embargo, existia una separacion entre el LMP
y los aminoacidos colindantes 246-248, esto se puede ver en la figura 4.9(b).

(a) Estructura reconocida. (b) Acercamiento al residuo LMP-247

Figura 4.9: KAT-I unida al cofactor (PLP) visualizada en Chimera

Adicionalmente, el célculo para obtener las cargas de Hirshfeld, dio como resultado
los datos que presentamos en la Tabla 4.2. También notamos que la sumatoria total
de las cargas es igual a cero.
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Tabla 4.2: Cargas de Hirshfeld de LMP

Num. Atomos Q. Hirshfeld | Num. Atomos Q. Hirshfeld
1 C 0.073116 22 O -0.209174
2 C 0.093830 23 N -0.185335
3 C -0.024376 24 C -0.100711
4 C -0.015944 25 H 0.051081
5 C 0.009009 26 H 0.044600
6 N -0.259018 27 H 0.045648
7 C 0.057765 28 H 0.043495
8 C 0.107020 29 H 0.037367
9 (@) -0.098469 30 H 0.035928
10 C -0.059067 31 H 0.041468
11 C -0.059660 32 H 0.040120
12 C -0.058442 33 H 0.037407
13 C -0.001151 34 H 0.052334
14 N -0.139165 35 H 0.054508
15 (@) -0.368485 36 H 0.062009
16 P 0.654172 37 H 0.051432
17 O -0.151590 38 H 0.135431
18 (@) -0.146475 39 H 0.046686
19 (@) -0.209111 40 H 0.047528
20 C 0.044350 41 H 0.047695
21 C 0.065281 42 H 0.105894

Del anélisis poblacional de Hirshfeld, apreciamos que el &tomo con la mayor carga
positiva es el fésforo namero 16 con un valor de 0.654172, y el &omo con la mayor
carga negativa es el oxigeno 15, con un valor de -0.368485. Como ya se menciond estas
cargas son indispensables para realizar los siguientes pasos metodoldgicos realizados
en la presente investigacion.

Por efecto de la introduccion de un nuevo resto como es el LMP, tuvimos que
declarar pardmetros adicionales en los archivos de Gromacs, tanto para los términos
enlazantes como no enlazantes. Y se logro que el programa reconozca el archivo en
formato "pdb", de la enzima KAT-I completa y sin rupturas (entre los aminoacidos
Gly,246-Thr,248 y el residuo LMP), como se muestra en la figura 4.10(a), y un acer-
camiento en la figura 4.10(b). Luego de una primera minimizacion de las fuerzas sobre
la estructura, obtuvimos la estructura presentada en la figura 4.10(c), mientras que
un acercamiento de la misma se presenta en la figura 4.10(d).
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(@) Estructura antes de la minimiza-
cion.

(c) Estructura después de la minimiza- (d) Acercamiento del LMP-247.
cion.

Figura 4.10: KAT-I unida al cofactor (PLP) visualizada en Chimera.

Después de tener la estructura en la minima interaccion de sus fuerzas, se pro-
cediod a realizar una simulacion de dindmica molecular, en un ensamble Canonico, a
una temperatura fisioldgica de 309.65°C, por un periodo de 50ns, luego del proceso
de simulacion, obtuvimos as estructuras promedio para la zona de equilibrio, la cual
se presenta en la figura 4.11(a), y un acercamiento se presenta en la figura 4.11(b).
Podemos apreciar, que la estructura ha llegado a una fase de equilibrio y sus angulos
y diedros se hallan en forma correcta para la visualizacion. Para poder determinar
en forma adecuada la region de equilibrio, realizamos una gréfica del RMSD, la cual
presentamos en la figura 4.12(a), donde se visualiza que llegamos en forma tempra-
na al equilibrio, aproximadamente a los 7ns, con una dispersién menor de 0.15nm,
generando confiabilidad respecto a nuestros resultados.
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(@) Estructura después de la simulacion (b) Acercamiento al residuo LMP-247
de dinamica.

Figura 4.11: KAT-I unida al cofactor (PLP) visualizada en Chimera

Asi mismo, se realiz6 un RMSF para verificar la fluctuacion por atomo, que dio
como resultado la figura 4.12(b), donde se aprecia que la fluctuacion es menor a
1, y es la region que corresponde a los 700 primeros atomos, los que contribuyen
enormemente a la fluctuacion, o movimiento de la estructura durante la simulacion
de dinamica molecular, y estos son los que corresponden a la region que faltaban en
la estructura inicial, y que nosotros completamos en la estructura secundaria, para
poder iniciar nuestro proceso de simulacién molecular.
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(a) Evaluaciéon RMSD. (b) Evaluacion RMSF.

Figura 4.12: Evaluaciones RMSD, donde el eje y estd en nm y el eje x en ps;
y evaluacion RMSF tras la dindmica, donde el eje y esta en nm y el eje x en
atomos.

Para poder comparar con las estructuras experimentales o también denominadas
empiricas, son los diagramas de Ramachandran lo que nos permiten confirmar la ca-
lidad de la estructura obtenida para la enzima. En el esquema de Ramachandran,
se grafica la relacién entre dos angulos, el de rotacion sobre su eje y el de desplaza-
miento. Mediante el uso de servidores, se obtuvo el diagrama que se muestra en la
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REPOSITORIO DE

figura 4.13(a). Donde se obtuvo 90.4 % de residuos o0 aminoacidos dentro de la region
favorecida, 8.4% de aminoacidos dentro de la region permitida y sélo 1.2% de ami-
noacidos en las regiones desfavorecidas, como es el caso de Asp-44, Ser-143, Arg-174
y Ser-337, y cabe resaltar que ninguno de estos es parte del centro catalitico o centro
activo.

®&]  General/Pre-Pro/Proline Favoured [ % 4 General/Pre-Pro/Proline Allowed
x Glycine Favoured % Glycine Allowed

] General Favoured [ General Allowed

| Glycine Favoured Glycine Allowed
Pre-Pro Favoured [ 1 Pre-Pro Allowed
Proline Favoured | Proline Allowed

Number of residues in favoured region (~98.0% expected) : 376 (90.4%) Number of residues in favoured (~98.0% :

B region (~98.0% expected)  : 376 (90.4%)
Number of residues in allowed region (~2.0% expected) : 35 (8.4%) Number of residues in allowed region (~2.0% expected) : 35 (8.4%)
Number of residues in outfier region 15 (1.2%) Number of residues in outlier region 15 (1.2%)

(a) Diagrama de Ramachandran General (b) Diagrama de Ramachandran Desglosa-
do

Figura 4.13: Diagrama de la evaluacion Ramachandran.

En el diagrama representado en la figura 4.13(b), nos damos cuenta que en las
regiones de glicinas, prolinas o preprolinas no tenemos ninguno de los residuos desfa-
vorecidos. Esto nos indica en forma directa, que la estructura a la que hemos llegado,
debe existir en la naturaleza, y que si existe, es la fase en equilibrio de forma predo-
minante con la estructura secundaria que se reporta.

Adicionalmente, se evallo la estabilizacion de la estructura secundaria durante el
proceso de la simulacion de dinamica molecular, esto se realizé6 mediante el programa
DSSP, interfaseado con el programa Gromacs, los resultados obtenidos los podemos
apreciar en la figura 4.14, donde se puede observar que muchos residuos forman o-
hélices y permanecen aparentemente constantes durante la simulacién de dinamica
molecular, estas tienden a mantenerse en el tiempo, otros residuos forman hojas-p y
puentes B que también se mantienen en el tiempo.
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Figura 4.14: Gréfico de la evaluacion DSSP.

En la mayoria de los casos las estructuras secundarias definidas, tales como a-
helices, hojas-B y B invertidas se han conservado, durante el proceso de la simulacién
de dindmica molecular, cuando ocurre esto, por lo general sabemos que la estructura
ha llegado en forma temprana a su estado de equilibrio, lo que hace de la estructura,
una forma estable en la que la proteina puede estar en la naturaleza.

4.3. Acoplamiento del Farmaco con el Receptor

El proceso de acoplamiento o "Docking”, se puede trabajar en tres potenciales
formas: 1) cuando se mantienen las dos estructuras en forma rigida, es decir tanto
el farmaco como el receptor, 2) cuando dejamos en forma flexible el farmaco y en
forma rigida el receptor, y 3) cuando tanto el farmaco como el receptor son dejados
en su forma flexible. De estas tres formas, nosotros procedimos a través de la primera
aproximacion, ya que requiere un menor tiempo de cémputo y a que nos brinda
estructuras aproximadas que luego pueden ser refinadas por medio de una simulacion
de dindmica molecular. Es asi que, mediante el programa AutoDock, y usando la
funcién "score", logramos identificar 50 estructuras probables del acoplamiento entre
el farmaco y la enzima KAT-I, ordenados de menor a mayor energia relativa. Siendo
el acoplamiento de menor energia el de la corrida 24 (por tanto el de mayor "score"),
que se muestra en la figura 4.15(a) y una ampliacion de la estructura respecto al sitio
de interaccion en la figura 4.15(b).
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(@) Acoplamiento de menor energia. (b) Acercamiento del acoplamiento.

Figura 4.15: Acoplamiento de la enzima KAT-I unida al cofactor (PLP) vy el
farmaco visualizado en Chimera.

A la estructura seleccionada, con el criterio del mejor "score", se le realiz6 una
minimizacién de las fuerzas sobre el sistema, la cual nos dio como resultado la estruc-
tura que se presenta en la figura 4.16(a), y una ampliacion respecto al sitio activo lo
podemos observar en la figura 4.16(b).

(a) Minimizacién del acoplamiento. (b) Acercamiento del acoplamiento.

Figura 4.16: Minimizacion del acoplamiento visualizado en Chimera.

Con solo el proceso de minimizacién los atomos tanto del farmaco como del recep-
tor, quedan en las posiciones adecuadas. Y listas para la simulacion de la dindmica
molecular.

Para el sistema acoplado, procedimos a realizar una simulacion de dinamica mole-
cular de 10ns, en un ensamble Candnico, obtuvimos las estructuras presentadas en la
figura 4.17(a), asi mismo, en la figura 4.17(b) presentamos una ampliacion del sitio
de interaccion entre el farmaco y el receptor protéico.
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Figura 4.17: Simulacion de dinamica molecular del acoplamiento visualizado
en Chimera.

Cuando realizamos el analisis de la trayectoria, obtuvimos el gréafico presentado
en la figura 4.18, donde se visualiza el RMSD, verificando que llegamos en forma
temprana a la zona equilibrio y con una dispersion menor de 0.2 nm.
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Figura 4.18: Evaluaciones RMSD tras la dindmica, donde el eje y estd en nm
y el eje x en ps.
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(c) Acercamiento del centro activo. (d) Acercamiento del centro activo.

Figura 4.19: Mapa del Potencial Electrostatico tras la simulacién de dinamica
molecular del acoplamiento visualizado en Chimera.
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Con las estructuras promedio, calculadas en la zona de equilibrio, pasamos a un
proceso de minimizacion para que las fuerzas sean minimas, lo que se muestra en la
figura 4.19(a), a la cual se le calculo el potencial electrostatico mediante el software
APBs, y se ha mapeado sobre la superficie hidrofobica del sistema, como podemos ver
en la figura 4.19(b), donde el color azul indica que la superficie es predominantemente
positiva, y el color rojo indica que la superficie es predominantemente negativa.

La superficie de energia potencial, mapeado sobre la superficie hidrofobica, nos
muestra amplias regiones negativas y pequefias islas positivas. El centro de interaccion
se muestra mayormente negativo, como podemos observar en la figura 4.19(c) y en la
figura 4.19(d), de donde podemos deducir que el sitio activo o sitio de interaccion es
predominantemente susceptible de un proceso de ataque por parte de electrofilos. Es
por ello que, nuestro farmaco de prueba puede acceder a la regidn del sitio activo. ya
que cuenta con una amplia region de densidad electrénica remanente.

Adicionalmente, se realizé una analisis de los puentes de hidrogeno en la estructura
acoplada, el resultado se muestra en la figura 4.20(a), donde podemos apreciar que la
estructura cuenta con puentes de hidrogeno dispersos, asi mismo, cuando realizamos
un acercamiento, se aprecia que hay puentes de hidrégeno que comunican al residuo
LMP vy al farmaco, como podemos apreciar en la figura 4.20(b).

(a) Puentes de hidrégeno en el acoplamien- (b) Acercamiento del acoplamiento.
to.

Figura 4.20: Puentes de Hidrogenos apreciados tras la simulacion de dindmica
molecular del acoplamiento visualizado en Chimera.

Estos resultados corroboran la potencial estabilidad de la interaccién entre el far-
maco en estudio y el receptor, y adicionalmente, el farmaco forma puentes de hidro-
geno con la estructura, para generar una mayor estabilizacion del sistema complejo.
Convenientemente, esto se da en el sitio activo de la enzima, haciendo esta interaccién
aun mas optima.
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Conclusiones

Primero. Se logro optimizar el Farmaco (3S)-3-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroquinolin-
2-(1H)-ona.

Segundo. Se logr6 modelar estructuralmente la Quinurenina Aminotransferasa |
( KAT 1).

Tercero. Se logré acoplar el farmaco (3S)-3-amino-1-hidroxi-3,4-dihidroquinolin-
2-(1H)-ona con el receptor Quinurenina Aminotransferasa | ( KAT 1).

Cuarto. Se logro evaluar las propiedades del acoplamiento.
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Recomendaciones

Se recomienda realizar el acoplamiento con la estructura de la KAT-1 en QMMM y
con diferentes tipos de derivados del farmaco, también mediante QMMM, vy realizar
calculos de la energia libre.
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