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Resumen

La esquizofrenia es un trastorno psiquiatrico con una prevalencia a nivel mundial del
1%. Su tratamiento consiste en el uso de farmacos antipsicéticos, los cuales son
antagonistas a los receptores dopaminérgicos D>. A pesar de que este tratamiento tiene
un impacto positivo en los pacientes con este trastorno, hay evidencias de los efectos
adversos que éstos provocan cuando su uso es cronico.

En los ultimos afios, las herramientas computacionales en el disefio de farmacos han
permitido un avance eficaz en la produccion de nuevas propuestas terapéuticas. Entre
sus bondades se encuentran la minimizacion de tiempo y de recursos que son
consumidos en el proceso de investigacion.

Por tal motivo, en esta investigaciéon se analizé la estructura de antipsicéticos
comerciales y se buscaron nuevos andamios moleculares con probable actividad
antagodnica hacia el receptor dopaminérgico D2, usando estudios de Relacion Cuantitativa
estructura-Propiedad (QSPR), cribado molecular en bases de datos, analisis de similitud
molecular, y acoplamiento molecular (docking).

En el presente estudio se encontr6 que modelo QSPR que asocia caracteristicas
estructurales de antipsicéticos y otros farmacos que atraviesan la barrera
hematoencefalica (BHE) con su logBB. Este modelo se utiliz6 para predecir la
permeabilidad de las moléculas obtenidas del estudio de cribado molecular y fungir como
un filtro de moléculas para el estudio de acoplamiento molecular. Ademas, se propuso un
modelo farmacofdrico partiendo de los antipsicéticos de estudio. Este modelo fue util en
el acoplamiento molecular de los antagonistas y para la eleccion de los candidatos. Al
finalizar el trabajo, fue posible encontrar dos andamios moleculares (ZINC00652390 y
PubChem-8933173) con un valor positivo de logBB y alta similitud molecular a los
antagonistas conocidos y que interaccionan de una manera similar con el receptor

dopaminérgico Do.



Abstract

Schizophrenia is a psychiatric disorder with a worldwide prevalence of 1%. Its
treatment is the use of antipsychotic drugs that are antagonists to dopamine D2 receptors.
Even though this treatment has a positive impact on patients with this disorder, there is
evidence of the adverse effects caused when its use is chronic.

In recent years, computational tools in drug design have allowed efficient progress
in the production of new therapeutic agents. Among its benefits are the minimization of
time and resources consumed in the research process.

For this reason, in this research the structural characteristics of antipsychotics were
analyzed, and the search for molecular scaffolds with probable antagonic activity on the
dopamine D2 receptor was performed, using the Quantitative Structure-Property
Relationship studies (QSPR), virtual screening in databases, molecular similarity analysis,
and molecular docking studies.

In this work, a QSPR model was found that associates structural characteristics of
both antipsychotics and other drugs that cross the blood-brain barrier (BBB) with their
logBB. This model was used to predict the permeability of the molecules obtained from
the virtual screening and serve as a filter of compounds for the molecular docking.
Furthermore, based on the study of the antipsychotics, a pharmacophoric model was
proposed. This model was helpful for the docking and for the selection of the candidate
compounds. At the end of the work, it was possible to find two molecular scaffolds
(ZINC00652390 and PubChem-8933173) with a positive value of logBB and high
molecular similarity to the known antagonists, and which interact in a similar with the

dopamine D2 receptor.
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1. Introduccion




1.1 Disefo de Farmacos Asistido por computadora

La investigacion de un nuevo farmaco es un proceso que involucra una serie de
pasos, desde entender la enfermedad y la identificacion de la diana bioldgica, hasta
proponer los modelos de estudio que permitan identificar compuestos lideres que
sean potenciales para el tratamiento de la enfermedad de interés. Sin embargo, este
proceso llega a ser costoso, de un largo tiempo y de gran impacto ambiental, por lo
que uno de los grandes retos en la actualidad es impulsar nuevas formas de estudio
que ayuden a mejorar y acelerar este proceso. En los ultimos afios se han
desarrollado nuevas herramientas para innovar la investigacion de farmacos, entre
ellas, el disefio de farmacos asistido por computadoras.’

Una de las ventajas del disefio de farmacos asistido por computadora (CADD,
por sus silgas en inglés) es que permite el uso minimo de recursos y tiempo para la
obtencién y optimizacién de nuevas estructuras lideres que tengan alta
especificidad, potencia y eficacia para el tratamiento terapéutico.? Una vez que se
encuentran estas estructuras, pueden obtenerse modelos computacionales, para
poder predecir la interaccion con su blanco biolégicos (enzima, receptores, etc.), asi
como su farmacocinética. Entre los métodos que son utilizados para el disefio de
farmacos in silico se encuentran: los estudios QSPR, el cribado molecular en base
de datos virtuales, el andlisis de similitud molecular y el acoplamiento molecular. 3
Los modelos QSPR ayudan a entender y predecir las propiedades de interés de un
conjunto de moléculas, relacionado de forma matematica las propiedades y
actividades bioldgicas con su estructura quimica. Por otra parte, los modelos de
acoplamiento molecular son cruciales en el disefio de farmacos, porque nos permite

estimar la afinidad entre un ligando y su diana biolégica.*

1.2 Esquizofrenia

La esquizofrenia es uno de los padecimientos que prevalece a nivel mundial,
afectando a casi 21 millones de personas, y se caracteriza por la manifestacion de
sintomas, que inciden principalmente en la distorsion de la percepcion de la

realidad, como son: las alucinaciones, anomalias en el lenguaje, el pensamiento,




alteracion en las emociones del individuo y sintomas cognitivos, como es la falta de
memoria y cognicion social.®

En la esquizofrenia se ha encontrado que hay un incremento de la dopamina en
las neuronas postsinapticas de las areas mesocorticales, en donde se localiza en
mayor abundancia el receptor dopaminérgico D> (perteneciente a la familia tipo-
D2).5. El tratamiento farmacolégico mas utilizado, para su control, son los
medicamentos antipsicoticos que participan como antagonistas de los receptores
dopaminérgicos.® En el transcurso de los afios, se han desarrollado y propuesto
diversos tipos de antipsicoticos que han ayudado a disminuir, sustancialmente, los
sintomas de la esquizofrenia y otros trastornos psicéticos. Sin embargo, el consumo
a largo plazo de estos farmacos conduce a efectos adversos, tales como: efectos
extrapiramidales, la deficiencia en la actividad motora, sedacion, efectos
cardiovasculares, efectos metabdlicos, entre otros. Aunado a lo anterior, otro
problema al que se enfrenta la investigacion cuando se quieren proponer nuevos
farmacos cuyo blanco biolégico se encuentra en el sistema nervioso central (SNC),
es que éstos logren atravesar la barrera hematoencefalica (BHE), la cual es una
barrera bioldgica altamente selectiva.’.

Existe en la literatura estudios in silico que abordan la problematica de los
efectos adversos de los antipsicoticos.®~'° Sin embargo, alin es necesario encontrar
nuevos andamios moleculares que puedan fungir como antagonistas al receptor D>
y sean capaces de tener un efecto antipsicético. Es por ello que, en aras de
contribuir en el disefo de nuevos farmacos antipsicéticos, en ese trabajo se
pretende la busqueda de un andamio molecular con alta probabilidad de atravesar
la barrer hematoencefalica y una alta probabilidad de interactuar con el receptor D>
de manera similar a los antipsicéticos comerciales mediante el uso de herramientas

computacionales empleadas en el disefio de farmacos.
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2. Antecedentes




2.1. Diseno in silico de farmacos. Una nueva herramienta en la

industria farmacéutica.

En las primeras etapas del descubrimiento de nuevos farmacos se realiza un
estudio profundo sobre los blancos biolégicos asociados a la enfermedad de interés
y se realiza la busqueda de compuestos lideres. Una vez que se encontraron, se
realizan las etapas de investigacion preclinicas y clinicas, en donde se realizan los
estudios in vivo, in vitro e in silico para determinar el perfil biolégico de los
compuestos. Ademas, se realizan las pruebas toxicolégicas y de seguridad. Los
farmacos son evaluados y aprobados por organizaciones regulatorias como la
Agencia de Medicamentos y Alimentacion (FDA, por sus siglas en inglés) o la
Organizacién para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmico (OECD, siglas en
inglés). Estas organizaciones aprueban que los agentes terapéuticos tienen el perfil
adecuado de seguridad y toxicidad para su consumo humano. Todo este proceso
conlleva afios de investigacion, asi como un gasto excesivo en las materias primas
necesarias."

Por lo que se han usado distintas herramientas que permitan acortar el
tiempo de investigacion de un farmaco. En ese sentido, el disefio de farmacos
asistido por computadora (Computer Aided Drug Design, CADD por sus siglas en
inglés), también llamado disefio in silico ha sido la ventana a nuevas oportunidades,
para minimizar el impacto de los recursos utilizados en la investigacion de nuevos
farmacos, y obtener nuevos andamios moleculares prometedores para su uso en la
medicina.'?

El principal objetivo del disefo in silico reside en identificar y optimizar
compuestos lideres que contengan las caracteristicas estructurales, fisicoquimicas,
farmacodinamicas y farmacocinéticas adecuadas para un determinado sitio diana
que esté involucrado en una enfermedad de interés.'?> EI CADD consiste en el uso
de programas computacionales que permiten establecer una correlacién entre
estructuras moleculares y sus actividades biolégicas, para después generar una

prediccion del comportamiento de estos compuestos en su sitio diana.'® Otra de las




grandes ventajas del disefo in silico de farmacos es que esta esta técnica permite
realizar un filtro de compuestos que puedan llegar a presentar altos niveles de
toxicidad y posibles efectos secundarios. '

El disefio de nuevos andamios moleculares por computadora generalmente
se categoriza en dos tipos, en el disefio basado en el ligando y en el disefio basado
en la estructura.’

Estas aproximaciones pueden reducir los costos de la investigacion de un
farmaco hasta en un 50%.'* EI CADD consiste principalmente en el uso de
programas computacionales que permiten establecer un estandar en las estructuras
moleculares en relacion con su actividad bioldgica y estructura. 3

El disefio de farmacos puede dividirse en dos categorias importantes:

a) Disefio basado en la estructura

b) Disefio basado en el ligando

En el disefio de farmacos basado en la estructura es necesario conocer la
estructura tridimensional del blanco biolégico que se tiene como objetivo (enzima,
receptor, ADN, etc). El acoplamiento molecular por computadora, el disefio de novo
y el disefio de farmacéforos son algunas de las herramientas que son utilizados en
el disefio basado en la estructura. El acoplamiento molecular se ha convertido en
una herramienta invaluable en el disefio de farmacos, que provee un marco de
referencia para construir (disefiar) o proponer moléculas con potencial
farmacoldégico, al visualizar los requerimientos estructurales de la diana bioldgica a
un nivel molecular.™

Por otro lado, el disefio basado en el ligando utiliza como principal fundamento
la naturaleza quimica de un ligando, y como debido a ésta puede tener una alta
afinidad con un receptor en especifico, es decir, se estudia las caracteristicas
estructurales, fisicoquimicas y espaciales del ligando que permiten que tenga una
interaccién con los residuos del sitio de union del receptor para desencadenar su
actividad biolégica. ' Una de las herramientas mas Utiles para el disefio de
farmacos —implementadas desde los afios 60's cuyo objetivo es identificar




cualidades especificas en las estructuras quimicas de ciertos compuestos
asociados a una actividad o a una propiedad— los QSAR y QSPR, los cuales usan
descriptores moleculares que reflejan las propiedades electrostaticas, estéricas e
hidrofébicas del ligando y, mediante una correlacion matematica, su combinacion
permite encontrar un modelo que describa y prediga el comportamiento de
compuestos novedosos, con caracteristicas similares en un ambiente quimico
especifico, tal como un blanco bioldgico.'® Otra herramienta muy util en la busqueda
de nuevas propuestas terapéuticas es el disefio de modelos farmacoféricos
(farmacoforos), ya que permite definir rasgos estructurales (grupos funcionales) en
comun entre un conjunto de moléculas que tienen una misma actividad bioldgica.
Estos grupos funcionales o elementos del farmacoforo se deben de encontrar en
coordenadas especificas entre ellos para generar un modelo farmacoférico, la forma
adecuada de generar un modelo farmacoférico es emplear la conformacion activa
de un compuesto, obtenida de una estructura cristalografica con la diana bioldgica.
Este modelo puede ser empleado en la busqueda de nuevos compuestos lideres.
Dado que las técnicas in silico pueden ser utilizadas en diversos campos de
investigacion, su uso es cada vez mas recurrente. En este sentido, algunos estudios
in silico han sido incluidos en la investigacion de nuevos farmacos antipsicéticos
para disminuir y mejorar los tratamientos actualmente utilizados en el trastorno de

la esquizofrenia.®

2.2 Historia y generalidades de la esquizofrenia

La esquizofrenia es una condicion psiquiatrica de naturaleza multifactorial, en
donde se manifiestan principalmente tres tipos de sintomas. Por un lado, estan
aquellos relacionados a la alteraciéon de la percepcién de la realidad que son:
alucinaciones, delirios, lenguaje y comportamiento motor desorganizado. Por otro
lado, estan los sintomas que estan asociados a afecciones emocionales, como la
falta de motivacion para la interaccidon social, apatia, entre otras. Finalmente, los
sintomas cognitivos, que se basan en las afectaciones en la memoria, las funciones

ejecutivas y problemas en la identificacién de esquemas sociales.'-20




Los episodios psicéticos se han asociado como una manifestacion exclusiva
de la esquizofrenia. Sin embargo, se sabe que estos estados pueden ser parte de
otras condiciones
psiquiatricas, tales como el trastorno bipolar, depresion severa y demencias
cardiovasculares, entre otros, aunque, suelen ser mas frecuentes e intensos en la

esquizofrenia.?’

2.3 Farmacos antipsicéticos. Teoria dopaminérgica.

La esquizofrenia es una enfermedad que se describid desde hace varios
siglos, sin embargo, los tratamientos farmacoloégicos para contrarrestar sus
sintomas llegan hasta los afios 50’s, con el descubrimiento de la clorpromazina. 822
Este hallazgo represent6 no solo el primer tratamiento no invasivo para las personas
con este trastorno, — la lobotomia fue uno de los principales tratamientos durante
muchos afios — también formé parte del desarrollo de distintas teorias que ayudan
a explicar y a entender el fendmeno de la esquizofrenia a nivel fisiologico.?2%23

La clorpromazina fue sintetizada originalmente como un farmaco
antihistaminico y sedante, sin embargo, se observé que disminuia en forma
significativa los sintomas provocados por la esquizofrenia y las manias provocadas
por otras enfermedades de indole psiquiatrico. Debido a tales observaciones, este
farmaco fue denominado el primer antipsicotico.®

En 1963, el grupo de investigacion de Carlsson plantedé que existe una
descompensacion en la neurotransmision de la dopamina en los circuitos
dopaminérgicos, presentando una alta concentracién en el area mesolimbica del
cerebro, y por tanto, reduciendo la sefializacién en la proyeccion hacia la zona
mesocortical.?#2627 Estas observaciones, por parte del grupo de Carlsson, fueron la
base de los estudios en la neurobiologia de la esquizofrenia, la teoria fue
denominada como la “teoria de la dopamina”.®6252628 Por otro lado, en otras
investigaciones se encontréo que el uso de estimulantes como las anfetaminas
confirmaron esta teoria, debido a que se encontré que el uso excesivo de estos
causaba psicosis y en las personas que presentaban esquizofrenia se

incrementaban sus alucinaciones.?? Se ha reportado en la literatura que de los cinco




subtipos de receptores dopaminérgicos, el que se encuentra en mayor abundancia
en la zona mesolimbica son los de tipo-D2. Esta observacién ha sido relevante para
el desarrollo de tratamientos farmacologicos, ya que se propone que el antagonismo
o bloqueo de los receptores dopaminérgicos de la familia tipo-D2 disminuira en gran
medida los efectos de los sintomas positivos de la esquizofrenia.?>?° Cabe resaltar
que los antipsicoticos tienen un menor impacto en los sintomas negativos y casi
nulos en las deficiencias cognitivas.3°

Se han sintetizado diversas familias de farmacos antipsicéticos desde el hallazgo

de la clorpromazina y se han categorizado en tres categorias,3'33

- Antipsicéticos de primera generaciéon (APG)
- Antipsicéticos de segunda generacion (ASG)

- Antipsicéticos de tercera generacion (ATG)

Los antipsicéticos de primera generacién, llamados también neurolépticos
tipicos, son altamente afines a los receptores D> y fungen su papel como
antagonistas totales de tales receptores.3435Son clasificados principalmente en tres
grandes grupos por su estructura quimica, butirofenonas, fenotiazinas y

heterogéneos (Figura 1).3¢
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Fig. 1. Antipsicoticos de primera generacion. a. Butirofenonas; b. Fenotiazinas

Masri y colaboradores propusieron que estos farmacos podian tener un

mismo mecanismo de accion. Antipsicoticos como el haloperidol (Figura a1)




bloqueaban los receptores dopaminérgicos D> mediante la interacciéon de la
isoforma larga del receptor D2 (D2L) con la Bo-arrrestina al activar la proteina G
inhibidora (G;).%” Derivado de estos resultados, se habia propuesto que los farmacos
de la primera generacion lograban tener su efecto farmacologico debido a que
ocupan de un 65% hasta un 75% de la poblaciéon de los receptores D,.2526:38 Sin
embargo, el grupo de investigacion observd que cuando los receptores tenian una
ocupacion mayor al 80%, los antipsicéticos llegaban a producir efectos adversos,
tales como efectos extrapiramidales (falta de control motor), elevacién de prolactina,
sedacion, efectos metabdlicos, entre otros.?6:3°

Las investigaciones posteriores se enfocaron en la busqueda de compuestos
que ayudaran a mitigar el problema de los efectos secundarios producidos por los
APG, en especial aquellos que estaban involucrados con los efectos en el control
motor. Es por ello que surgieron los farmacos antipsicéticos de segunda generacion,
también denominados como atipicos.?%3* Los ASG son denominados “atipicos” por
dos aspectos principales: presentan una selectividad baja hacia los receptores D2
dopaminérgicos y, a su vez, se unen con gran afinidad a los receptores
serotonérgicos 5-HT2a y a los receptores de glutamato.?® Clozapina es uno de los
farmacos de segunda generacion mas utilizados en la terapéutica, dada su
efectividad al tratar los sintomas de la esquizofrenia.?®

Anos mas tarde, se propusieron los farmacos antipsicéticos de tercera
generacion, los cuales son agonistas parciales de los receptores.*? Esta propuesta
surgio de la hipétesis del grupo de investigacion de Meller, la cual plantea que los
autorreceptores dopaminérgicos, los cuales son un tipo de receptores que se
encuentran en las neuronas presinapticas y permiten la estimulaciéon o bloqueo de
la produccion del neurotransmisor endégeno, pudieran causar una disminucién en
la sintesis de la dopamina y por tanto una disminucion en las neuronas

dopaminérgicas al ser activados.40-42

2.4 Receptor dopaminérgico D, Blanco biolégico comun en la esquizofrenia.
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La dopamina (Figura 2) es una catecolamina que esta asociada a diversas
funciones en el sistema nervioso central (SNC) y en el sistema nervioso periférico
(SNP)."® Entre sus funciones en el SNC se encuentran el movimiento voluntario, la
atencion, el sueno, el sistema de recompensa, entre otros. A su vez, en el SNP la
dopamina esta asociada a la regulacion hormonal, funciones cardiovasculares,

funciones renales, etc.3043

HO | \\I/\//NHQ
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Fig. 2. Estructura de la dopamina

Los receptores dopaminérgicos capturan a la dopamina y pertenecen a la familia
de receptores acoplados a proteinas G, lo cual tiene una implicacion importante en
la transduccion de sefiales. 83044 Los receptores dopaminérgicos se dividen en dos
grandes grupos, familia tipo D-1 y familia tipo D-2. Esto se debe principalmente a
que el grupo de los receptores tipo D-1,subreceptoresD1 y Ds, estimulan la actividad
de adenilil ciclasa, lo que genera la formacion de Adenosin Monofosfato ciclico
(AMPc) y provoca la activacion de los canales idnicos de Ca?*; mientras que los
receptores tipo D-2,subreceptores D2, D3 y D4, inhiben dicha actividad y por tal una
inhibicion en los canales de Ca?*.3%4546 Se ha reportado en investigaciones previas
que al compararse los subtipos D1 y Ds se observa una alta identidad,
aproximadamente de un 80%; por otra parte, cuando son comparados los subtipos
D2y D3 se encuentra una similitud del 75%, mientras que entre los subtipos D2y D4
se observa una similitud del 53%.3%4%46 Cabe resaltar que en la literatura se ha
mencionado que ademas del grado de similitud que presentan los subtipos D2y D3,
también se ha encontrado que comparten el mismo mecanismo de traduccion de
senales.

Mas adelante, Wang y colaboradores determinaron la estructura cristalina
con una resolucion de 2.2 A del receptor D4 (ID PDB: 5WIU) en complejo con el
antipsicotico nemonaprida.*” La estructura cristalina del receptor D2 en complejo con

el antipsicotico risperidona fue estudiada por el grupo de Wang (ID PDB: 6CM4)*3 y
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mas tarde evaluaron ese mismo receptor con el antipsicotico Haloperidol (ID PDB:
6LUQ).*° Estas estructuras se obtuvieron con una resolucion de 2.9 A y 3.2 A

respectivamente.

Fig. 3. Estructuras cristalograficas del receptor dopaminérgico D2. a) PDB: 6CM4, b) PDB:
6LUQ

2.5 Barrera hematoencefalica. Permeabilidad de farmacos antipsicéticos hacia

la barrera hematoencefalica.

La BHE es una red biolégica compuesta de un conjunto de células
endoteliales vasculares, cuya caracteristica principal es que cada una de ellas se
encuentran unidas entre si por una serie de proteinas llamadas uniones estrechas
(TJ, por sus siglas en inglés), de tal forma que sella la hendidura intercelular.®®

Entre las principales funciones de la BHE destaca la proteccion al cerebro de
las variaciones de la composicion del plasma, el transporte selectivo desde la red
hasta distintos 6érganos del SNC y el metabolismo de distintos componentes de la

sangre que viajan a los tejidos nerviosos.%'5?
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El coeficiente de permeabilidad (log BB) es determinado por el logaritmo de la
concentracion en equilibrio del farmaco en sangre vy tejido cerebral (Ec. 1).53 Ya se
han reportado en la literatura los indices de permeabilidad de distintitos compuestos

obtenidos por métodos in vitro e in vivo.535%

Ckerebro

log BB = log

sangre

Ec. 1. indice de permeabilidad

En un estudio dénde se evaluaron distintos compuestos terapéuticos que
atraviesan la BHE se demostré que los valores de log BB mayores a 0.3. Por otro
lado, valores de log BB que oscilan entre 0.3 y -1 llegan a tener una permeabilidad
baja y aquellos que se encuentre por debajo de valores de -1, su permeabilidad es
deficiente.>?

Debido a la necesidad de encontrar métodos eficientes para evaluar la
permeabilidad de farmacos hacia la BHE, distintos trabajos de investigacion se han
enfocado en buscar la correlaciéon de la permeabilidad con la estructura quimica de
los compuestos y sus propiedades fisicoquimicas perse de estas.® Es por ello que
las herramientas computacionales han sido un impulso en tal busqueda. En ese
sentido, los modelos QSAR y QSPR han sido de gran utilidad en la prediccion de
log BB. En la literatura se ha expuesto que los primeros modelos QSAR fallaban en
su poder predictivo, debido a la falta de bases de datos con una coleccion basta de
datos experimentales de diversos compuestos y farmacos. Una investigacion de
Young Yy colaboradores realizO una exhaustiva recopilacion de los datos
experimentales del indice de permeabilidad de algunos agonistas de los receptores
histaminicos y realizaron un modelo predictivo usando los coeficientes de log
Poctanol.’” Més adelante, el grupo de investigacion de Lombardo realizé un modelo
computacional para predecir de manera in silico la permeabilidad de 307
compuestos utilizando descriptores moleculares fisicoquimicos de las moléculas de
estudio, tales como de Superficie de Carga Polar (CPSA), la regla de los cinco (Ro5)

y los descriptores del programa MOE . Sin embargo, observaron que su modelo era
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limitado al probarlos con una serie de compuestos de una base de datos de
compuestos de Pfizer. 53

La de investigacion de Zse y colaboradores reportd dos modelos QSAR
donde utilizaron tres colecciones de descriptores obtenidos de la construccion
bidimensional de los compuestos con log BB reportado.®® Actualmente, se ha
encontrado un gran numero de bibliotecas virtuales de compuestos con log BB
reportados experimentalmente y el desarrollo de modelos para predecir la
permeabilidad continda siendo un paso fundamental en las primeras etapas de
investigacion de compuestos lideres. El uso de aprendizaje automatico y redes
neuronales son algunas de las ultimas estrategias mas utilizadas para mejorar el

poder predictivo en los modelos QSAR y QSPR.%®
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3. Planteamiento
del problema




3.1 Justificacion

Se sabe la esquizofrenia es una enfermedad que representa un problema a nivel
mundial. Los farmacos antipsicéticos han conseguido con éxito tener un impacto
positivo en el tratamiento de los sintomas positivos, principalmente, de este
trastorno, sin embargo, las evidencias muestran que tales farmacos conllevan
efectos adversos a corto y/o largo plazo. Por tal motivo, se continia en la
investigacion de nuevas propuestas moleculares que permitan tener mejores
tratamientos para la esquizofrenia y disminuir tales efectos.

Por otro lado, se ha encontrado que la permeabilidad a la BHE es un reto
constante en el disefio de nuevos farmacos cuyo sitio diana se encuentra en el
cerebro.

Aunque ya se han abordado estudios tanto para predecir la permeabilidad de
algunos farmacos a la BHE y ya se han realizado algunos estudios de acoplamiento
molecular con antipsicéticos en modelos por homologia de los receptores D> es
necesario continuar con la busqueda y propuesta de estructuras con posible
actividad antipsicotica. Especificamente, buscamos andamios con una alta
probabilidad de fungir como antagonistas de los receptores dopaminérgicos del

receptor Do, capaces de atravesar la barrera hematoencefalica.

3.2 Hipotesis

Existen andamios moleculares con una alta probabilidad de atravesar la barrera
hematoencefdlica y de mostrar actividad antagonica hacia el receptor

dopaminérgico D2.
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3.3 Objetivos
i. Objetivo general

Encontrar compuestos que tengan alta probabilidad de ser permeables a la BHE y

fungir como antagonistas de los receptores dopaminérgicos D2, por medio del

disefio racional de farmacos por computadora.

ii. Objetivos particulares

a)

b)

f)

Estudiar las caracteristicas estructurales y fisicoquimicas de los antagonistas
dopaminérgicos comerciales.

Realizar un modelo cuantitativo de relacion estructura propiedad (QSPR)
para determinar el log BB de compuestos de interés.

Obtener nuevos compuestos con la facilidad de atravesar la BB, por medio
de cribado molecular en bibliotecas virtuales.

Estudio estructural del receptor dopaminérgico D2

Realizar el estudio de acoplamiento molecular de los compuestos
seleccionados del cribado molecular sobre el receptor D2

Realizar el analisis y propuesta de nuevos andamios moleculares con posible

actividad antagdnica hacia el receptor.
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El proyecto se dividio en tres etapas. En la primera etapa, se estudid la
penetracion de los compuestos hacia la BHE. En la segunda etapa, se analizé la
interaccién de los compuestos con el receptor de dopamina D2. Por ultimo, se realizdé
el analisis y la propuesta de nuevos andamios estructurales con alta probabilidad
de presentar actividad antagonista con el receptor D2 (Figura 4).

ETAPA 2

ETAPA 1

Interaccion con el
receptor D,
(Farmacodinamica)

Penetracionala
BHE
(Farmacocinética)

ETAPA 3

Andamio
estructural

Fig. 4. Etapas generales del estudio de investigacion

4.1 Desarrollo del modelo QSPR.
El desarrollo del modelo QSPR consisti6 en cuatro pasos: Busqueda de

moléculas con valor de logBB reportado; calculo de descriptores moleculares;
generacion del modelo matematico; validacién estadistica del modelo matematico y

de su poder predictivo.

4.1.1 Busqueda de moléculas

Para la obtencion de moléculas del modelo QSPR y logBB, se realiz6 la
busqueda compuestos antipsicéticos en la literatura (Figura 5) (Anexo |, Tabla A-
1), principalmente de primera generacion y algunos de segunda, ya que escogimos
las moléculas cuyo mecanismo de accion es el antagonismo al receptor

dopaminérgico D2. Asimismo, se obtuvieron los datos de logBB de otros farmacos

19




permeables a la BHE (Anexo Il, Tabla A-2), para la construccion del modelo. Los
datos fueron recopilados de los trabajos de Narayanan 7 y Mente %4,

18

Fig. 5. Algunos antipsicéticos y farmacos utilizados para la construccion del modelo

4.1.2 Construccion de moléculas
Todos los compuestos obtenidos de la literatura se construyeron en formato

3D con ell programa SPARTAN18. En este conjunto de compuestos estan 18

estructuras de farmacos antipsicoticos y 110 estructuras de farmacos que usados
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en afecciones del sistema nervioso central (analgésicos, ansioliticos, depresion,

entre otros), todos ellos con su valor reportado de log BB.

4.1.3 Descriptores moleculares
El calculo de descriptores moleculares se realiz6 a través del programa
DRAGON. Este software permite seleccionar los descriptores dependiendo de su
dimensionalidad. La dimensionalidad de los descriptores moleculares se divide

principalmente en dos categorias que se enlistan a continuacion,

» Descriptores no dependientes de la conformacion

a. Descriptores adimensionales (0D): Informacién obtenida de la
férmula quimica general de los compuestos

b. Descriptores unidimensionales (1D): Proveen informacién de los
grupos funcionales de la molécula

c. Descriptores bidimensionales (2D): Informacién asociada a la

conectividad de los grupos funcionales y de los atomos

> Descriptores dependientes de la conformacion

a. Descriptores tridimensionales (3D): Informacion asociada a la

conformacion de la molécula.

Los descriptores que fueron seleccionados para el estudio son los que no
dependen de la conformacién, ya que se desconoce la informacion asociada a la
estructura de esas moléculas al momento en que atraviesan la BHE.

De esta busqueda, 275 descriptores fueron obtenidos y se encuentran en la

siguiente tabla (Tabla 1)
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Tabla 1. Descriptores moleculares utilizados en el estudio

Dimension
de
descriptor

Familia

Descriptores

0D

Constitucionales

MW, AMW, Sv, Se, Sp, Ss, Mv, Me, Mp, Ms, nAT, nSK, nBT, nBO, nBM, SCBO, ARR, nCIC,
nCIR, RBN, RBF, nDB, nTB, nAB, nH, nC, nN, nO, nP, nS, nF, nCL, nBK, nl, nB, nHM, nX, nR03,
nR04, nR05, nR06, nR06, nR0O7, nR0O8, nR09, nR10, nR11, nR12, nBnZ

1D

Fragmento
centro-atomo

C-001, C-002, C-003, C-004, C-005, C-006, C-007, C-008, C-009 C-010, C-011 C-012, C-013, C-
014, C-015, C-016, C-017, C-018, C-019, C-020, C-021, C-022, C-023, C-024, C-025, C-026, C-
027, C-028, C-029, C-030, C-031, C-032, C-033, C-034, C-035, C-036, C-037, C-038, C-039, C-
040, C-041, C-042, C-043, C-044, C-045, HO46, HO47, H048, H049, HO50, HO51, H052, HO53,
HO054, H055, H056, O-057, 0-058, 0O-059, 0-060, O-061, 0-062, 0-063, O-064, 0-065, N-066, N-
067, N-068, N-069, N-070, N-071, N-072, N-073, N-074, N-075, N-076, N-077, N-078, N-079, N-
080, F-081, F-082, F-083, F-085, CI-086, CI-087, CI-088, CI-089, CI-090, Br-091, Br-092, Br-093,
Br-094, Br-095, 1-096, 1-097, 1-098, 1-099, I-100, S-101, S-102, S-103, S-104, S-105, S-106, S-
107, S-108, S-109, S-110, S-111, S-112, S-113, S-114, S-115, P-116, P-117, P-118, P-119, P-
120

1D

Conteo de grupos
funcionales

nCp, nCs, nCt, nCq, nCrs, nCrt, nCrq, nCar, nCbH, nCb-, nCconj, nR=Cp, nR=Cs, nR=Ct, n=C=,
NR#CH/X, nR#C-, nROCN, nArOCN, nRNCO, nArNCO, nRSCN, nArSCN, nRNCS, nArNCS,
nRCOOH, nArCOOH, nRCOOR, nArCOOR, nRCONH2, nArCONH2, nRCNHR, nArCONHR,
nRCONR2, nArCONR2, nROCON, nArOCON, nRCOX, nArCOX, nRCSOH, nArCSOH,
nArCSOH, nRCSSH, nArCSSH, nRCOSR, nArCOSR, nRCSSR, nArCSSR, nRCHO, nArCHO,
nRCO, nArCO, nCONN, nC=0(0)2, nN=C-N<, nC(=N)N2, nRC=N, nArC=N, nRCNO, nArCNO,
nArNH2, nRNHR, nArNHR, nRNR2, nArNR2, nN-N, nN=N, nRCN, nArCN, nN+, nNg, nRNHO,
nArNHO, nRNNOx, nArNNOx, nRNO, nArNO, nRNO2, nN(CO)2, nC=N-N<, nROH, nArOH,
nArOH, nOHp, nOHs, nOHt, nROR, nArOR, nROX, nArOX, nO (C=0)2, nH20, nSH, nC=S. nRSR,
nRSSR, nArCSSR, nRCHO, nARCHO, nRCO, nARCO, nCONN, nC=0(0)2, nN=C-N<,
nC(=N)N2, nRC=N, nArC=N, nRCNO, nArCNO, nArNH2, nRMHR, nRNR2, nArNR2, nN-N, nN=N,
nRCN, nArCN, nN+, nNg, nRMHO, nArNHO, nRNNOx, nArNNOx, nRN(CO)2, nC=N-N<, nROH,
nArOH, nOHp, nOHs, nOHt, nROR, nArOR, nROR, nArOR, nROX, nArOX, nO(C=0)2, nH20,
nSH, nC=S, nRSR, nRSSR, nSO, nS(=0)2, nSOH, nSOOH, nSO20H, nSO30H, nSO2, nSO3,
nS0O4, nSO4, nSO2N, nPO3, nPO4, nPR3, nP(=0)O2R, nP(=0)R3/nPR5, nCH2RX, nCHR2X,
nCR3, nR=CHX, nR=CRX, nR#CX, nCHRX2, nCR2X2, nR=CX2, nR=CX2, nCRX3, nArX, nCXr=,
nCconjX, nAziridines, nOxiranes, nThiranes, nAzetidines, nOxetanes, nThioethanes, nBeta-
Lactams, nPyrrolidines, ntH-Thiophenes, nPyrroles, nPyrazoles, nlmidazoles, nFuranes,
nThiophenes, nThiophenes, nOxazoles, nlsoxazoles, nThiazoles, nlsothiazoles, nTriazoles,
nPyridines, nPyrodazines, nPyrmidines, nPyrazines, n135-Triazines, n-124-Triazines, nHDon,
nHAcc, nHBonds

2D

Topolégico

ZM1, ZMV1, ZM2, ZM2V, Qindex, SNar, HNar, GNar, Xt, Dz, Ram, Pol, LPRS, VDA, MSD, SMTI,
SMTIV, GMTI, GMTIV, Xu, SPI, W, WA, Har, Har2, QW, TI1, TI2, STN, HyDp, RHyDp, w, ww,
Rww, D/D, Wap, WhetZ, Whetm, Whetv, Whete, Whetp, JhetZ, Jhetm, Jhetv, Jhete, Jhetp,
MAXDN, MAXDP, DELS, TIE, SOK, S1K, S2K, S3K, PHI, BLI, PW2, PW3, PW4, PW5, PJI2, CSI,
ECC, AECC, DECC, MDDD, UNIP, CENT, VAR, BAC, Lop, ICR, D/DR03, D/DR04, D/DR05,
D/DR06, D/DR07, D/DR08, D/DR09, D/DR10, D/DR11, D/DR12, T (N..N), T (N..O), T (N..S), T
(N..P), T (N..F), T (N..CI), T (N..Br), T (N..I), T (O..0), T (O..S), T (O..P), T (O..F), T (O..F), T
(O..CI), T(O..Br), T(O..), T(S..S), T(S..S), T(S..P), T(S..F), T (S..CI), T(S..Br), T(S..I), T (P..P),
T(P..F), T(P..Br), T (P..Cl), T (P..I), T (F..F), T (F..Cl), (F..Br), (F..I), T (CI..Cl), T (CI..Br), T (CL..I),
T (Br..Br), T (Br..I), T (Br..Br), T (l..I)

Otros

Propiedades
moleculares

Ui, Hy, AMR, TPSA (NO), TPSA (Tot), MLOGP, MLOGP2, ALOGP, ALOGP2
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4.1.4 Generacion del modelo matematico

Para la generacion del modelo matematico fue empleado el programa
MOBYDIGS.®° Para la obtencion de los modelos se hizo uso de algoritmos
genéticos; técnica utilizada ampliamente para la resolucion de problemas
complejos. Se realizaron diversos experimentos empleando 11, 12, 13 y 15
variables, con el objetivo de obtener un modelo que se ajustara a las reglas
estadisticas para validar su poder descriptivo y predictivo.

Para el andlisis y validacion del modelo, se evaluaron los parametros
estadisticos tales como la desviacién estandar, la F de Fisher, valores de Q? y R2.
La regla QUICK y la regla R (sobreajuste y redundancia) también fueron empleadas

para la valoracion del modelo obtenido.

4.2 Cribado molecular en base de datos

4.2.1 Busquedaen ZINC12
Después, se realizé un estudio de cribado molecular, el cual consistié en dos

aproximaciones. Primero, hicimos una busqueda con el servidor ZINC12

(https://zinc12.docking.org/), utilizando como primer filtro, caracteristicas

estructurales y fisicoquimicas de tipo farmaco, y tomando como referencia a la
estructura quimica de la dopamina.

En la Figura 6, se muestran los criterios de busqueda, previamente
mencionados. Ademas, se incluyeron los valores asociados a las reglas de Lipinksi
para tener compuestos tipo farmaco oral en nuestro cribado, las cuales son:

1. No debe de contener mas de 5 donadores de enlace de hidrogeno
(Oxigeno o Nitrogeno).

2. No debe de contener mas de 10 aceptores de enlaces de hidrégeno

3. Debe poseer un peso molecular inferior a 500 uma

4. Debe poseer un coeficiente de reparticion octanol-agua (log P) inferior a
5
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Se seleccionaron bases de datos de compuestos provenientes de productos
naturales, asi como compuestos bioactivos, ya que esto nos permitiria encontrar

una variedad amplia de compuestos con posible actividad biolégica.
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Fig. 6. Criterios de busqueda en el servidor ZINC12

4.2.2 Analisis de similitud molecular

Con el objetivo de filtrar los resultados obtenidos del cribado molecular y obtener
compuestos con mayor capacidad de ser antagonistas de los receptores
dopaminérgicos, se realizé un analisis de similitud molecular contra antagonistas
comerciales haciendo uso del programa SPARTAN18.

Este analisis consistio principalmente en determinar qué elementos,
estructurales y de grupo funcional, comparten las moléculas antipsicéticas y que
posiblemente estén relacionadas con su actividad antagénica a los receptores
dopaminérgicos D> Para ello, se analizaron los descriptores de funcién quimica
(CFD’s por sus siglas en inglés) los cuales te dan informacién sobre el
comportamiento quimico especifico de una molécula por medio de la caracterizacion
de sus grupos funcionales (centros hidrofébicos, centros aromaticos, donadores de
enlace de hidrogeno, aceptores de enlace de hidrogeno). Seguido de ello, se
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determind el farmacdéforo (conjunto de moléculas con actividad biolégica en comun)
de las moléculas antipsicoticas.

La estructura de la risperidona fue utilizada para realizar el analisis de similitud
molecular y se comparo con librerias de hasta 10,000 conformeros de los
antagonistas mostrados en la Figura 4. Esta fue tomada como punto de partida
debido a que se conoce su conformacion activa al estar en complejo con el receptor
D2 en el cristal PDB: 6CM4.

El programa SPARTAN18 permite abordar el analisis de similitud al comparar
uno a uno una biblioteca de conférmeros con una molécula de seleccion. Esta
comparacién puede ser por estructura o de CFDs, y te devuelve un puntaje de
similitud, en donde el valor mas alto es de 1.

Se llevaron a cabo los experimentos haciendo uso de los CFDs de la

risperidona (Figura 7).

a: Hidréfobo/anillo aromético (HPHOBE/Ring_arom) d: Hidréfobo (HPHOBE)

b: Anillo arématico (Ring_arom) e: Donador de enlace de hidrégeno (HBD_Center_Pos)

c: Aceptor de enlace de Hidrégeno (HBA__Center)

Fig. 7. CFDs en la risperidona

El manejo de los elementos de farmacéforo se implementaron para su uso en el

cribado molecular, por medio del servidor PHARMIT.
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4.2.3 Busqueda en PHARMIT
PHARMIT (http://pharmit.csb.pitt.edu/) es un servidor actualizado que

permite hacer la busqueda de compuestos en bibliotecas virtuales a partir de un
modelo farmacoforico, la forma molecular y tomando en cuenta la disposicion
espacial de una molécula de interés.

Para la obtencion de moléculas a través de PHARMIT, se realizaron dos
aproximaciones. En la primera se utilizé a la dopamina para realizar la busqueda en
las bibliotecas y en la segunda la risperidona.

En la Figura 8 se observan los CFDs de la dopamina. De los cuales la esfera
azul representa un centro atdbmico con carga positiva y un donador de enlace de
hidrogeno. La esfera morada representa a un centro aromatico e hidrofébico.

El primer modelo de dopamina utilizado para realizar la busqueda consistio

en la estructura de este considerando la protonacion del grupo amino (Figura 8).

Fig. 8. Modelo 1 en la busqueda del servidor PHARMIT. La esfera azul representa un centro
atémico con carga positiva y un donador de enlace de hidrégeno, la esfera morada representa a un

centro aromatico e hidrofébico.

Para el segundo modelo, se adiciond un carbono de mas a la cadena que

une el grupo catecol con el grupo amino (Figura 9).
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Fig. 9. Modelo 2 en la busqueda del servidor PHARMIT. La esfera azul: representa un centro
atomico con carga positiva y un donador de enlace de hidrogeno, La esfera morada representa a

un centro aromatico e hidrofébico. La esfera verde: representa un centro hidréfobo.

Estos modelos fueron propuestos basados en los conocimientos de que

generalmente las moléculas antipsicoticas presentan las siguientes caracteristicas:

a) Una parte hidrofébica y aromatica, debido a la presencia de los grupos alquilo y
aromaticos.

b) Tiene un donador de enlace hidrégeno, que es el grupo amino (primario,
secundario, terciario).

c) El grupo amino esta cargado positivamente.

d) Hay una distancia de aproximadamente tres atomos entre el grupo hidrofébico

y el grupo donador de hidrégenos.

Aligual que en el primer cribado molecular, todas las moléculas obtenidas fueron

analizadas por medio del modelo farmacoférico de la risperidona (Figura 7).

4.3 Acoplamiento molecular por computadora

Los experimentos de acoplamiento molecular se realizaron en el software
Molegro Virtual Docker (MVD).6' Para ello, se utilizaron dos estructuras
cristalograficas reportadas en el PDB.

Para los estudios de acoplamiento molecular con las moléculas antipsicéticas,
se utilizé la estructura cristalografica del receptor dopaminérgico D2 con cédigo
PDB: 6CM4 (Difraccion de rayos X, resolucion 2.87 A) del trabajo de Wang y
colaboradores*®. También se empled la estructura cristalografica del receptor
dopaminérgico D2 con cddigo PDB: 6LUQ (Difraccion de rayos X, resolucion 3.10
A) para realizar una comparativa analizando la interaccion de los compuestos en los
dos cristales. El método de validaciéon estructural del acoplamiento molecular se
efectuo en el cristal 6CM4 y posteriormente se evalu6 en 6LUQ.

Primero, se obtuvieron los conférmeros de minima energia de la risperidona y

de las otras moléculas antipsicoticas en el programa SPARTAN18 utilizando el
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meétodo semiempirico PM6. Para cada una de las moléculas se analizaron tres
esquemas diferentes de cargas parciales (Natural, Mulliken, electrostatica).

El software MVD permitié agregar los hidrogenos faltantes a las estructuras
cristalograficas del estudio y corregir los errores asociados a la cristalizacion:
agregar enlaces, hibridacion, etc.

Posteriormente, se realizé la deteccion de la cavidad del sitio de union (donde
se encuentra la risperidona en la estructura cristalografica). Se utilizé6 una malla de

0.5 A para la deteccion. El volumen asociado a este sitio de unién fue de 101.625

A3,

Fig. 10. Deteccion del sitio de union en la estructura cristalografica PDB: 6CM4.

En el proceso de validacion estructural, se realizaron diferentes experimentos
para poder obtener un método de acoplamiento molecular que lograra reproducir la
conformacioén activa de la risperidona. Para ello, primero se corrié un acoplamiento
molecular flexible-rigido y, seguido de éste, un acoplamiento flexible-flexible. La
funcién de puntaje que se utilizé para los experimentos es la de MoldockScore
[GRID] con resolucién de 0.2 A. Esta funcion permite evaluar las mejores posiciones
de las moléculas en el receptor. En cuanto al algoritmo de busqueda, se realizaron

los experimentos haciendo uso de dos diferentes, Moldock SE y Moldock Optimizer.
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Ademas, se varié el numero de iteraciones (1000, 1500 y 3000) y tamafo de
poblacion (50, 100, 150, 200). Posteriormente, se tomaron las semillas (poses con
los mejores valores de energia) del acoplamiento flexible-rigido, y se realizé el
flexible-flexible, considerando solo los aminoacidos a una distancia de 6 A3 con
respecto a la risperidona y con un numero igual o mayor de torsiones de tres a cinco.
Las condiciones para el acoplamiento flexible-flexible se dejaron con los valores
predeterminados por el programa, usando la funcion de puntaje MoldockScore
GRID y el algoritmo de busqueda MolDock Optimizer. Para determinar el mejor
método se compararon las energias de las mejores poses obtenidas con la de la
risperidona en complejo con el receptor. Estos experimentos se realizaron por
triplicado.

Una vez establecido el método, se realizaron los experimentos de acoplamiento
molecular con las 42 moléculas antisicoticas (construidas en formato 3D en el
programa SPARTAN18) y se determinaron sus energias de interaccién con las
estructuras cristalograficas PDB:6CM4 y PDB:6LUQ y se compararon las
variaciones energéticas entre ambos.

Ademas, se realizaron dos aproximaciones haciendo uso de templados, que nos
permitid elegir caracteristicas especificas sobre la risperidona y el haloperidol.
Debido a que la risperidona en el cristal PDB: 6CM4 forma una cavidad extendida
(debido a su tamafo), se propuso un templado que contemple el centro aromatico
mas interno de la risperidona (Templado a, Figura 11), la cual también se observa

en el haloperidol (Templado a, Figura 12).
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Fig. 11. Templados de la risperidona. a) Templado 1; b) Templado 2

El otro templado utilizado contiene el modelo farmacoférico que se obtuvo del

analisis de similitud molecular realizado sobre la risperidona (Templado 2).
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Fig. 12. Templados del haloperidol. a) Templado 1; b) Templado 2

4.4 QSAR 3D. Prediccién de la constante de disociacion (Kg)

La constante de disociacion (Kq) es un pardametro termodindmico que nos
permite conocer que tan afin es un ligando con su receptor. Experimentalmente se
determina por medio del cociente de la concentracion del complejo en equilibrio y la
concentracion del ligando y el receptor. Debido a que en este trabajo era de especial
interés predecir no sélo que los compuestos lograran atravesar la BHE, sino que
también pudieran tener afinidad hacia los receptores dopaminérgicos D> de una
manera muy similar a la risperidona. Para predecir esta afinidad, se realizé un
modelo QSAR 3D, en donde se utilizaron los datos de energia de puntaje
MoldockScore, la energia interna y la energia de interaccion, como descriptores
para obtener una relacion matematica lineal, y se adicionaron tres descriptores
partiendo de la informacion de la energia con los atomos pesados del ligando, las
torsiones y el peso molecular de cada ligando.

Posteriormente, se realiz6 la busqueda del modelo a través de la técnica de
algoritmos genéticos en MOBYDIGS. Se validé el modelo matematico y su poder

predictivo por medio diversos parametros estadisticos.

30




Finalmente, el modelo fue aplicado a las moléculas candidatas a andamios
moleculares, para predecir su afinidad al receptor D2 por medio del valor de su Kg,

y proponerlas como posibles antagonistas de dicho receptor.
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5.1 Modelo QSPR para la predicciéon del logBB

La ecuacion 1 fue el mejor modelo matematico obtenido del programa MobyDigs
de acuerdo con los parametros estadisticos de validacidn matematica y a su poder
predictivo, formado de los cuatro tipos de familias de descriptores: los topolégicos,

los grupos funcionales, los constitucionales y los fragmentos centrados en un atomo.

log BB = —0.28 [nCIR] — 0.1611 [nN ] — 0.359 [MAXDN ] + 15.06[ PW2]
+ 0.0082 [T(N..S)] + 0.449[nArCOOR] + 0.24 [nArX]
+ 0.219[ €C003] + 2.006[ C013] — 0.343[ C034] — 0.307 [C040]
—0.927 [0057] — 7.16 (1)

R%itting = 8197 1200=77.94 F=315
AK=0.034(0.0) AQ= 0.020(-0.005) RP= 0.027(0.1) RN= 0.037(-0.06)

Se usé el método “Leave one out” (LOO, por sus siglas en inglés) y el método
“Leave many out’ para poder probar el poder predictivo del modelo de log BB. Se
escoge una molécula al azar para predecir su valor experimental, al dejarla afuera
del conjunto de entrenamiento para el método LOO. Para el otro método se escoge
al azar un porcentaje de la poblacién, en este caso, el 20% y se predice su valor
experimental, este experimento se efectud cinco veces. (Figura 13).

De manera general, el modelo de QSPR present6 una Q2,=77.94 y una

R]%itting = 81.97, los cuales son valores aceptables. Se establece que un buen

modelo de QSPR tiene un valor de Q2 mayor a 70. El valor de R? nos habla de una
buena correlacién entre las Y calculadas y las Yexperimentales, siendo que debe
ser mayor a 80 (generalmente el valor de R? es mayor que el de Q?). La desviacion
estandar del modelo es de 0.32 (s=0.32). A pesar de que este valor se encuentra
dentro del limite inferior para que sea permeable a la BHE, logra ajustar un buen
modelo para las moléculas que se estudiaron y se ve reflejado en los valores que
son obtenidos al aplicarlo a las moléculas obtenidos del cribado molecular, que sera
descrito mas adelante.
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Fig. 13. Evaluacion predictiva del modelo log BB. Graficas de correlacion lineal de Yy,..q VS Yy, @)

Experimento 1; b) Experimento 2

Los resultados obtenidos son comparables con los obtenidos en el trabajo de
investigacion de Romero y colaboradores, en dénde se realizé un modelo QSPR
tomando en cuenta solo 2 descriptores moleculares (logP y TopoPSA), y se
obtuvieron resultados de su validacién interna con una Q2,, de 0.79 y R?n de 0.80.5?
Cabe mencionar que, durante las evaluaciones, habia algunas estructuras que se
salian de las condiciones lineales del modelo, por lo cual se consideraban
compuestos fuera de rango cuya estructura molecular los hace muy diferentes al
resto de las moléculas y por lo cual no pueden ser predichos por el modelo QSPR.
En la Figura 14, se muestran los compuestos outliers, determinados durante las
evaluaciones para la obtencion del modelo final. En gran medida, se puede
encontrar que estos compuestos no podian entrar en el modelo debido a su tamafio,
cuando se comparan con las otras estructuras moleculares, como el tricloroetano

(molécula pequena) y el Cefotetan (38) (molécula grande).
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Fig. 14. Compuestos fuera de rango del modelo matematico.

En la Tabla 2 se muestran los descriptores moleculares del modelo final. Los
descriptores constitucionales y los de fragmento centrados en atomo nos permiten
conocer el tipo de atomos y grupos funcionales presentes en la molécula. Los
descriptores topoldgicos, en tanto, proveen informacién sobre la forma en que se
encuentran conectados los atomos presentes en las moléculas, y de esta forma

obtener informacién sobre la forma molecular.
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Tabla 2. Descriptores moleculares presentes en el modelo QSPR.

Descriptor Tipo Descripcion
nCIR Topolégico Numero de circuitos
MAXDN Topolégico Variaciones electronegativas maximas
PW?2 Topolégico indice de forma de Randic
T(N..S) Topolégico Suma de Ialfl i?rigéae?q((:)ia; ;c;z?:(e’)gicas entre
nArCOOR Grupos funcionales Numero de ésteres
nArx Grupos funcionales Numero de s:?gtmugﬁgées en el anillo
nN Constitucional numero de atomos de Nitrégeno
C —003 Fragmentos centrados en atomos grupos CHR3
Cc —013 Fragmentos centrados en atomos grupos CRX3
C —034 Fragmentos centrados en atomos grupos R-CR..X
C —040 Fragmentos centrados en atomos grupos R-C(=X)-X / R-C#X / X=C=X
0 — 057 Fragmentos centrados en atomos grupos fenol/enol/OH carboxilico

Una de las contribuciones importantes del modelo matematico es que toma
en consideracion descriptores moleculares que podemos relacionar con la
solvatacién de los compuestos, especialmente, 0057y nN. 0057 es un descriptos
que tiene una contribucion negativa al valor de logBB, en el modelo QSPR, y permite
conocer el numero de grupos fenol, enol o acido carboxilico que estan presentes en
una molécula. Sabemos que esta caracteristica esta relacionada con la solvatacién
debido a que los grupos -OH, por ejemplo, de un acido carboxilico, interactian muy
bien con el agua del medio. Ademas, es importante recordar que el pH es un factor
que influye en las caracteristicas de un compuesto, por ejemplo, que se comporte
como aceptor o un donador de enlace de hidrogeno. Cuanto mayor sea su
interaccion de la molécula con el agua, habra una ganancia entalpica y las
moléculas preferiran mantenerse solvatadas. Esto quiere decir que, entre mas

grupos con estas caracteristicas, el coeficiente de permeabilidad disminuira. Dos

36




ejemplos muy claros dentro de las moléculas que se encuentran dentro del conjunto
de estudio es la morfina, con un 0057 de 1, la cual tiene un log BB de -0.16 y, por
otro lado, el Bromoperidol que es un antipsicotico con un log BB de 1.38. Algunos

otros ejemplos se muestran en la Figura 15.
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Fig. 15. Comparacion entre moléculas para el descriptor 0 — 057

También se observa que el descriptor nN tiene un coeficiente negativo, lo
cual podemos relacionar con una de las caracteristicas que se observaron en los
antipsicéticos la cual es la presencia de un grupo amino que se protona a pH
fisiolégico e interactua con el aminoacido ASP114. Sin embargo, se sabe que los
atomos de nitrégeno en un medio acuoso son muy bien solvatados (dependiendo
del tipo de grupo funcional en el que se encuentren), lo cual afecta su permeabilidad
a la BHE. En la Figura 16 se observan algunos ejemplos asociados a este
descriptor. La tiotidina, cefatotetan y saquinivir tienen un nN de 8, 7 y 6, mientras
que sus coeficientes de permeabilidad a la BHE tienen valores de -0.82, -1.89 y -
0.86 respectivamente. Por otro lado, tenemos a la morfina, el cual es un poderoso
analgésico de tipo opioide, tiene un nN de 1y su log BB es de -0.16, mientras que
el diazepam, uno de los ansioliticos mas recurrentes en la terapéutica, tiene un

nN de 2y su log BB es de 0.56 y el primer antipsicético utilizado para el tratamiento
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de la esquizofrenia, la clorpromazina, tiene un valor de nN de 2 y su log BB es de
0.84.
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Morfina Diazepam Clorpromazina
nN=1 nN=2 aN =2
logBB=-0.16 logBB= 0.56 logBB=0.84

Fig. 16. Comparacion entre moléculas para el descriptor nN

El descriptor C003 nos permite conocer cuantos carbonos de tipo terciario
existen en la molécula, es decir, que a un carbono estén conectados tres
sustituyentes alquilicos diferentes y un hidrégeno. Curiosamente, se encuentran 16
moléculas que tienen un carbono terciario y tres moléculas (Asenapina, Donepezil,
Quinidina) con esta caracteristica. Como se observa, de los descriptores de
fragmentos centro de atomo, €003 tiene una contribuciéon positiva. Un carbono
terciario va a ser alifatico, con area mas grande e hidrofébica (voluminoso). A
continuacién, se muestran algunos ejemplos asociados a este descriptor (Figura
17).

Asenapina Donepezilo Quinidina
C003=2 o C003=2
logBB=1.03 logBB=0.89 logBB=0.33

Fig.17. Comparacion entre moléculas para el descriptor C — 003
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El descriptor C034 hace referencia a los carbonos asociados a un heterociclo,
donde el heteroatomo puede fungir como donador de enlace de hidrogeno y

complica la entrada a la BHE. Se colocan algunos ejemplos en la Figura 18.
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Fig. 18. Comparacion entre moléculas para descriptor C — 034

Por otro lado, el descriptor C040 nos permite encontrar otra forma de conectarse
en un heterociclo, y es donde se tiene un heteroatomo unido a dos carbonos
conectados, como se muestra en la Figura 19. A su vez, se muestran algunos

ejemplos de los valores de este descriptor,

R SIS SO S
I [o] 0 |
IR R ROAR H\)LN'R :
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e T 4
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Nl % N o
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L NN FQ,N HNWH
i
Br QO 0 o
Bretazenil Flumazenil Barbital
C-040=2 C-040= 2 C-040=2
logBB=-0.09 logBB=-0.29 logBB=-0.25

Fig. 19. Comparacion entre moléculas para el descriptor C — 034
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Los descriptores de grupos funcionales presentes en el modelo QSPR, son el

numero de ésteres (nArCOOR) y el numero de sustituyentes en el anillo aromatico

(nArX). Estos descriptores sefalan la importancia de la presencia de anillos

aromaticos sustituidos, que son una de las caracteristicas hidrofobicas que hacen

mas facil el transporte de las moléculas a través de la BBB. Se puede observar que

ambos descriptores tienen una aportacion positiva en el modelo. En cuanto al

descriptor nArCOOR, de las moléculas utilizadas para generar el modelo matematico

solo cuatro presentan esta caracteristica: el betrazenil (ansiolitico), cocoaetileno

(metabolito de cocaina), flumazenil (antagonista a GABA) y RO19-4603 (ansiolitico)

y sus coeficientes de permeabilidad a la barrera hematoencefalica son: -0.09, 0.6, -

0.29y -0.25, respectivamente (Figura 20).

N o]
NS o~ i %—‘{
o o—
' )
0 F » N
I b
) :
o}
Bretazenil Cocoaetileno Flumanezil
nArCOOR =1 nArCOOR =1 nArCOOR =1
logBB=-0.09 logBB=-0.25 logBB=-0.29
0
Me
N
T o -
N— Me
o N\
AR
Ce AN
B Me
(0]
R019-4603
nArCOOR =1
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Fig. 20. Comparacién entre moléculas para descriptor el nArCOOR

Por otro lado, podemos ver que para el caso del descriptor nArX. Bromoperidol

(antipsicético), Haloperidol (antipsicético),

Sertalina (antidepresivo) son las

moléculas en las que se encontré un nArX cuyo valor es de 2 (Figura 21).
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Haloperidol Sertralina
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Fig. 21. Comparacion entre moléculas para descriptor nArX

Por el contrario, Diazepam y Clorpromazina tienen un valor de 1 para este
descriptor y sus valores de log BB son 0.84 y 0.56, respectivamente. Tenemos el
caso de estos antidepresivos y antipsicéticos que solo difieren en un sustituyente
aromatico halogenado. Si bien no disminuye drasticamente los coeficientes de
permeabilidad a la BHE, podemos encontrar que si hay una diferencia a pesar de
tener caracteristicas similares. Esto pudiera deberse a que los compuestos con un
mayor numero de sustituyentes en el anillo aromatico disminuyen su densidad
electronica y generan un caracter mas lipofilico facilitando su transporte en barreras
bioldgicas.

La maxima variacion electropolégica negativa (MAXDN), el indice de forma de
Randic (PW?2) y la suma de las distancias topoldgicas entre el Nitrégeno y Azufre
(T [N..S]) son descriptores topoldgicos, los cuales nos permiten identificar similitud
molecular entre compuestos.

PW2 es un descriptor que esta relacionado a la forma de la molécula y tiene una
contribucion positiva al valor de log BB. El descriptor de indice de forma de Randic
esta asociado al numero de caminos y caminatas que se pueden hacer en una

molécula al recorrer sus veértices, algunos ejemplos se muestran en la Figura 22.
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Fig. 22. Comparacion entre moléculas para descriptor PW?2

En cuanto al descriptor de distancias topoldgicas entre el Nitrégeno y Azufre
(T [N..S]), este tiene una alta relacion con las moléculas estudiadas para este

modelo. En la Figura 23 se muestran algunos ejemplos y cdmo se comparan sus
valores de coeficiente de logBB con esta distancia.

f 7\
o\__r_.-. -
A A N/ \
[ | | 3 S H AN
Y o I I
Butaperazina Talsupram s
T(N..S)=20 T(N..5)=5 Alobarbital

T(N..S)=0

Fig. 23. Comparacion entre moléculas para el descriptor T(N ...S)

Otro descriptor topolégico que nos muestra la importancia de la lipofilicidad en
las moléculas que atraviesan la BHE es el nCIR, que nos permite conocer el nUmero
de ciclos presentes en la molécula, relacionandolo con el volumen de los

compuestos y su planaridad. En la Figura 24 se muestran algunos ejemplos.
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Fig. 24. Comparacién entre moléculas para el descriptor nCIR

Por ultimo, el descriptor MAXDN nos muestra la distribucion de carga negativa a
través de la molécula. Lo cual estd correlacionado con las interacciones
intermoleculares que podrian presentarse en estas moléculas (dipolo molecular). Se

muestran algunos ejemplos en la Figura 25.

N

e J N,

PO
N

H/NTN\H
[ O

ORG 12962 Alobarbital Alprazola_m
MAXDN=5.696 MAXDN=2.53 ﬁAé’é):l\fa (1);1003
LogBB= 1.64 LogBB=-0.22 g f

Fig. 25. Comparacion entre moléculas para el descriptor MAXDN

5.2 Cribado molecular en bases de datos
5.2.1 Busqueda en ZINC12
Como resultado del cribado molecular por medio de la busqueda en el

servidor ZINC12 se obtuvieron 2824 moléculas.

5.2.2 Analisis de similitud molecular
Los resultados obtenidos para la aproximacion por similitud molecular se
concentran en la Tabla 3. Usando esta aproximacion se observa que muy pocas

librerias de moléculas antipsicéticas tuvieron una alineacion con la risperidona, con
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un puntaje de 0.8 a 1 en los diferentes modelos probados para éste analisis; el

puntaje mas alto es el de 1.

Tabla 3. Aproximacion por “similitud molecular”

— [ O
T _"'\//\/i ‘}B‘l,/\f/ S
1\O‘ND
C
No. de
Modelo CI.:DS moléculas Rang_o
seleccionados - puntaje
alineadas
1 C,D,E 141 0.69-
0.60
2 B,D,H 0 | e
3 B,D,I 135 0.42-
1.00
4 D,LF 137 0.60-
0.85
5 A B, D, I 144 0.50-
0.75
6 D,E F K 127 0.55-
0.75

De los modelos evaluados, se encontré que el numero 6 fue en el que se
observaron los mas altos puntajes en las alineaciones de los antipsicéticos
evaluados con la risperidona-

Finalmente, se determindé que el modelo farmacoférico tiene los siguientes

descriptores quimicos (Figura 26),

> Anillo aromatico (H)

» Donador de enlace de hidrégeno (protonado, considerando el pH fisiol6gico)
(F)

» Hidréfobo (J)

» Centro aceptor de enlace de hidrégeno (G)
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Fig. 26. Modelo farmacoférico para la risperidona

Derivado de este analisis se pudo encontrar que, a pesar de la gran
variabilidad estructural entre los antipsicéticos, éstos comparten caracteristicas que

pudiesen ser clave para el anclaje con el receptor.

5.2.3 Busqueda en PHARMIT

PHARMIT utiliza bases de datos como ZINC15, PubChem, Chemspace,
entre otros. Debido a que en la busqueda previa se realizé haciendo uso del servidor
ZINC12, se decidio seleccionar la base de datos ZINC15, la cual le da continuidad
a nuestra busqueda.

Del modelo 1, se obtuvieron 10,000 hits posibles con las caracteristicas
estructurales deseadas. Por otra parte, con el modelo 2, se obtuvieron 6,969 hits
posibles, lo cual nos permitié observar que esta aproximacion nos daba elementos
mas selectivos y con caracteristicas similares a las que buscabamos a los
antagonistas. Por lo cual, se decidié quedarse con los resultados del modelo 2 para
poder predecirles su coeficiente de permeabilidad a la BHE.

En cuanto al modelo con risperidona y el modelo farmacoférico, de esta
aproximacion se obtuvieron 2,717 hits. Puede observarse que PHARMIT permite
realizar busquedas finas y que contemplen la conformacién del ligando dentro del
receptor. Estos compuestos también fueron utilizados para realizar su prediccion de

la permeabilidad a la BHE.
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5.2.4 Aplicaciéon del modelo QSPR

Al aplicar el modelo matematico obtenido en el QSPR a las moléculas
obtenidas del cribado molecular, se encontré que 33 moléculas tenian valores altos
de logBB, considerando que la desviacion estandar es igual al limite para que una
molécula atraviese la BHE (0.3), es por ello por lo que se consideraron como
posibles andamios aquellas moléculas cuyo valor fuera por arriba de 0.6. En la

Tabla 5 se encuentran algunos de los resultados obtenidos.

Tabla 4. Resultados de aplicacion del modelo QSPR

Base de Nombre Estructura quimica logBB pred
datos
ZINC 12 ZINC02063579 7w K o 2.90 +0.323
SHaav e
ZINC 12 ZINC02170769 QC 2.74 £0.323
oo
ZINC 12 ZINC02170668 e o 2.74 £0.323
e,
O)\@/ 3
CF,
ZINC 12 ZINC02170670 e g 2.74 £0.323
O)\Ii’i/cﬁ
CF,
ZINC 12 ZINC05728874 7 N HN@CH 2.39 £0.323
FsC 7 o
ZINC 12 ZINC02170611 o 2.32 +0.323

ZINC 12 ZINC00652390 O 1.77 £0.323
0
O u)‘\Q/CFa

CF3

Estos tienen una alta probabilidad de atravesar la BHE, de acuerdo con el
criterio estudiado sobre la permeabilidad. Por otro lado, 682 moléculas tuvieron log
BB entre 0.2 y -0.99, los cuales se sabe que tienen una menor posibilidad de
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atravesar la BHE en comparacion con las otras moléculas. Se obtuvieron 2101
moléculas con valores menores a -1.

La tabla de resultados completos se encuentra en Anexos: Tabla A-3.

5.2.5. Analisis de similitud molecular para moléculas propuestas

Se realiz6 el analisis de similitud molecular de las 33 moléculas con mejores
logBB con la risperidona. De este analisis se obtuvo que 32 moléculas presentan
similitud con la risperidona (Figura-26)

Puede observarse que las moléculas obtenidas no sélo presentaban buenos
coeficientes de permeabilidad, sino que también presentaban la extensién

adecuada, similar a la risperidona, para poder interactuar en el receptor.

5.3 Estudio de acoplamiento molecular
5.3.1 Validacion estructural del acoplamiento molecular

En |la Tabla 6 se encuentran los parametros empleados en el acoplamiento
molecular que mostré una validacion estructural. Se encontr6 que las cargas
parciales del tipo electrostaticas dieron mejores resultados en comparacion con las

otras que fueron evaluadas (Figura 27).

Tabla 5. Método para validacion estructural

Acoplamiento rigido

Método Caracteristicas
Funcion de puntaje MoldockScore (GRID)
Algoritmo de busqueda Moldock SE
No. de iteraciones 3000
Poblacién 200
Corridas 10

Acoplamiento flexible
Funcion de busqueda MoldockScore (GRID)

Algoritmo de busqueda Moldock SE
No. iteraciones 3000
Poblacién 200
Corridas 10
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Fig. 27. Validacion estructural del método de acoplamiento molecular por computadora. En
color rojo se muestra la estructura de la risperidona en el cristal y en diversos colores la estructura

obtenida después del docking.

5.3.2. Acoplamiento molecular con moléculas antipsicoéticas.

Se muestran algunos de los resultados obtenidos del acoplamiento molecular
con los cristales del receptor D2. Como se puede observar en la Figura 28, la
mayoria de los antagonistas se acomodan en el receptor D, de tal manera que los
residuos aromaticos llegan a interaccionar con los aminoacidos mas internos de la
cavidad (a.a. Phe382, lle122, Thr119, Ser197, Phe498, Cys118). La Tabla 6

muestra los resultados completos (ver Anexo IV, Tabla A-4).
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Risperidona

Fig. 28. Haloperidol y Risperidona en el sitio de union en la estructura cristalografica PDB: 6CM4

Una de las peculiaridades que resaltan de estos experimentos es que, a
pesar de tener en esencia la misma estructura del receptor, se observé que hubo
una mayor dispersion entre los resultados obtenidos en la estructura cristalografica
PDB: 6LUQ, a diferencia del PDB: 6CM4.

Tabla 6. Aproximacion sin templado

Antipsicético 6LUQ 6CM4
Kgq Eprom Eprom
(Kcal/mol) (Kcal/mol)
Asenapina 1.3 -116.44+1.2 -106.76+0.0
Benperidol 0.027 -166.53+2.0 -159.9413.6
Clorpromazina 0.9 -115.6318.2 -112.42+3.3
Droperidol 0.54 -165.154£3.2 -165.6315.0
Espiperona 0.04 -161.25+1.8 -159.71+0.5
Flupentixol 0.38 -150.67+12.4 -146.9+1.1
Flufenazina 0.55 -157.88+15.5 -154.98+3.4
Haloperidol 0.74 -144.08+1.2 -142.97+1.2
Tioridozina 1.1 -132.20+6.7 -123.25+1.4
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Esta misma observacion se encontré en los resultados obtenidos para los
estudios con templado (Tabla 7). La tabla de resultados completos se encuentra en
Anexo V, Tabla A-5

En el primer procedimiento que se utilizO en las aproximaciones por
templados es que se partid de un acoplamiento flexible-flexible, sin embargo, se
observaron grandes desviaciones estandar y energias positivas, lo cual ayudo a
corroborar la importancia que tiene iniciar de una estructura rigida en el
acoplamiento molecular y utilizar las poses con un mejor valor energético para
realizar la segunda parte del acoplamiento, con la estructura flexible del receptor.
De esta manera, se obtiene una mejoria en cuanto a las energias y sus desviaciones
estandar en los experimentos realizados.

Se encontré que con el templado 2 se obtuvieron mejores poses energéticas.

Tabla 7. Aproximacion por templado

Antipsicético Kgq 6LUQ T1 6LUQ T2 6CM4 T1 6CM4 T2
Eprom Eprom Eprom Eprom

(Kcal/mol) (Kcal/mol) (Kcal/mol) (Kcal/mol)

Asenapina 1.3 -84.011£5.3 -71.8119.4 -90.01+0.1 -90.0240.0
Benperidol 0.027 -156.25+2.3 -109.64+47.6 -148.65+6.4 -131.58+6.3
Clorpromazina 0.9 -117.91+£19.6 -85.15+33.9 -98.40+2.4 -97.68+3.4
Droperidol 0.54 -140.38+24.7 -88.031+43.4 -153.03+2.9 -148.65+3.7
Espiperona 0.04 -156.11+2.6 -164.26+4.5 -148.84+9.6 -141.35+1.6
Flupentixol 0.38 -144.67+7 .1 -104.43+36.5 -136.26+3.2 -116.64+1.4
Flufenazine 0.55 -145.40+4.9 -148.76+18.3 -144.62+6.2 -134.89+0.9
Haloperidol 0.74 -135.65+24.5  -102.52+52.4 -138.05+2.1 -114.94+6.6
Thioridazine 1.1 -119.85+2.5 -126.02+6.9 -108.15+3.2 -109.01+1.1

En la siguiente imagen se puede observar cdmo para la aproximacion del
templado (T2) con el PDB:6CM4, algunos antipsicéticos tienen el tamafio adecuado

y pueden adoptar una conformacion similar a la risperidona (Figura 29).
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Fig. 29 Comparacion entre antagonistas con risperidona a) Ligando azul: clorpromazina, b) ligando
azul: ORG12962

5.2. 3. QSAR 3D

Las mejores correlaciones se obtuvieron usando los valores de los
descriptores moleculares obtenidos del acoplamiento molecular de los modelos con
templado en el PDB:6LUQ. Sin embargo, como se habia planteado previamente,
hay una gran dispersion entre los datos obtenidos, por lo cual, se eligieron las
energias obtenidas de los procedimientos sin templado para poder realizar la
generacion del modelo matematico predictivo de la Kaq.

Para la generacion del modelo se utilizaron los datos de energia de
interaccién con el receptor, la energia interna y la energia de interaccion como
descriptores, buscando obtener una relacion matematica lineal, y se adicionaron
tres descriptores partiendo de la informaciéon de la energia de interaccién: el
cociente de ésta con los atomos pesados del ligando (eficiencia de ligando), el
cociente con las torsiones (Einter/torsiones) y el peso molecular de cada ligando.

Como se menciond anteriormente, se eligié una muestra de la poblacion de
antipsicéticos, encontrando una correlacién entre la energia de interaccién (Einter) ¥y
su Kqg experimental, dado que se obtuvieron valores de R? de 0.7 para ambos
cristales (Grafico 2). Sin embargo, como se habia comentado previamente, la
resolucién del PDB: 6CM4 es mejor que la de PDB: 6LUQ, por lo cual se eligio ese
modelo.
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Grafico 1. Correlacion lineal de la Einter vs Kq. @) PDB:6LUQ sin templado; b) PDB:6CM4 sin
templado.

Por otra parte, se buscé un mejor modelo matematico utilizando mas de una
variable para correlacionar su Kq. Para esto, se utilizé el programa MOBYDIGS y se
emplearon a la Einter, las torsiones y peso molecular como descriptores moleculares.
Finalmente, se encontré un buen modelo con valores aceptables de sus parametros
estadisticos, especificamente R? y Q% (muy importante para el aspecto de prediccion

de Kq), que correlaciona a la Einter ¥ las torsiones de los ligandos (Ecuacion 3).

Kd = —0.02247[Eipter] — 3.82212 [torsiones] + 0.29949 [torsiones?]
+ 91393 3)

R? = 94.73 Qf0=87.63 R fiting = 93.15 F=59.89
AK=-0.094 4Q=-0.094  RP=0.087 RN=-0.022
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Grafico 2. Correlacion lineal de Ka experimental vs Kq predicha.

Este modelo QSAR 3D nos permiti6 englobar a la mayoria de los
compuestos, a pesar de que el conjunto de datos pareciera que no ajusta en la
correlacién. Ademas, nos permitid observar como la flexibilidad (torsiones) en los
ligandos es un factor importante y que esta altamente relacionado con su interaccion
con el receptor. Una molécula con un alto numero de torsiones tendra una mayor
posibilidad de tener un numero alto de conformaciones y, por tanto, hay una mayor
probabilidad de que tenga un costo energético elevado al momento de que éste
interaccione con el receptor y se mantenga unido, debido a la pérdida entrépica. Por
el contrario, una molécula con menor nimero de torsiones se encontrara mas rigida,
lo que impide el movimiento constante de los enlaces y, por tanto, sufrira una menor

perdida entrépica.

5.2.4 Predicciéon K, para andamios moleculares

En esta parte del trabajo se calcularon los valores de Kq de los compuestos
candidatos finales, aquellos que resaltaron después del QSPR y del analisis de
similitud molecular. Con los resultados obtenidos de la prediccidon de kg, se encontrd
que las moléculas con los valores mas pequefios de Kq (valores negativos) son
ZINC08440167 y ZINC08440170 (tabla 9), cuyos valores de log BB predicha son
0.40 y 0.41 respectivamente. Sin embargo, estas moléculas no poseen una de las

caracteristicas importantes para la union, que se estudiaron a lo largo de este
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trabajo: el atomo cargado positivamente (comunmente un grupo amino) que
interactua con ASP114 del receptor D>. Por otro lado, como se habia observado
previamente, las moléculas obtenidas del modelo tienen grupos de tipo amida, y se
puede observar que algunas de ellas podrian tener una interaccion fuerte con el
receptor por el valor predicho de su Kq como es el caso de las moléculas
ZINC08442136, ZINC02170396, ZINC00652390 y PubChem-8933173. Resulta
bastante interesante observar que, al igual que las otras moléculas, poseen un
tamano similar a los antipsicéticos analizados.

Para el caso de la molécula ZINC00652390 con Kq predicha de 0.65, en la
Figura 30 se observa como interactua con el receptor D2 y como se acomoda de tal
forma que el grupo -NH de la amida se situa cercano a ASP114 y permite un anclaje
en la cavidad. Para las interacciones se utilizd el servidor Protein Plus

(https://proteins.plus/). Se puede observar la interaccién de tipo enlace de hidrégeno

entre el grupo amida y ASP114.
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Tabla 8. Ky predicha de las moléculas obtenidas del modelo QSPR.

Ligando Estructura Kad Ligando Estructura
pred.
ZINC08440167 -0.55 | ZINC02062435 O 0.40
. it mANim
s
OCH3 c &N,TCI
ZINC08440170 ! -0.39 | ZINC00652390 CFy 0.65
HN
O /D\QN\%sﬂo CF,
| ° i
HsCO O
H,CO
OCHg
ZINC02170611 -0.26 PubChem- N o H 0.91
I . 8933173 [ N/EO
PRR® Fc” 7 al N
CF,y
ZINC08442136 QEC? 0.04
|
» ;,, al
/\\_Nz ©\cw
ZINC02170396 FsC 0.33
HNK)
Br o
r\o
OCH;
CFy
=t
HN—
O _~~_N — ==
s © CFs
NN
H
ZINC00652390
Trp 100 LeuS4
Ser 409
N A/ y Tyr f08 b
-~ le18dp . . 4 -
. Thrd12
' R - Tyr 416 0\9"01
Phetgs P11 Phe 389
\ Aspl14A
s VpI 115 Trp 386
Ser193 |~ “ys 118 PHe390 ~
Ser 197 Phe 108 Phe 382

Fig. 30. Acoplamiento' molecular de ZINC00652390 en el receptor dopaminérgico Do.
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Ademas, se observa una interaccion importante del grupo aromatico, con el
grupo -CF3 en la parte mas profunda de la cavidad, tal como se observa para la
risperidona en la estructura cristalografica PDB:6CM4.

Esta misma interaccién se puede observar para el haloperidol en el receptor
6LUQ. Lo anterior ayuda a determinar que, a pesar de no tener un grupo cargado
positivamente, el ligando ZINC00652390 pudiera comportarse de una manera
similar a los antagonistas analizados. Por otra parte, vemos al otro ligando con un
comportamiento similar, el cual es el compuesto PubChem-8933173. Su Kq predicha
fue mayor a la del ligando anterior, 0.91. Se puede observar que en su interaccion

con el receptor se une de una manera similar (Figura 31)

Leu 94
Trp 100 o
Il

I PN
L7 T Lo
Val91 Fi” > =N

Ser 408 Phe 110
NG Y PubChem-8933173

lle 184
Tyr 408 /
Thr 412 S

N Tyrd16 ’ 5 Asp 114
Phe 189

3
Che 360 val 116

Sor 193
Trp ,\m;P 200 Cys118
S

4
/7

3¢ Fhr119
)
Phe 198

Phe 382
ile122

/

A

Fig. 31. Acoplamiento molecular de PubChem-8933173 en el receptor D2

Podemos observar cdmo ambos andamios moleculares cumplen con las
caracteristicas de las moléculas antagoénicas, en cuanto a tamafo, a la forma

molecular y a los grupos de union.
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6. Conclusiones




De este proyecto puede concluirse que:

» ElI modelo QSPR nos asocia la forma molecular, tamafo y solvatacion con
la capacidad para atravesar la BHE de farmacos que actuan en el cerebro.

» Un buen modelo farmacodrico para la risperidona debe tomar en cuenta la
parte mas externa de la risperidona (anillo hidrofébico, anillo aromatico y un
aceptor de enlace de hidrogeno) y el grupo amino (centro con carga positiva
y donador de enlace de hidrégeno).

» Los andamios moleculares tienen una gran posibilidad de ser antagonistas
al receptor D2 debido a que su lipofilicidad, forma y grupos de unién son muy
similares a los que tienen los antagonistas.

» Los grupos amidas en los andamios moleculares propuestos interaccionan
con el aminoacido ASP114 sustituyendo al grupo amina de los antagonistas.

» El modelo QSAR 3D esta formado por dos elementos directamente
relacionados con la energia libre del sistema: la Einter (entalpia) y el numero
de torsiones del ligando (entropia).

» ElI modelo QSAR 3D nos permite el calculo de la afinidad de los compuestos
de interés, siempre que mantengan una similitud estructural con los

antagonistas comerciales.

Como perspectivas se tiene

» Realizar los estudios de acoplamiento molecular con otros programas como
Vina y Autodock4 para poder comparar y evaluar la reproducibilidad de los
resultados con MVD

» Disefio con base en el receptor

» Probar la union con los otros receptores
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