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1. RESUMEN

En este trabajo de investigacion "Disefio in silico de una nueva molécula antagonista
de la VIH proteasa basada en Calixaminas y Calixolanos" se busco crear nuevas
moléculas utilizando técnicas basadas en quimica computacional, con el objetivo de
encontrar al menos una molécula derivada de las calixaminas y de los calixolanos
capaz de inhibir a la VIH proteasa y que pudiera funcionar como un posible

antiretroviral.

Las calixaminas y los calixolanos son compuestos que presentan caracteristicas de
alcaloides y de compuestos que podrian tener actividad bioldgica, por esta razon se
utilizaron como fragmentos para crear nuevas moléculas que puedan funcionar

como antiretrovirales que inhiban a la VIH proteasa.

Primero se utilizo el programa Autodock Vina se realiz6 el Docking de los
antiretrovirales ya existentes y de las calixaminas y los calixolanos para tener una
energia base con la cual comparar las energias de nuestros compuestos finales.
Luego utilizando la técnica de Disefio de Novo, con el programa LigBuilder se
crearon un total de 4,133 moléculas nuevas a partir de las calixaminas y de los
calixolanos, al ya tener estas moléculas se les realiz6 un Docking para obtener su
energia y compararla con la de los antiretrovirales ya existentes. Se tomaron las
diez moléculas con mejor energia (es decir con energia minima) de cada molécula
y a estas moléculas se les realiz6 un andlisis de similaridad de huellas digitales para
evaluar que tan similar era la forma de las nuevas moléculas con la de los
antiretrovirales que estan en el mercado, en este analisis se tomaron en cuenta

caracteristicas como lo son: el peso molecular, los pares de atomos, etc.

Se encontraron 10 moléculas nuevas con energias cercanas y pesos moleculares
similares a las energias de la linea base y a los pesos moleculares de los
antiretrovirales ya existentes, siendo un derivado de la Calixamina A la que presentd

una mejor energia con -12.2 Kcal/mol y siendo un derivado del Calixolano A el que



presentdé mayor energia -10.6 Kcal/mol, estos entran en el rango de energia
obtenidas de los antirretrovirales existentes, con pesos moleculares que van en el
rango de 530.4076 g/mol a 719.6547 /mol siendo el del derivado de la Calixamina
A con menor energia 695.3929 /mol. La similitud de las nuevas moléculas se evaluo
utilizando un analisis QSAR, pero la similitud de las huellas digitales de las

moléculas fue muy baja.

El parametro que se utilizé para poder predecir el comportamiento de las nuevas
moléculas fue el de la energia minima (que se obtiene realizando los Dockings) y
no el de la similaridad de huellas digitales debido a que se obtuvo una muy baja

similaridad.

Se encontr6é al menos una molécula derivada de las calixaminas y calixolanos que
mostraron afinidad por la VIH proteasa, estas no presentaron mayor similitud
molecular con los inhibidores de la VIH proteasa ya existentes en el mercado, a
excepcion de los pesos moleculares que si mostraron similitud, para esto se utilizé

tamizaje molecular virtual.



2. INTRODUCCION

El VIH- SIDA es una patologia que actualmente muchas personas la padecen y
otras muchas han escuchado hablar de ella. Lamentablemente esta patologia no
tiene cura hasta el dia de hoy y el tratamiento existente Unicamente consiste en la
administracion de antiretrovirales. Estos les dan a las personas una mejor calidad
de vida y la prolongan por algun tiempo indefinidamente dependiendo del avance

de la enfermedad.

Existen diferentes tipos de antiretrovirales que actlian en diferentes partes del virus,
como lo son los inhibidores de la VIH proteasa. Estos antiretrovirales se encargan
de inhibir esta enzima y como consecuencia, las cadenas de aminoacidos no son
cortadas. De este modo se inhibe la replicacion del virus dentro de las células del

huésped y Unicamente se detiene la infeccidn.

Es importante mencionar que este virus muta muy rapidamente, por esta razén es
recomendable investigar nuevos farmacos que inhiban la replicacion del virus, ya
gue este se vuelve inmune a los medicamentos con mucha rapidez. El desarrollo de

un nuevo farmaco ha sido extremadamente costoso y ha llevado mucho tiempo.

En un pais en desarrollo como Guatemala, no existen laboratorios farmacéuticos
que se dediquen a la investigacion de nuevos farmacos por la inversion inicial que
se necesita. Sin embargo, en la actualidad se han ido creando nuevas técnicas de
investigaciéon que permiten que el desarrollo de estos farmacos no sea ni tan
costoso ni tan prolongado. Una de estas técnicas se conoce como Tamizaje
Molecular Virtual. Esta técnica consiste en evaluar ciertas moléculas que tienen o

pueden tener bioactividad hasta encontrar una que cumpla con las expectativas



deseadas, basdndose en un producto natural que sera posteriormente derivatizado
in silico.

Esta investigacion se inici6 a partir de productos naturales que fueron derivatizados,
con el objetivo de crear una base de datos de compuestos que fueron evaluados
como posibles inhibidores de la VIH proteasa. Los productos naturales estudiados
fueron los alcaloides Calixaminas y Calixolanos que provienen de la esponja marina
Calix podatypa. De cada uno de estos alcaloides se obtuvo diez moléculas nuevas

gue pueden servir como posibles antiretrovirales que inhiban a la VIH proteasa.



3. ANTECEDENTES

Nuevas técnicas para el desarrollo de medicamentos se han ido desarrollando a lo
largo de los afios a nivel Internacional y una de estas técnicas es el Tamizaje
Molecular Virtual. Esta consiste en evaluar ciertas moléculas que tienen o pueden
tener bioactividad hasta encontrar una que cumpla con las expectativas deseadas,
basandose en un producto natural que sera posteriormente derivatizado in silico.
Sin embargo al ser una técnica bastante nueva no se han realizado muchas
investigaciones utilizando esta técnica. En Guatemala son muy pocas las personas
que conocen acerca de este tema por lo que los trabajos de investigacion realizados

también son muy pocos.

3.1 Investigaciones sobre Tamizaje Molecular Virtual y VIH en Guatemala:

Vargas, R. (2012) realiz6 una investigacion, en el cual su objetivo principal era
obtener un disefio in silico de un farmaco que pueda ser utilizado como tratamiento
antirretroviral contra el VIH-1 mediante la inhibicion de la proteasa. Para esto el
autor utilizo técnicas de nanotecnologia computacional, que se fundamentan en
relaciones cuantitativas de actividad- estructura en 3 dimensiones (3D-QSAR).
Utilizé tres farmacos inhibidores de la proteasa (Lopinavir, Darunavir, Tipranavir),
modeld sus estructuras en tres dimensiones y se evaluaron contra una enzima
tridimensional, todo se realiz6 virtualmente. Posteriormente se disefiaron derivados
de cada uno de los farmacos originales, los cuales fueron evaluados y probados,
para dar como productos finales compuestos disefiados in silico con propiedades
gue cumplen biolégicamente con varios factores y a que a su vez pueden ser

sintetizados en un laboratorio quimico.

Otro proyecto realizado por Carrazcosa, F. (2009) busco obtener al igual que en la
investigacién anteriormente mencionada, el disefio de un farmaco que pudiera ser
utilizado como tratamiento antirretroviral contra el VIH-1, mediante la inhibicion

eficaz de la proteasa. Esta investigacion también se realizd utilizando



nanotecnologia computacional y fue pionera en Guatemala. A partir de esta
investigaciéon el tema de nanotecnologia computacional empezé a abrirse un

pequefio camino en el mundo de la investigacion.

Carrascoza J. y Paz M. (2008) describieron por medio de programas
computacionales de enlace molecular automatizado (Autodock 4.01) cobmo ocurren
los mecanismos quimicos de reaccion entre los linfocitos TCD4+ y la glicoproteina
gp120 presente en la cubierta de VIH-1, este primer acercamiento a los programas
de modelaje molecular como herramienta nano tecnoldgica de descripcion tedrica,
permitié observar los detalles bioquimicos de los mecanismos de reaccién quimica
gue ocurren al interactuar el VIH y el linfocito TCD4 en sus membranas viral-celular
(Vargas, R., 2012).

Carrascoza y colaboradores en 2009 desarrollaron un disefio molecular piloto para
un analogo de un inhibidor de la Transcriptasa Reversa de tipo nucleosidicos,
basado en las descripciones bioquimicas de las superficie molecular de la misma
Transcriptasa Reversa presente en el VIH-1 y usando como plantilla de disefio las
caracteristicas farmacoforicas de Tenofovir. En este estudio adicionalmente se logré
comprender los mecanismos de reaccion bioguimicos que producen resistencia en
la Transcriptasa Reversa a Tenofovir, para lo cual se pudo utilizar esta informacion
para disefiar un farmaco que evadiera estos mecanismos de resistencia (Vargas,
R., 2012).

Carrazcosa (2008) en su informe final de tesis realiz6 una investigacion titulada
“Integracion de linfocitos T CD4 con el segmento V3 de la glicoproteina 120 presente
en el Virus de Inmunodeficiencia Humana tipo 17, propuso una explicacion a la
conducta de la glicoproteina gp120, para ello utiliz6 programas computacionales de
enlace proteina-ligando con el fin de obtener detalles de las reacciones bioguimicas
existentes entre los epitopos de gp120 en VIH con el correceptor CCR5, con el fin

de explicar la orientacién entre CCR5 y gp120 que forman el complejo CCR5-gp120.



Esta investigacion realizada es de suma importancia ya que la formacion del
complejo CCR5-gp 120 es una parte determinante en el ciclo de replicacion del virus
del VIH.

3.2 Investigaciones sobre Calixaminas y Calixolanos:

3.2.1 Calixaminas:

En 1982 se recolecto en el Mar Caribe, cerca de la Isla Mona en la costa oeste
de Puerto Rico a la esponja marina Calyx podatypa, estos especimenes fueron
guardados vy liofilizados. Esta esponja es conocida por poseer una variedad de
esteroles y series de compuestos heterociclicos de seis miembros que contienen
nitrogeno, como lo son las dicetopiperacinas y sales trisustituidas de N-
metilpiridinio.

Se realiz6 una extraccion de metabolitos utilizando varios solventes. En esta
extraccion se descubrieron nuevas moléculas de alcaloides conocidos como
Calixaminas, como se determinaron dos tipos de calixaminas que
posteriormente se identificaron como Calixaminas A y B, sus estructuras se
pueden observar en la Imagen 8. Estas moléculas son alcaloides 2,2,4,6,6-
pentasustituidos de piperidina y poseen un esqueleto de carbono nuevo.

El método més simple para la extraccion de Calixaminas Ay B en el laboratorio
requiere la condensacion de Me2CO con NH3 en presencia de un acido
catalizador, en este caso el acido utilizado fue acido trifluoracetico, luego estas
estructuras fueron determinadas por los siguientes métodos espectroscopicos:
la difraccion de rayos X, cromatografia en capa fina y resonancia magnética
nuclear. La Calixamina A se cristalizd a partir de mezclas de CHCI3 - hexano,
como agujas incoloras con una molécula de C12H21NO. CF3CO2H. La
estructura de la Calixamina B también fue obtenida como un soélido blanco

cristalino cuya estructura fue resuelta por Resonancia Magnética Nuclear.



Se realizaron diferentes pruebas utilizando Cromatografia en Capa Fina, la cual
produjo resultados que aseguraban que estas moléculas no eran derivadas de
alguna reaccion de las diferentes extracciones que se realizaron, sino que eran
moléculas que pertenecian a la esponja Calyx podatypa y que eran nuevos
alcaloides que no habian sido descubiertos antes. Sin embargo no se puede
descartar la posibilidad que la Calixamina B puede surgir de la isomeracién
inducida por un medio &cido de la Calixamina A. También es importante destacar
gue no se pudo determinar la bioactividad de las calixaminas en ese estudio, por
falta de materiales (Rodriguez, Cébar, Padilla, & Barnes, 1997).

Imagen 1
Calixaminas Ay B
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Calyxamine A (1) Calyxamune B (2)
Fuente: Abimael D. Rodriguez O. M., 1997
El interés particular en las calixaminas fue la nueva estructura hallada. Su actividad
no se pudo comprobar, pero por su estructura de alcaloide, se esperaba que estas
presenten alguna alguna actividad sobre algun proceso biolégico. Posteriormente,
estas moléculas se sintetizaron en un laboratorio y su bioactividad fue probada, al
lado de la del eugenol, contra la acetilcolinesterasa. Los resultados apuntaron a que
las calixaminas no presentaron actividad inhibitoria por si mismas, Unicamente el
eugenol, demostrando asi que las calixaminas no presentan actividad en lo que se

refiere a efectos relacionados con trastornos neurologicos (Cobar & Mencos, 2004).



3.2.2 Calixolanos:

Los Calixolanos Ay B (sus estructuras se pueden observar en la Imagen 9) son
compuestos 1,3-difenilbutanoides, también aislados de la esponja marina Calyx
podatypa de Laubenfels (clase Demospongiae, orden Haplosclerida, familia
Oceanapiidae). Estos especimenes fueron recaudados en Puerto Rico. Estas
estructuras, al igual que las calixaminas, fueron determinadas a través de

diferentes extracciones y el uso de métodos espectroscopicos.

De los especimenes liofilizados se extrajo la muestra por medio de extracciones
con diferentes solventes, cromatografia en columna y finalmente por
cromatografia en capa fina. La fraccién de avance mas lento fue obtenida fue
purificada por cromatografia en columna utilizando silica gel y HPLC,
obteniéndose asi calixolanos A y B puros. Desafortunadamente, debido a la
escasez de estos compuestos, no fue posible evaluar las actividades bioldgicas.
Existen otros compuestos de este tipo, Colpol y Aplysillin, que han sido extraidos
también de otros organismos marinos Alga marina Roja Colpomenia sinuosa y
de la esponja marina Aplysina fistularis fulva respectivamente pero los
calixolanos poseen caracteristicas estructurales que no han sido reportadas por
compuestos del mismo tipo (Rodriguez, Cébar, & Padilla, 1997).

Imagen 2
Calixolanos Ay B

Calywolame A (D Calyrolame B (2)

Fuente: Abimael D. Rodriguez O. M., 1997
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3.3 VIH Proteasa:

Varios andlisis que se le han realizado a la secuencia de nucledtidos del genoma
de VIH-1 llevé al descubrimiento de que el virus codifica una proteasa aspartica,
conocida como VIH proteasa (HIV-1 PR). La inactivacion de HIV-1 PR por una
mutacion o inhibicion quimica conduce a la produccion de particulas virales
inmaduras, no infecciosas, por lo que la funcion de esta enzima ha demostrado ser
esencial para el ensamblaje del virion adecuado y la maduracion (Wlodawer &
Vondrasek, 1998).

Las proteinas que constituyen el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) se
sintetizan como precursores en largas cadenas protéicas que deben ser cortadas
para dar lugar a los componentes proteicos activos del virus maduro. La proteasa
del VIH-1 es una proteasa con dos acidos asparticos en el centro activo cuya funcién
es cortar las cadenas peptidicas que se sintetizan al traducir a proteinas el cédigo
genético del virus. Su naturaleza es homodimeérica, es decir, se trata de un dimero

formado por dos subunidades idénticas (Wlodawer & Vondrasek, 1998).

La topologia general del monémero de la VIH-1 proteasa es similar a la de un Unico
dominio en proteasas de tipo pepsina y aspartica, con la principal diferencia de que
la interfaz del primer dimero se compone de cuatro hebras cortas, en lugar de seis

filamentos largos presentes en las pepsinas (Wlodawer & Vondrasek, 1998).

3.3.1 Descripcioén de la VIH proteasa:

La hebra- a de la terminal N (residuos 1-4), forma la parte exterior de la interface
de lalamina- 8. La hebra- b (residuos 5-9), continta a través de un giro en la hebra-
B c, que termina en el triple sitio activo (Asp25-Thr26-Gly27) como se observa en la
Imagen 7. Siguiendo la vuelta del sitio activo, esta la hebra-f d, que contiene
residuos 30-35. En proteasas de tipo pepsinas, la hebra d es seguida por una hélice
h. La segunda mitad de la molécula, esta relacionada con la primera mitad por un
eje doble intramolecular. Los residuos 43-49 forman la hebra-f a’, de la solapa. La
otra hebra en la solapa (Residuos 52-58) forma parte de la larga cadena- b’

(Residuos 52-66). La cadena-3 ¢’ comprende los residuos 69-78, después de una
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vuelta en los residuos 79-82, continua la hebra d’ (Residuos 83-85) que lleva
directamente a la hélice h’ (Residuos 86-94). El patron de enlaces de hidrogeno
dentro de esta hélice es intermedio entre una hélice a y una hélice 310. A la hélice
h’ le sigue una hebra recta de terminal -C (Residuos95-99), que puede ser
designada como g y que forma parte interna de la interfase del dimero. El triple sitio
activo (Asp25-Thr26-Gly27) estd localizado en una vuelta cuya estructura es

estabilizada por un canal de enlaces de hidrogeno (Wlodawer & Vondrasek, 1998).

Los grupos carboxilatos de Asp25 de ambas cadenas muestran contacto cercano.
El canal es bastante rigido debido a las interacciones (llamado fireman’s grip), en el
que cada Thr26 OG1 acepta un enlace de hidrogeno de la cadena principal NH de
Thr26, de la vuelta opuesta. Thr26 también dona un enlace de hidrogeno al atomo
O del grupo carbonil del residuo 24 de la vuelta opuesta (Wlodawer & Vondrasek,
1998).

Imagen 3
VIH Proteasa

Fuente: Alexander Wlodawer, 1998
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3.3.2 Complejos de VIH Proteasa:

La union de un inhibidor introduce importantes cambios conformacionales a la
enzima. El movimiento global de las subunidades puede ser descrito como una
rotacion de hasta aproximadamente 2° alrededor de un eje de bisagra situado en la
subunidad de la lamina- B de la interface. Este movimiento de rotacién aprieta
ligeramente la cavidad del sitio activo, también se acompafa de otro movimiento
muy grande en la region de la solapa. La mayoria de los inhibidores, se unen en el
sitio activo de la enzima en una conformacion extendida de manera que cuando se
superponen una sobre otra, sus elementos funcionales se alinean bastante bien en
general. Los contactos entre la cadena principal de los inhibidores de la proteasa
son casi uniformes para todos los complejos. Siguiendo un patrén similar, los
enlaces de hidrogeno se hacen en su mayoria, entre las cadenas principales de
ambos la enzima y el inhibidor. El grupo hidroxilo en la unién no divisible presente
en los inhibidores, a excepcion de los que contienen enlaces péptido reducidos
isésteros, esta posicionado entre los grupos carboxilos Asp25/Asp25 de la
proteasa, dentro de los enlaces de hidrégeno a una distancia de al menos un

oxigeno carboxilado de cada aspartato (Wlodawer & Vondrasek, 1998).

3.3.3 Subsitios de los sitios de Unidn de los Inhibidores:

Un numero de subsitios distintos que acomodan a las cadenas laterales de los
inhibidores pueden ser identificados en VIH PR. Tres subsitios en cada lado del
enlace no divisible (S1-S3 y S1’- S3’) estan muy bien definidos, mientras que los
subsitios méas distantes no estan tan claros. Las cadenas laterales de la proteasa
que comprenden los sitios S1 y S10, con excepcién de los sitios activos del
aspartato, son en su mayoria hidrofobos. Las cadenas laterales del sitio activo del
aspartato y la cadena principal hidroxilo, de los inhibidores, tienen contactos polares
(Wlodawer & Vondrasek, 1998).

Casi todos los inhibidores documentados tienen restos hidréfobos en P1 'y P1’, con
la excepcion de los inhibidores que contienen estatina y glicina, en donde ningun

grupo ocupa el subsitio S1’ de la proteasa. Aunque los sitios S2 y S2’ son hidréfobos,
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residuos hidréfilos e hidréfobos pueden ocupar estos sitios. Las cadenas laterales
hidrofébicas P2 y P2’ se observan en diferentes orientaciones para los diferentes
inhibidores, formando contactos con diferentes grupos en el sitio de unién a la
enzima. Para inhibidores que contienen asparagina y glutamina, las cadenas de
amida también son estabilizadas por contactos polares con el 4&omo oxigeno
carbonilico del residuo previo en el inhibidor. Algunos contactos polares también se
observan entre los grupos amidas P2/P2’ y las cadenas laterales polares de la
proteasa (Wlodawer & Vondrasek, 1998).
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4. JUSTIFICACION

Alrededor del mundo, aproximadamente 35 millones de personas sufren de VIH y
mas o menos un tercio de millbn muere cada dia a causa de lo mismo. Esta
enfermedad, si bien ya ha podido ser controlada, sigue sin tener una cura. Lo mas
cercano que se ha hallado a una cura han sido los antirretrovirales, los cuales
detienen la infeccion del virus. Estos, sin embargo, son costosos y de dificil acceso,
en especial en un pais como Guatemala. Mas aun, el desarrollo de nuevos
medicamentos para tratamientos especializados de mutaciones endémicas se

convierte en una utopia.

Las calixaminas y los calixolanos son dos nuevos compuestos que han presentado
caracteristicas de alcaloides y de compuestos que pueden tener actividad biologica.
En el caso de la VIH proteasa, estos no podrian funcionar como inhibidores
directamente por su peso y volumen molecular, pero si se pueden utilizar como
fragmentos para la construccion de un nuevo antirretroviral, ya que al utilizar estas
nuevas técnicas de desarrollo de farmacos se pueden probar moléculas que no han
sido estudiadas todavia, con el objetivo de desarrollar nuevos farmacos que
funcionen en este caso como antirretrovirales. La actividad de estos no ha sido
probada en el espacio quimico de la VIH proteasa, por lo que se espera nuevos
resultados de las moléculas construidas a partir de estos 4 compuestos.
Especialmente de los calixolanos, cuya hidrofobicidad es un aspecto que puede ser

de mucha utilidad en el sitio activo hidrofébico de la VIH proteasa.

El docking, disefio de novo y analisis QSAR son técnicas novedosas que generan
resultados mas efectivos, que la técnica de tamizaje molecular de alto rendimiento.
El uso de estos métodos garantiza que, después de cierto tiempo de célculos, se
produzca al menos una molécula con las caracteristicas deseadas y que sea viable
para consumo humano. El hecho de partir de un fragmento novedoso como una
calixamina o un calixolano provee la posibilidad de hallar un compuesto nunca antes

visto y al mismo tiempo, hallar su actividad en el espacio quimico de la VIH proteasa.
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Finalmente, el uso de nuevas tecnologias para el desarrollo y el hecho de partir de
compuestos nunca antes probados son respuestas novedosas a los problemas de
salud, ciencia, industria y economia de Guatemala. EI método utilizado para este
estudio fue el disefio in silico, que contempla técnicas en computadora, capaces de
desarrollar farmacos nuevos a partir de moléculas que ya existen utilizando
parametros especificos. Independientemente de los resultados obtenidos, el uso de
esta técnica sienta un precedente en la investigacion de nuevos farmacos en este
pais y continda con una linea de investigacion que se comenzé a desarrollar hace

pocos afos.
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5. OBJETIVOS

5.1 General
5.1.1 Identificar por medio de métodos tedrico-computacionales, una molécula

derivada de las calixaminas y una molécula derivada de los calixolanos

que inhiba a la VIH-Proteasa.

5.2Especificos
5.2.1 Determinar una linea base de energias de enlace de los antirretrovirales

inhibidores de la VIH-Proteasa, a través de docking molecular, para tener una
relacion entre el nivel energético y la efectividad de la actividad inhibitoria de
una molécula.

5.2.2 Evaluar el indice de mutaciones de cada uno de los aminoacidos de la HIV-
Proteasa a modo de detectar un antirretroviral més efectivo.

5.2.3 Generar virtualmente 500 derivados de los calixolanos y 500 derivados de
las calixaminas Yy de esos 500 seleccionar 10 derivados de las calixaminas
y 10 de los calixolanos que tengan energias cercanas o debajo de la linea
base establecida y descartar los demas.

5.2.4 Cuantificar la efectividad de aquellos derivados que se enlazan con las zonas
mutantes de la HIV-Proteasa y analizar su relacion estructura-actividad
(QSAR).
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6. HIPOTESIS

Es posible encontrar al menos una molécula derivada de las calixaminas y
calixolanos que muestre afinidad por la VIH proteasa y similitud molecular con los

inhibidores ya conocidos, utilizando tamizaje molecular virtual.
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7. MATERIALES Y METODOS

El objeto de estudio (universo) de esta investigacion son las calixaminas y los
calixolanos y todas las moléculas derivadas. De las calixaminas y los calixolanos se
generaron 500 derivados sistematicamente y posteriormente se sometieron todos
estos (muestra) a ser comparados con los antirretrovirales inhibidores ya existentes
de la VIH-proteasa. Luego, los derivados fueron ponderados segun la energia de
enlace més apta para enlazarse con la VIH-proteasa.

7.1 Hardware
Para la visualizacion, derivatizacion, docking y la evaluacion de las moléculas se

hizo uso de 4 computadoras de alto rendimiento con las siguientes especificaciones:

e Procesador de doble nucleo de 2GHz

e 2GB de memoria RAM

e Sistema operativo: Linux Mint 13 (MATE) 32-bits
Estas computadoras son propiedad de la Unidad de Quimica Computacional de la
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos de

Guatemala y de la Tesista.

7.2 Software

El software utilizado fue:

e Avogadro 1.1.0

e UCSF Chimera 1.7
e AutoDock 4.2

e AutoDock Tools 4.2
e AutoDock Vina 1.1.2
e AutoGrow 3.0

e LigBuilder 2.0

e KNIME 2.7.2
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7.3 Procedimiento
La proteasa y sus mutaciones se tomaron de la base de datos Protein Data Bank

(Bergman, y otros, 2000), del reporte anual sobre VIH (Abfalterer, y otros, 2012) y
del estudio sobre mutaciones del Instituto de Biologia Molecular en Los Angeles
(Chen, Perlina, & Lee, 2004). Las calixaminas y calixolanos fueron construidos con
Avogadro (Hanwell, y otros, 2012) a partir de las estructuras presentadas por
Rodriguez y Cobar. Luego, para la derivatizacion de las anteriores moléculas, se
utilizé la base de datos ZINC (Irwin & Shoinet, 2005) y el programa LigBuilder 2.0
(Yuan, Pei, & Lai, 2011) o AutoGrow (Durrant, Amaro, & McCammon, 2009). Para
la realizacion del docking de cada molécula generada se utiliz6 AutoDock Tools
(Morris, y otros, 2009) y AutoDock Vina (Trott & Olson, 2010). Finalmente para
evaluar la similitud de las moléculas por huella digital y sus propiedades de similitud
se utilizo KNIME vy asi se filtraron las moléculas producidas por sus propiedades.

7.4 Metodologia y Disefio Estadistico
Se comenzd tomando toda la poblacion de antirretrovirales de origen comercial de

la VIH-proteasa (Amprenavir, Atazanavir, Darunavir, Indinavir, Lopinavir, Nelfinavir,
Ritonavir, Saquinavir, Tipranavir) y ligandolos a la VIH-proteasa a modo de
encontrar los valores de energia de enlace del complejo formado. Se propuso un
modelo en donde estos valores de energia resulten en una distribucion normal. El
modelo se basa en una hipoétesis: se puede encontrar una molécula cuya energia
de enlace a la VIH proteasa sea menor o igual al promedio de las energias de enlace
de los antiretrovirales, para esto se tomé la energia de cada antirretroviral conocido
y se sac6 la media y la desviacion estandar de estos, a modo de construir una
distribucion normal de los datos. Después se generaron 1000 derivados de las
calixaminas y los calixolanos. Posteriormente se procedi6 a ligar cada derivado con
la VIH-proteasa y obtener su valor de energia de enlace. El valor de energia de cada
uno de los 1000 compuestos se comparo con el modelo descrito anteriormente. Esto
altimo buscando obtener una muestra no representativa de todos los derivados de

calixaminas y calixolanos posibles y considerando el tiempo de calculo
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computacional para la generacién de estos compuestos. Se aceptaron el 5% de los
candidatos comunes entre los resultados de energia minima de los 2 métodos de
docking a utilizarse. Luego se realiz6 una comparacién de huella digital molecular
para ver su similitud a los antirretrovirales con los que se comenzé. En consecuencia
se tuvo una completa depuracion de las moléculas generadas y se obtuvo aquellas
gue si pueden ser candidatas para su sintesis y ensayos clinicos.

A continuacién se presenta un diagrama de flujo sobre el procedimiento que se

siguio:

Adquisicion de
antirretrovirales (ARV)
de DrugBank

Docking de los derivados
obtenidos del disefio de
novo- AD-Vina

Adquisicion de VIH-
Proteasa de Protein Data
Bank

Docking de ARV en VIH-
Proteasa - AD-Vina

Descarte de las
moléculas cuyas
conformaciones no
cumplen

Derivatizacion de las
Calixaminas y Calixolanos
- LigBuilder

Dibujado y optimizacion
de Calixaminas y
Calixolanos - Avogadro

Determinar huella digital
molecular y calcular
propiedades de los
derivados - KNIME

Discriminar moléculas
por huella digital

Evaluar propiedades
termodindmicas -
Avogadro
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8. RESULTADOS

Para interpretar Tablas de la 1-14 ver paginas 59, 60, 110 y 118. Se muestran las

energias obtenidas de la funcion de evaluacion en Kcal/mol.

Tabla 1 Funcion de Evaluacion (Kcal/mol), Amprenavir

Num. Repeticion | Repeticion | Repeticion | Promedio
1 2 3
1 -9.1 -9.0 -9.0 -9.0
2 -8.8 -8.9 -8.8 -8.8
3 -8.8 -8.6 -8.6 -8.7
4 -8.7 -84 -8.6 -8.6
5 -8.7 -84 -85 -85
6 -85 -8.3 -8.3 -84
7 -85 -8.1 -8.2 -8.3
8 -84 -8.0 -8.2 -8.2
9 -84 -8.0 -8.1 -8.2
10 -84 -7.9 -8.1 -8.1
Promedio -94 -8.3 -84 -8.7
Fuente: Datos obtenidos experimentalmente.
Tabla 2 Funcién de Evaluacion (Kcal/mol), Atazanavir
Num. Repeticion | Repeticidn | Repeticion | Promedio
1 2 3
1 -9.7 -9.8 -9.5 -9.7
2 -9.5 -9.6 -9.2 -94
3 -9.1 -9.4 -9.1 -9.2
4 -9.1 -9.3 -9.0 -9.1
5 -9.1 -8.8 -8.9 -8.9
6 -8.9 -8.8 -8.7 -8.8
7 -8.9 -84 -8.7 -8.7
8 -85 -8.4 -8.7 -85
9 -84 -8.2 -8.6 -84
10 -8.3 -8.2 -8.3 -8.3
Promedio -9.0 - 8.9 -8.9 -8.9

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente




Tabla 3 Funcién de Evaluacién (Kcal/mol), Darunavir

Num. Repeticion | Repeticion | Repeticion | Promedio

1 2 3
1 -9.8 -8.9 -9.3 -9.3
2 -9.3 -8.8 -9.1 -9.1
3 -9.3 -8.8 -9.1 -9.1
4 -9.3 -8.7 -9.1 -9.0
5 -9.0 -8.7 -9.1 -8.9
6 -9.0 -8.6 -8.8 -8.8
7 -8.9 -84 -8.7 -8.7
8 -8.9 -8.3 -8.7 - 8.6
9 -8.9 -8.2 -8.7 - 8.6
10 -8.8 -8.2 -8.7 - 8.6
Promedio -9.1 - 8.6 -8.9 -8.9

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente
Tabla 4 Funcién de Evaluacion (Kcal/mol), Indinavir
Num. Repeticion | Repeticion | Repeticion | Promedio

1 2 3
1 -10.7 -10.3 -10.3 -10.4
2 -10.6 -10.1 - 10.0 -10.2
3 -10.4 -9.9 -9.8 -10.0
4 -10.0 -9.8 -9.7 -9.8
5 -10.0 -9.7 -9.7 -9.8
6 -10.0 -9.7 -9.6 -9.8
7 -9.9 -9.7 -9.6 0-9.7
8 -9.7 -9.6 -9.5 -9.6
9 -9.6 -9.5 -95 -95
10 -9.4 -9.3 -9.5 -9.4
Promedio - 10.0 -9.8 -9.7 -9.8

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente
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Tabla 5 Funcién de Evaluacién (Kcal/mol), Lopinavir

Num. Repeticion | Repeticion | Repeticion | Promedio

1 2 3
1 -9.9 -9.5 -9.9 -9.8
2 -9.8 -9.4 -9.6 -9.6
3 -9.7 -9.3 -94 -9.5
4 -9.7 -9.1 -9.3 -9.4
5 -9.6 -8.7 -9.2 -9.2
6 -9.6 -8.7 -9.2 -09.2
7 -9.6 -8.7 -9.0 -9.1
8 -9.6 -8.7 -9.0 -9.1
9 -9.5 -8.6 -8.9 -9.0
10 -9.5 -85 -8.9 -9.0
Promedio -9.6 - 8.9 -9.2 -9.1

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente
Tabla 6 Funcion de Evaluacion (Kcal/mol), Nelfinavir
Num. Repeticidon | Repeticion | Repeticion | Promedio

1 2 3
1 -10.5 -10.4 -10.5 -10.4
2 -10.5 -10.3 -10.3 -10.4
3 -10.4 -10.3 -10.3 -10.3
4 -10.3 -10.2 -10.3 -10.2
5 -10.2 -10.0 -10.1 -10.1
6 -9.8 -9.8 -10.0 -9.9
7 -9.7 -9.8 -9.9 -9.8
8 -9.3 -9.5 -9.8 -9.5
9 -9.2 -9.4 -9.6 -9.4
10 -9.1 -9.4 -9.5 -9.3
Promedio -9.9 -9.9 - 10.0 -9.9

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente
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Tabla 7 Funcién de Evaluacién (Kcal/mol), Ritonavir

Num. Repeticion | Repeticion | Repeticion | Promedio
1 2 3
1 -9.7 -94 -9.5 -9.5
2 -9.5 -9.3 -9.3 -9.4
3 -9.5 -9.1 -9.3 -9.3
4 -9.5 -9.0 -9.2 -9.2
5 -9.5 -9.0 -9.2 -9.2
6 -9.4 -8.9 -9.1 -9.1
7 -9.3 -8.9 -9.1 -9.1
8 -9.3 -8.9 -8.9 -9.0
9 -9.3 -8.9 -8.9 -9.0
10 -9.1 -8.9 -8.9 -9.0
Promedio -9.4 -9.0 -9.1 -9.2
Fuente: Datos obtenidos experimentalmente
Tabla 8 Funcion de Evaluacion (Kcal/mol), Saquinavir
Num. Repeticidon | Repeticion | Repeticion | Promedio
1 2 3
1 -11.1 -10.9 -11.0 -11.0
2 -10.8 -10.8 -10.8 -10.8
3 -10.7 -10.3 -10.2 -10.4
4 -10.6 -10.2 -10.2 -10.3
5 -10.4 -10.0 -10.0 -10.1
6 -10.3 -10.0 -10.0 -10.1
7 -10.2 -9.6 -9.9 -9.9
8 -10.2 -9.6 -9.8 -9.9
9 -10.2 -9.6 -9.8 -9.9
10 -10.1 -9.5 -95 -9.7
Promedio -10.5 -10.0 - 10.0 -10.2

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente
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Tabla 9 Funcion de Evaluacion (Kcal/mol), Tipranavir

Num. Repeticion | Repeticidn | Repeticion | Promedio
1 2 3
1 -10.5 -10.2 -9.6 -10.1
2 -10.5 -10.0 -9.6 -10.0
3 -10.5 -9.9 -9.5 -10.0
4 -10.1 -94 -9.3 -9.6
5 -9.7 -9.3 -9.2 -9.4
6 -9.7 -9.3 -9.0 -9.3
7 -9.7 -8.9 -9.0 -9.2
8 -9.6 -8.9 -9.0 -9.2
9 -9.5 -8.9 -8.9 -9.1
10 -9.5 -8.7 -8.7 -9.0
Promedio -9.9 -94 -9.2 -9.5

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente

Tabla 10 Funcién de Evaluacion (Kcal/mol), Calyxamina A

Num. Repeticion | Repeticidn | Repeticion | Promedio
1 2 3
1 -6.2 -6.2 -6.2 -6.2
2 -5.8 -5.8 -5.8 -5.8
3 -5.8 -5.7 -5.8 -5.8
4 -5.8 -5.7 -5.7 -5.7
5 -5.7 -5.6 -5.7 -5.7
6 -5.7 -5.6 -5.6 -5.6
7 -5.7 -5.5 -5.6 -5.6
8 -5.6 -55 -5.4 -55
9 -5.6 -5.4 -54 -5.5
10 -55 -5.3 -5.4 -5.4
Promedio -5.7 -5.6 -5.7 -5.7

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente
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Tabla 11 Funcion de Evaluacion (Kcal/mol), Calyxamina B

Num. Repeticion | Repeticidn | Repeticion | Promedio
1 2 3
1 -6.2 -6.2 -6.3 -6.2
2 -6.1 -6.1 -6.1 -6.1
3 -5.8 -5.8 -5.8 -5.8
4 -5.7 -5.7 -5.8 -5.7
5 -5.7 -5.7 -5.7 -5.7
6 -5.6 -5.6 -5.5 -5.6
7 -5.6 -5.6 -5.4 -5.5
8 -5.6 -5.5 -54 -55
9 -5.5 -5.4 -5.4 -5.4
10 -5.5 -5.4 -54 -54
Promedio -5.7 -5.7 -5.7 -5.7
Fuente: Datos obtenidos experimentalmente
Tabla 12 Funcidén de Evaluacion (Kcal/mol), Calyxolano A
Num. Repeticidon | Repeticion | Repeticion | Promedio
1 2 3
1 -7.9 -7.8 -7.8 -7.8
2 -7.8 -7.8 -7.8 -7.8
3 -7.8 -7.8 -7.8 -7.8
4 -7.8 -7.8 -7.8 -7.8
5 -7.7 -7.8 -7.7 -7.7
6 -7.7 -7.6 -7.6 -7.6
7 -7.6 -7.6 -75 -7.6
8 -75 -7.4 -7.2 -7.4
9 -7.5 -7.4 -7.0 -7.3
10 -7.5 -7.3 -6.9 -7.2
Promedio -7.7 -7.6 -7.5 -7.6

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente
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Tabla 13 Funcién de Evaluacién (Kcal/mol), Calyxolano B

Num. Repeticion | Repeticidn | Repeticion | Promedio
1 2 3
1 -8.3 -8.3 -8.3 -8.3
2 -8.1 -8.3 -8.3 -8.2
3 -8.0 -8.1 -8.2 -8.1
4 -7.7 -8.0 -8.1 -7.9
5 -7.7 -8.0 -8.0 -7.9
6 -7.6 -7.7 -7.7 -7.7
7 -7.5 -7.7 -7 -7.6
8 -7.4 -7.6 -75 -75
9 -7.4 -7.5 -7.4 -7.4
10 -7.2 -7.5 -7.2 -7.3
Promedio -7.7 -7.9 -7.8 -7.8

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente
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Tabla 14 Funcion de Evaluacion (Kcal/mol), 10 mejores moléculas creadas de

Calyxamina A, Calyxamina B, Calyxolano A, Calyxolano B

Num. Calyxamina | Calyxamina | Calyxolano | Calyxolano
A B A B
1 -12.2 - 10.7 -11.9 -11.4
2 -12.2 - 10.7 -11.8 -11.4
3 -12.2 -10.7 -11.7 -11.3
4 -12.1 - 10.7 -11.4 -11.3
5 -12.1 -10.7 -11.1 -11.3
6 -12.0 - 10.7 -11.1 -11.2
7 -12.0 -10.7 -10.6 -11.2
8 -12.0 -10.7 -10.6 -11.2
9 -12.0 -10.7 -10.6 -11.2
10 -12.0 -10.7 -10.6 -11.1

Fuente:

Datos obtenidos experimentalmente
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De la Imagen 1 a la 44 se observan la estructura molecular de las 10 moléculas
creadas con LigBuilder de cada Calixamina y de Cada Calixolano que presentan la

mejor energia (menor energia), ver pagina 59 y 60.

Imagen 1 Molécula 1 creada utilizando LigBuilder a partir de Calixamina A

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente

Imagen 2 Molécula 2 creada utilizando LigBuilder a partir de Calixamina A

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente
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Imagen 3 Molécula 3 creada utilizando LigBuilder a partir de Calixamina A

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente

Imagen 4 Molécula 4 creada utilizando LigBuilder a partir de Calixamina A

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente
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Imagen 5 Molécula 5 creada utilizando LigBuilder a partir de Calixamina A

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente

Imagen 6 Molécula 6 creada utilizando LigBuilder a partir de Calixamina A

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente
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Imagen 7 Molécula 7 creada utilizando LigBuilder a partir de Calixamina A

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente

Imagen 8 Molécula 8 creada utilizando LigBuilder a partir de Calixamina A

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente
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Imagen 9 Molécula 9 creada utilizando LigBuilder a partir de Calixamina A

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente

Imagen 10 Molécula 10 creada utilizando LigBuilder a partir de Calixamina A

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente
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Imagen 11 Comparacion de las 10 mejores moléculas creadas utilizando
LigBuilder a partir de la Calixamina A

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente
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Imagen 12 Molécula 1 creada utilizando LigBuilder a partir de Calixamina B

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente

Imagen 13 Molécula 2 creada utilizando LigBuilder a partir de Calixamina B

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente
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Imagen 14 Molécula 3 creada utilizando LigBuilder a partir de Calixamina B

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente

Imagen 15 Molécula 4 creada utilizando LigBuilder a partir de Calixamina B

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente
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Imagen 16 Molécula 5 creada utilizando LigBuilder a partir de Calixamina B

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente

Imagen 17 Molécula 6 creada utilizando LigBuilder a partir de Calixamina B

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente
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Imagen 18 Molécula 7 creada utilizando LigBuilder a partir de Calixamina B

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente

Imagen 19 Molécula 8 creada utilizando LigBuilder a partir de Calixamina B

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente
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Imagen 20 Molécula 9 creada utilizando LigBuilder a partir de Calixamina B

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente

Imagen 21 Molécula 10 creada utilizando LigBuilder a partir de Calixamina B

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente
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Imagen 22 Comparacion de las 10 mejores moléculas creadas utilizando
LigBuilder a partir de la Calixamina B

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente
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Imagen 23 Molécula 1 creada utilizando LigBuilder a partir de Calixolano A

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente

Imagen 24 Molécula 2 creada utilizando LigBuilder a partir de Calixolano A

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente
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Imagen 25 Molécula 3 creada utilizando LigBuilder a partir de Calixolano A

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente

Imagen 26 Molécula 4 creada utilizando LigBuilder a partir de Calixolano A

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente
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Imagen 27 Molécula 5 creada utilizando LigBuilder a partir de Calixolano A

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente

Imagen 28 Molécula 6 creada utilizando LigBuilder a partir de Calixolano A

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente
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Imagen 29 Molécula 7 creada utilizando LigBuilder a partir de Calixolano A

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente

Imagen 30 Molécula 8 creada utilizando LigBuilder a partir de Calixolano A

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente
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Imagen 31 Molécula 9 creada utilizando LigBuilder a partir de Calixolano A

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente

Imagen 32 Molécula 10 creada utilizando LigBuilder a partir de Calixolano A

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente
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Imagen 33 Comparacion de las 10 mejores moléculas creadas utilizando
LigBuilder a partir de la Calixolano A

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente
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Imagen 34 Molécula 1 creada utilizando LigBuilder a partir de Calixolano B

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente

Imagen 35 Molécula 2 creada utilizando LigBuilder a partir de Calixolano B

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente
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Imagen 36 Molécula 3 creada utilizando LigBuilder a partir de Calixolano B

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente

Imagen 37 Molécula 4 creada utilizando LigBuilder a partir de Calixolano B

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente
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Imagen 38 Molécula 5 creada utilizando LigBuilder a partir de Calixolano B

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente

Imagen 39 Molécula 6 creada utilizando LigBuilder a partir de Calixolano B

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente
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Imagen 40 Molécula 7 creada utilizando LigBuilder a partir de Calixolano B

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente

Imagen 41 Molécula 8 creada utilizando LigBuilder a partir de Calixolano B

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente
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Imagen 42 Molécula 9 creada utilizando LigBuilder a partir de Calixolano B

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente

Imagen 43 Molécula 9 creada utilizando LigBuilder a partir de Calixolano B

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente
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Imagen 44 Comparacion de las 10 mejores moléculas creadas utilizando
LigBuilder a partir de la Calixolano B

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente



52

Tabla 15 Medidas de similitud de las huellas digitales de las nuevas 20
mejores moléculas creadas vs. Los antiretrovirales ya existentes

No. Férmula Peso Medida de | Medida de Medida de
molecular molecular | Similitud- Similitud- Similitud-
g/mol Morgan Pares de Torsion
Atomos
1. | C3oNOsBrzHzs 695.3929 0.0367 0.2867 0.0335
2. | CaaNO7F2Ha44 616.7124 0.0333 0.2703 0.0204
3. | C2o6NOeBrHzs 530.4076 0.0296 0.2659 0.0315
4. | C32NO7H41 551.6704 0.0320 0.2589 0.0194
5. | C3asNOz1oF2Ha40 648.6682 0.0278 0.2717 0.0281
6. | C3aN2010BrHa1 717.6007 0.0364 0.2795 0.0263
7. 0.0367 0.2770 0.0279
8. | C3sN207FH47 626.7553 0.0416 0.2697 0.0218
9. | C39N20sgF2Hs3 715.8435 0.0357 0.2831 0.0200
10. | C3sNOsFHa7 628.7479 0.0362 0.2828 0.0301
11. | C28NOgBr2H29 683.3391 0.0358 0.2815 0.0367
12. | C3aNO7F2H44 616.7124 0.0442 0.2773 0.0342
13. | C3sNOsFBrHae6 719.6547 0.0343 0.2754 0.0232
14. | C37N207FHs2 655.8164 0.0331 0.2955 0.0341
15. 0.0453 0.2920 0.0415
16. | C3sNOsBrHso 644.6791 0.0326 0.2867 0.0334
17. | C32NOoCIBrHzz 694.9945 0.0336 0.2894 0.0337
18. | C3sN20gF2Hs1 717.8163 0.0334 0.2892 0.0365
19. | C32NOsgFIH3s 710.5488 0.0401 0.2850 0.0258
20. | C33N207Ha43 579.7037 0.0456 0.2780 0.0363
21. | C39N20sgF2Hs3 715.8435 0.03390 0.2888 0.0401
22. | C31N30OslHzs 657.5391 0.03863 0.2711 0.0346
23. | C30N3OsFBrHs2 613.4945 0.03960 0.2698 0.0297
24. | C3sNO7F2Has 644.7656 0.04174 0.2876 0.0336
25. 0.03461 0.2858 0.0296
26. | C3s6N207Ha4s 620.7755 0.03231 0.2878 0.0356
27. | C3sNO7FIH42 710.5919 0.02694 0.2854 0.0268
28. | C30NOsH3g 509.6337 0.02878 0.2452 0.0199
29. | C32NOgBrHas 660.5494 0.04398 0.2846 0.0334
30. | C29NO7ClIHz3 669.9323 0.03792 0.2689 0.0376
31. | C3sNOgHa4s 624.7410 0.03854 0.2743 0.0249
32. | C39NOgFHs3 698.8378 0.03632 0.2891 0.0417
33. | C30NOeH37 507.6178 0.03290 0.2566 0.0174
34. 0.03087 0.2859 0.0279
35. | C32N207FIH41 711.5800 0.03712 0.2802 0.0340
36. | C3a NO7FHa3 596.7061 0.03585 0.2771 0.0284
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No. | Formula Peso Medida de | Medida de Medida de
molecular molecular | Similitud- Similitud- Similitud-
g/mol Morgan Pares de Torsion
Atomos
37. | C3sN30eBrHa2 680.6284 0.03849 0.2806 0.0337
38. 0.03777 0.2847 0.0388
39. | C2sN20sFBrHss 624.47265 0.05217 0.2880 0.0343
40. | C36N4OsFBrHas 713.67663 0.03482 0.2817 0.0413

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente
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9. DISCUSION

Se observo que el antiretroviral con una mejor energia de interaccion con la VIH
proteasa es el Saquinavir con un promedio de energia minima de -10.2 Kcal/mol,
ya que su funcién de evaluacion es la menor de todos los antiretrovirales, se puede
inferir que el Saquinavir posee la conformacién mas estable de los antiretrovirales
inhibidores de la VIH proteasa ya existentes. A este le siguen el Nelfinavir y el
Indinavir con un promedio de energia minima de -9.9 Kcal/mol y de -9.8 Kcal/mol
respectivamente. También se observo que el promedio de energia minima menos
favorable es para Amprenavir con -8.7 Kcal/mol, ya que es la mayor energia
obtenida de todos los antiretrovirales.

El Calyxolano B posee un promedio de energia minima de -7.8 Kcal/mol, siendo
este resultado el mas cercano al del antirretroviral con energia minima menos
favorable (Amprenavir), por lo que esta molécula como tal, podria indicar que, seria
de las cuatro moléculas utilizadas, el mejor de los candidatos para crear una nueva
molécula. La Calyxamina Ay la Calyxamina B tienen el mismo promedio de energia
minima de -5.7 Kcal/mol, siendo estos los de mayor energia de estas moléculas. El
Calyxolano A obtuvo un promedio de energia minima de -7.6 Kcal/mol,
considerablemente menor al de las Calyxaminas, pero mayor al del Calyxolano B,
por lo que esta estructura podria ser el segundo mejor candidato para crear la nueva

molécula.

Se crearon las nuevas moléculas, posibles antiretrovirales inhibidores de la VIH
proteasa a partir de las Calixaminas A y B y los Calixolanos A y B, obteniendo un
total de 4,133 moléculas nuevas, 2,134 moléculas nuevas de la Calixamina A, 1,088
de la Calixamina B, 449 del Calixolano Ay 462 del Calixolano B.

Todas estas moléculas también fueron acopladas para obtener las funciones de
evaluacion de cada uno y luego se tomaron las 10 moléculas con las mejores

energias para cada Calixamina y cada Calixolano. Se observo que la menor energia
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obtenida es para una molécula creada a partir de la Calixamina A con -12.2 Kcal/mol
y la de mayor energia es para una molécula creada a partir del Calixolano A con
-10.6 Kcal/mol, aun asi todas entran en el rango de energia de los antirretrovirales

ya existentes (-10.2 Kcal/mol a -8.7 Kcal/mol) por lo que si cumplen con esta funcion.

Con respecto a las estructuras moleculares obtenidas a partir de la Calixamina A,
se observo que estas no cambian mucho entre ellas, por lo que se puede inferir que
debido a esto las energias obtenidas en la funcion de evaluacion no varian mucho

entre ellas.

En cuanto a las estructuras moleculares que se obtuvieron a partir de la Calixamina
B, si se observé una mayor variacion, pero a pesar de eso la energia minima se
mantuvo igual para las diez moléculas obtenidas, por lo que se podria pensar que
la posicion de los atomos que varian en estas estructuras no son significativas al

momento de realizar el acoplamiento de estas moléculas en su receptor (docking).

Las estructuras moleculares de las nuevas moléculas creadas a partir del Calixolano
A si varian entre ellas al igual que su rango de energia por lo que se puede inferir
gue en este caso los atomos que varian y su posicién si influyen en el momento de

realizar el acoplamiento de estas moléculas a su receptor.

En el caso de las nuevas moléculas creadas a partir del Calixolano B se observo
gue sus estructuras moleculares son bastante parecidas entre ellas al igual que el
rango de energia minima, en el caso de la Calixamina A es de la misma manera,
por lo que se puede inferir que debido a que las estructuras moleculares son

similares la funcién de evaluacién no varia mucho.

Las nuevas estructuras son de un tamafo parecido a las estructuras de los
antiretrovirales ya existentes, al igual que las energias minimas, por lo que esto
puede indicar que si son candidatos para obtener antiretrovirales que inhiban a la

VIH proteasa.

Al observar los resultados se pudo observar que la similitud de las huellas digitales

no es ni de 50% en ninguna de las caracteristicas evaluadas ya que ninguna se
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acerca a1, sino que estan mas cerca de 0, sin embargo este trabajo de investigacion
se bas6 mas en la actividad de los nuevos antiretrovirales (dockings) para escoger
a los posibles candidatos que pueden funcionar como antiretrovirales que inhiban a
la VIH Proteasa mas que en la forma (huella digital o fingerprints) de los nuevos
antiretrovirales, ademas hay que tomar en cuenta que a pesar que no existe
demasiada similitud entre las huellas digitales, hay excepciones al principio de
propiedades similares y estas moléculas a pesar de su baja similitud todavia falta
ser evaluadas con otros parametros como las Reglas de Lipinski antes de poder
confirmar su actividad o descartar su actividad como antiretrovirales que inhiban a

la VIH proteasa.

Al comparar las formulas moleculares de los nuevos antirretrovirales con las
férmulas moleculares de los antirretrovirales inhibidores de la VIH proteasa se
observo que son bastante similares en cuanto al nimero de carbonos, hidrégenos,
oxigenos y nitrdgenos que poseen, sin embargo hay algunas diferencias, por
ejemplo en los antirretrovirales ya existentes se observaron otros atomos como
azufre (S) y fosforo (P), sin embargo el flior (F) si se encuentra en tanto en las
moléculas nuevas como en los antiretrovirales ya existentes, puede ser que este
ayude a potenciar el efecto del antiretroviral. Otras moléculas que se pudieron
observar en las moléculas creadas fueron del grupo de los halégenos (Cl, Br, I), es
importante poner especial atencion a la toxicidad de estas moléculas cuando se
realice el analisis ADME/TOXy los ensayos in vitro e in vivo, ya que estas moléculas

le pueden brindar cierta toxicidad a las nuevas moléculas.

En este estudio no se observo a que aminoacidos se enlazan las moléculas por esta
razon en este caso no se pudo concluir si esto afectara o no la efectividad de las

nuevas moléculas creadas.
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En base a la informacion descrita anteriormente se puede indicar que una parte de
la hipdtesis se cumple ya que se encontré al menos una molécula derivada de las
calixaminas y calixolanos que muestre afinidad por la VIH proteasa, sin embargo la
similitud molecular con los inhibidores de la VIH proteasa no se cumple ya que los
resultados de las huellas digitales obtenidas se acercan mas a 0 que a 1, por lo

tanto no cumple con esta caracteristica.
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10. CONCLUSIONES

Se identificaron por medio de métodos tedrico-computacionales, diez
moléculas derivadas de las calixaminas y diez derivadas de los calixolanos
gue posiblemente pueden inhibir a la VIH proteasa.

Se determind una linea base de energias de enlace de los antiretrovirales
inhibidores de la VIH proteasa, a través de docking molecular que va desde
-10.2 Kcal/mol (Saquinavir) a -8.7 Kcal/mol (Amprenavir), para tener una
relacion entre el nivel energético y la efectividad de la actividad inhibitoria
de una molécula.

Se conocen 23 mutaciones resistentes a los inhibidores de la VIH
proteasa, pero en este caso en los resultados obtenidos no se observo a
gue aminoacido se enlazan las moléculas por lo que no se pudo concluir
si esto afectard o no la efectividad de la nueva molécula creada.

Se generaron virtualmente mas de 500 derivados de los calixolanos y 500
derivados de las calixaminas, con un total de 4,133 moléculas, utilizando
el programa LigBuilder 2.0.

Se obtuvo 10 derivados de cada Calixamina y 10 derivados de cada
Calixolano con energias cercanas y por debajo de la linea base
establecida y se descartaron las demas moléculas. Las energias de las 10
moléculas derivadas de la Calixamina A van de -12.2 a -12.0 Kcal/mol,
para la Calixamina B la energia para las 10 moléculas es de -10.7
Kcal/mol, las 10 moléculas derivadas del Calixolano A van desde -11.9
Kcal/mol a -10.6 Kcal/mol y por ultimo el rango de energia de las 10
moléculas derivadas del Calixolano B van de -11.4 Kcal/mol a -11.1
Kcal/mol.

Se evaluo la similitud de las nuevas moléculas con los antiretrovirales ya

existentes, y se obtuvieron resultados muy diferentes (fingerprint similarity
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bajo), por esta razén un andlisis QSAR no podra ayudar a la prediccion de
la actividad, mientras que el docking (energia minima) si lo podra hacer.

La similitud de las huellas digitales no es de ni 50% en ninguna de las
caracteristicas evaluadas ya que ninguna se acerca a 1, obteniéndose
resultados para la medida de similitud de Morgan de 0.0367 a 0.0456, para
la similitud de pares de a&tomos va de 0.2867 a 0.2780 y la de Torsion que

va desde 0.0335 a 0.0363, acercandose mas a O.



111

11.2

11.3

114

60

11. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar la sintesis en el laboratorio de las moléculas
propuestas en este trabajo paraevaluar algunas de sus propiedades.
Realizar las pruebas in vitro e in vivo de estas moléculas para poder
determinar las propiedades ADME/TOX (administracion, distribucion,
metabolismo, eliminacién y toxicidad: dosis letales toxicas (LDso)) y evaluar
si estas tienen caracteristicas similares a los antiretrovirales inhibidores de
la VIH proteasa ya existentes.

Utilizando quimica computacional realizar un analisis QSAR mas
especifico el cual incluya la evaluacién de las reglas de Lipinski, para
conocer el comportamiento de estas moléculas y sicumplen o no con estas
reglas que son importantes para determinar si se pueden utilizar como
farmacos o no.

Cuantificar la efectividad de aquellos derivados que se enlazan con las
zonas mutantes de VIH-proteasa y analizar su relacion estructura actividad

realizando un analisis QSAR.
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13. ANEXOS

13.1 Marco Teorico

13.2 Virus de Inmunodeficiencia Humana VIH

En 1983 se aislo el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) a partir de un
paciente con adenopatias linfaticas y en 1984 se demostro claramente que dicho
virus era el agente causal del SIDA. En 1985 se desarroll6 una prueba de
inmunoadsorbente ligando a enzimas que permitid percatarse del alcance y la

evolucion de la epidemia de infeccion por el VIH (Fauci, y otros, 2009).

El sistema de clasificacidén actual de los CDC para adolescentes y adultos infectados
con VIH ubica a las personas con base en las enfermedades asociadas con la
infeccion con VIH y los recuentos de linfocitos T CD4+. El sistema se basa en tres
niveles de recuento de los linfocitos en cuestion y en tres categorias clinicas. Con
este sistema, cualquier paciente con infeccion por el VIH con un recuento de
linfocitos T CD4+ menor de 200/ul sufre, por definicion SIDA, sin importar si
presenta o no los sintomas de una o varias enfermedades oportunistas (Fauci, y
otros, 2009).

El agente etioldgico del SIDA es el VIH, que pertenece a la familia de los retrovirus
humanos (Retroviridae) dentro de la subfamilia lentivirus. Los cuatro retrovirus
humanos reconocidos pertenecen a dos grupos distintos: Los virus linfotrépicos de
las células T humanas | y I, que son retrovirus transformadores, y los virus de la
inmunodeficiencia humana, VIH-1 y VIH-2, que tiene efectos citopéaticos directos o
indirectos, es decir que pueden ocurrir cambios bioquimicos, moleculares,

morfologicos en el ciclo de replicacion viral (Fauci, y otros, 2009).

El VIH se transmite por medio de contactos homosexuales y heterosexuales; con la
sangre y los hemoderivados; y por contagio de la madre infectada a su hijo durante
el parto, el periodo perinatal o a través de la leche materna. Después de mas de 25

afos de investigacion y de andlisis minuciosos, no se han encontrado pruebas de
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que el VIH se transmita por contactos casuales, ni de que los insectos sean capaces

de propagar el virus (Fauci, y otros, 2009).

13.2.1 Epidemiologia:

La infeccién por VIH y el SIDA son una pandemia, con casos reportados en
practicamente todo el mundo. Mas del 95% de las personas que viven con VIH/SIDA
residen en paises con ingresos bajos o medios; casi 50% son mujeres y 2.5 millones
son nifios menores de 15 afos de edad (Fauci, y otros, 2009).

En Guatemala, los datos provistos por el Ministerio de Salud Publica y Asistencia
Social en 2007, muestran que desde enero de 1984 hasta octubre de 2007 habia
un total de 10,667 casos reportados, de los cuales 519 casos fueron transmitidos
de madre e hijo (Carrazcosa J. F., 2008).

En el 2009 el Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social reporté un total de
2,006 casos de morbilidad! de VIH y SIDA a nivel nacional (Tabla 1) (Social M. d.,
2009), para el 2010 se observé un descenso considerable en los casos reportados
de personas con VIH como se observa en la (Tabla 2) (Social M. d., 2010). El
Ministerio no reporta el total de personas con VIH y SIDA para los afios del 2011 al

2013, tampoco se reporta la mortalidad por VIH y SIDA.

En Guatemala en el afio 2003 el Centro Nacional de Epidemiologia inicié un
programa de vigilancia del VIH y en el periodo de julio 2003-marzo 2007 se
notificaron un total de 3.312 casos, el 63% comprendidos entre las edades de 20-
39 afios, en relacion al grupo étnico el 77% son ladinos y 18% mayas, segun el
estado civil: el 37% son solteros seguidos de un 30% que viven en unién libre. El
28% de estas personas han cursado Unicamente la primaria, 28 % son alfabetos y
el 24% analfabetos. La via de transmision es sexual en un 94%. El 51% de todos

los casos se presentan en género femenino.

! Morbilidad es la cantidad de individuos que son considerados enfermos o que son victimas de enfermedad en un espacio y
tiempo determinados
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La epidemia en el afio 2007 se consideraba como concentrada, segun estudios de
seroprevalencia? que fueron realizados, en mujeres trabajadoras del sexo (8,7%),
hombres que tienen sexo con otros hombres (11,5%) y mujeres embarazadas
(0,49%), sin embargo se sabe que la poblacion que sufre de VIH-SIDA ha ido
aumentado considerablemente en los ultimos afios (Garcia, 2007).

Tabla 16
Causas de Morbilidad Por VIH y SIDA a Nivel Nacional Ao 2009.
Morbilidad Total Casos

Estado de infeccion asintomatica por el virus de la inmunodeficiencia humana 1,805
VIH
SIDA 155
Sindrome de infeccion aguda debida a VIH 43
Enfermedad por VIH, resultante en sindrome caquéctico 3
Total 2,006

Fuente: Social M. d., 2009

Tabla 17

Causas de Morbilidad por VIH y SIDA a Nivel Nacional afio 2010.

Morbilidad Total Casos

SIDA 707
Enfermedad por VIH, resultante en enfermedad infecciosa o parasitaria no 83
especifica
Enfermedad por VIH, resultante en otras enfermedades infecciosas y parasitarias 11
Sindrome de infeccién aguda debida a VIH 4
Enfermedad por VIH, resultante en sindrome caquéctico 3
Enfermedad por VIH, resultante en otras afecciones especificadas 2
Enfermedad por VIH, resultante en encefalopatia 1
Enfermedad por VIH, resultante en infeccion por micobacterias 1
Total 812

Fuente: Social M. d., 2010

A partir del aflo 1996, se ha registrado un aumento significativo en casos de SIDA.
Se reporta que el 66% de los casos han sido acumulados en los afios 2000- 2006
(Garcia, 2007).

2 Seroprevalencia: Prevalencia global de una enfermedad transmitida por la sangre dentro de una poblacion definida en un
tiempo determinado.
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Grafica 1l
Casos de SIDA en Guatemala enero 1984-2007.
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Este estudio también indic6 que la poblacion con mayor cantidad de casos de SIDA
se encuentra entre jovenes de 25 a 29 afios de edad, seguido por el grupo de 30-
34 afios de edad, sexualmente activos y en edad econdémica productiva (Garcia,
2007).

Grafica 2

Casos de SIDA en Guatemala segun grupos de edad y afio, Enero 1984-
Marzo 2007.
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Un andlisis espacial realizado en este estudio demostré que el 69% de los casos
notificados al sistema de vigilancia se concentra en los departamentos de Escuintla,
Suchitepéquez, Guatemala, lzabal, Retalhuleu y Quetzaltenango, que son

considerados departamentos de alto comercio en Guatemala (Garcia, 2007).

Grafica 3
Caracterizacion de Casos SIDA Guatemala, Enero 1984- Marzo 2007.
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13.2.2 Manifestaciones Clinicas:

Las consecuencias clinicas de la infeccion por el VIH se extienden desde un
sindrome agudo que se presenta en asociacion con la infeccion primaria pasando
por un estado asintomatico prolongado hasta la fase de enfermedad avanzada
(Fauci, y otros, 2009).

Los individuos con infeccion por el VIH padecen un sindrome clinico agudo tres a
seis semanas aproximadamente después de la infeccion primaria. Al principio
disminuyen el namero total de linfocitos y todas las poblaciones de linfocitos T
(CD4+ y CD8+). Mas tarde aparece una inversion del cociente CD4+/CD8+ debido
a la elevacion de las células T CD8+. El numero total de linfocitos CD8+ puede
mantenerse elevada o puede disminuir un poco volviendo a la normalidad, mientras

que el numero total de linfocitos CD4+ permanece disminuidos. Aparecen
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adenopatias en algunos pacientes. La mayoria de los pacientes se recuperan en
forma espontanea de este sindrome y tienen un ligero descenso del numero de
células T CD4+ que se mantiene estable durante un periodo variable antes de que
comience a disminuir progresivamente, en algunos individuos la cantidad de
linfocitos T CD4+ vuelve a sus limites normales. Las manifestaciones clinicas del

sindrome agudo se presentan a continuacién (Fauci, y otros, 2009).

Imagen 4
Manifestaciones Clinicas del Sindrome Agudo por el VIH.

Generales Meuroldgicas
Fiebre Meningitis
Faringitis Encefalitis
Linfadenopatias Meuropatia periférica
Cefalea/dolor retroorbitario Mielopatia
Artralgias/mialgias Dermatologicas
Letargo/malestar Exantema eritematoso maculopapuloso
Anorexia/pérdida de peso Ulceras mucocutdneas

Mauseas/vomitos/diarrea

Fuente: Anthony Fauci, 2009

El tiempo que transcurre desde la infeccion inicial hasta las primeras
manifestaciones clinicas varia mucho, la mediana de ese periodo es
aproximadamente de 10 afios para los pacientes no tratados. Los pacientes que
tienen niveles elevados del RNA virico progresan a la enfermedad sintomatica con
mayor rapidez que aquéllos con niveles bajos de RNA del VIH. Las personas
denominadas sin progresion a largo plazo, muestran un escaso o nulo descenso del

namero de linfocitos T CD4+ durante un periodo prolongado (Fauci, y otros, 2009).

En otros casos, los individuos permanecen totalmente asintomaticos a pesar de que

sus células T CD4+ descienden a cifras extraordinariamente bajas. En ellos, la
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aparicién de una infeccion oportunista puede ser la primera manifestacion de la

infeccion por el VIH (Fauci, y otros, 2009).

Los sintomas de la enfermedad por el VIH pueden aparecer en cualquier momento
durante el curso de la infeccidén. Las complicaciones mas graves y potencialmente
letales de la infeccion por el VIH aparecen en los pacientes con recuentos por
debajo de 200/ul. El diagnostico del SIDA se establece en todo aquel que presenta
una infeccién por el VIH y un recuento de linfocitos T CD4+ menor de 200/ul y en
cualquiera con infeccion por el VIH que adquiere una de las enfermedades
asociadas con el VIH que se consideran como indicativas de un defecto grave de la
inmunidad celular (Fauci, y otros, 2009).

13.2.3 Diagnéstico de la Infeccion por VIH:

El diagnéstico se basa en la demostracion de los anticuerpos anti-VIH. La prueba
convencional de deteccion sisteméatica del VIH es la prueba de inmunoadsorbente
ligado a enzimas (ELISA), también conocida como inmunoanalisis enzimatico, su
sensibilidad supera 99.5%. Se emplea un equipo comercial de ELISA que contiene
antigenos del VIH-1y VIH-2 y que proporciona el resultado de ambos andlisis. Estos
equipos contienen antigenos naturales y recombinantes que se actualizan
constantemente para que conserve su sensibilidad frente a las nuevas especies que
se descubren. Los resultados suelen expresarse como positivos (reaccién intensa),
negativos (reaccion nula) o indeterminados (reaccion parcial). Entre los factores que
se asocian con unos resultados falsos positivos de la prueba de ELISA se
encuentran los anticuerpos contra los antigenos de la clase Il, los anticuerpos, las
hepatopatias, la vacunacion reciente contra la gripe y las infecciones viricas agudas,
si se obtiene un resultado no concluyente o positivo de la prueba, es necesario
confirmar la infecciébn con un analisis mas especifico como inmunotransferencia
(Fauci, y otros, 2009).

La ventaja de la prueba de inmunotransferencia esta en que multiples antigenos del

VIH de peso molecular diferente y bien caracterizado despiertan la produccion de
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anticuerpos especificos. Estos antigenos pueden separarse basandose en su peso
molecular y los anticuerpos frente a cada uno de ellos se pueden detectar en forma
de bandas separadas mediante inmunotransferecia. Una inmunotransferencia
negativa es aquella en la que no existen bandas a pesos moleculares
correspondientes a los productos génicos del VIH. Cuando un paciente tiene
positivo o indeterminado en una prueba ELISA y tiene una inmunotransferencia
negativa, se puede llegar con seguridad a la conclusion de que el resultado de la
prueba ELISA es un falso positivo. Una inmunotransferencia que demuestra la
existencia de anticuerpos contra los productos de los tres genes principales del VIH
es una prueba concluyente de infeccion por el VIH, en la Imagen 2 se puede
observar una prueba de inmunotransferencia para deteccion de anticuerpos contra
VIH. Existen dos posibles explicaciones de los resultados indeterminados. La mas
probable es que el paciente que se estudia tenga anticuerpos con reacciones
cruzadas para una de las proteinas del VIH. Los anticuerpos que mas a menudo
dan una reaccion cruzada son los que reaccionan con la p24, con la p55, o con
ambas. La explicacion menos probable de una inmunotransferencia indeterminada
es que el individuo en estudio esté infectado por el VIH y esté poniendo en marcha
la clasica respuesta por anticuerpos. La inmunotransferencia es una prueba de
confirmacion de la infeccion por el VIH de excelente calidad en los pacientes con
ELISA positivo o indeterminado, pero es una mala prueba de deteccidn sistematica
(Fauci, y otros, 2009).
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Imagen 5
Prueba de inmunotransferencia para deteccion de anticuerpos contra VIH
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componantas segun su peso molacular 2. Inmunizacion frente a gp160
2. Proteinas trasladadas al papel de fitro: 3, Resultado indeterminado (infeccidn par VIHEZ)
reaccion con el suarn de prueba 4. Resultado indeterminado (reaccion cruzada
3. Se afiade el anticuerpo anti-humano con &l anticuerpo frenie a p24)
conjugado con enzimas 5. Fesultado negativo

4. Se afade el susirato y se regisira el color
Fuente: Anthony Fauci, 2009

Otras pruebas que se pueden utilizar para la deteccion directa del VIH se pueden

observar junto con sus caracteristicas a continuacion en la Imagen 6:
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Imagen 6
Caracteristicas de las Pruebas para la deteccion directa del VIH
Prueba Técnica Sensibilidada Coste por prueba (délares
estadounidenses)
Prueba de captura Medicién de las Positiva en 50% de los 1-2
de antigeno p24 concentraciones de la pacientes; identifica hasta
discciado del proteina central del VIH-1 nada mas 15 pg/ml de
complejo en un formato basado en  proteina p24
inmunitario ELISA despues de la
disociacion de los
complejos de antigeno y
anticuerpo mediante el
tratamiento con un acido
debil
RNA dal VIH Amplificacion mediante Digna de confianza hasta con  75-150
mediante PCR PCR del cDNA generade 40 copias/ml del RNA del VIH
por el RNA virico
(amplificacion de la diana)
RNA del VIH Medicion de las Digna de confianza hasta con  75-150
mediante bDNA concentraciones de RNA 75 copias/ml del RNA del VIH
del VIH relacionado con
particulas en una prueba
de captura de acido
nucleico en la que sa
emplea la amplificacion
de la sefial
RMNA del VIH Amplificacion isotérmica  Digna de confianza hasta con  75-130
mediante NASBA  del dcido nucleice con 176 copias/ml| del RNA del VIH
controles internos

& Las cifras de sensibilidad se refieren a las aprobadas por la FDA, de Estados Unidos. Los precios pueden ser mas bajos en

los casos de grandes volimenes de pacientes.

Nota: ELISA, prusba de inmuncadsorbente ligado a enzimas; PCR, reaccion en cadena de la polimerasa; NASBA, prueba

basada en la secuencia del acido nudleice (nudeic acid sequence based assay).

Fuente: Anthony Fauci, 2009

13.2.4 Fisiopatologia y Patogenia:

La caracteristica principal de la enfermedad causada por el VIH es la profunda
inmunodeficiencia, que se deriva sobre todo de un déficit progresivo, cuantitativo y
cualitativo, de la subpoblacion de linfocitos T conocida como células T
colaboradoras. Estas células se definen fenotipicamente por tener un su superficie
la molécula CD4 que funciona como el principal receptor celular del VIH. Se ha
demostrado que, junto con la CD4, debe haber también un correceptor para que el

VIH-1 pueda fusionarse y penetrar en forma eficaz en las células diana. El VIH utiliza
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dos correceptores que también son receptores fundamentales para ciertas citosinas
de atraccion quimica denominadas quimiocinas y son moléculas pertenecientes a
la familia de receptores de siete dominios transmembranosos acoplados a la
proteina G. Los dos correceptores fundamentales que utiliza el VIH son CCR5 y
CXCR4. Se han demostrado, in vitro, varios mecanismos que ocasionan la
disfuncién inmunitaria de las células T CD4+ y la reducciéon en el numero de las
mismas. Estos incluyen infeccion directa y destruccion de dichas células por el VIH
y la eliminacién de células infectadas por el sistema inmunitario, asi como los
efectos indirectos, como el agotamiento inmunitario por la actividad celular
aberrante y la activacion de la muerte celular inducida (apoptosis). Los efectos
patdgenos del virus y los fendmenos inmunopatogénicos que se producen durante
la evolucion del SIDA se combinan de una forma compleja y heterogénea desde el
momento de la infeccion inicial hasta el desarrollo de un estado avanzado de la
enfermedad (Fauci, y otros, 2009).

Para poder apreciar mejor los mecanismos patdgenos, es esencial tomar en cuenta
la evolucion clinica de un individuo afectado ya que estos mecanismos son
multifactoriales y multifasicos y dependen de la etapa de la enfermedad en la que el

paciente se encuentre (Fauci, y otros, 2009).

Practicamente todos los individuos infectados por el VIH poseen una reserva de
células T CD4+ en reposo en un estado de infeccion latente (como se observa en
la Imagen 4) y dicha reserva probablemente actia como al menos un componente
del reservorio virico persistente. La latencia posintegracion en estas células consiste
en que el provirus VIH se integra en el genoma de la célula y puede permanecer en
este estado hasta que la sefial de activacion impulse la expresion de los virus con
poder de replicacion. Esta forma de latencia debe distinguirse de la latencia que
ocurre antes de la integracion cuando el VIH penetra en el interior de una célula T
CD4+ en reposo y, en ausencia de una sefial de activacion la transcripcion inversa
del genoma del VIH es limitada. Este periodo de latencia preintegracién puede durar

horas o dias y si no se envia una sefial de activacién a la célula, el DNA provirico
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pierde su capacidad para iniciar una infeccion productiva. Si estas células son
activadas, la transcripcion inversa sigue adelante hasta completarse y el virus
continta su ciclo de replicacion. La activacion de la expresion del VIH desde el
estado latente depende de la interaccion de diversos factores celulares y viricos.
Tras la transcripcion, el mRNA del VIH es traducido a proteinas que sufren
modificaciones mediante glucosilacion, miristilacion, fosforilacion y escision. La
particula virica se forma por el ensamblaje de las proteinas, las enzimas y el RNA
genomico del VIH en la membrana plasmatica de la célula. Se produce la salida de
la progenie de viriones a traveés de la membrana de la célula conocida como balsa
lipidica, donde el nucleo adquiere su cubierta externa. La proteasa codificada por el
virus cataliza entonces la escision del precursor gag-pol para dar lugar al virion

maduro (Fauci, y otros, 2009).

Imagen 7
Generacion de linfocitos T CD4+ en reposo, con infeccidn latente, en
pacientes infectados por el VIH.
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13.2.4.1 Ciclo de Replicacién del Virus:

El VIH es un virus RNA cuya caracteristica esencial es la transcripcion inversa de
su RNA gendémico a DNA gracias a la actividad de la enzima transcriptasa inversa.
El ciclo vital del VIH comienza con la unién de alta afinidad de la proteina gp120, a
través de una porcion de su region V1 cerca de la terminal N, a su receptor en la
superficie de la célula hospedadora, la molécula CD4. La molécula CD4 es la
proteina de 55 kDa que se encuentra de manera predominate en una subpoblacién
de linfocitos T encargada de la funcién colaboradora o inductora en el sistema
inmunitario. Una vez que la gp120 se fija a la molécula CD4, experimenta un cambio
de configuracion que facilita su fijacion a uno de un grupo de correceptores. El VIH
utiliza dos correceptores fundamentales para la fusion y la entrada; estos
correceptores también son receptores fundamentales para ciertas citosinas de
atraccion quimica denominadas quimiocinas y son moléculas pertenecientes a la
familia de receptores de siete dominios transmembranosos acoplados a la proteina
G. Los dos correceptores principales para el VIH-1 son CCR5 y CXCR4 (Fauci, y
otros, 2009).

La proteasa es un enzima que el VIH necesita para completar su proceso de
autocopia de si mismo (replicacién) dando lugar a nuevos virus capaces de infectar

otras células (Fauci, y otros, 2009).

En su proceso de replicaciéon el VIH produce cadenas largas de proteinas que
necesitan fragmentarse en trozos mas pequefios que forman las proteinas y
enzimas que ayudan a construir las nuevas copias del virus. En la imagen 5 se
puede observar el ciclo de replicacién del VIH. La fragmentacion de las cadenas
mas largas es producida por la proteasa y sus inhibidores impiden que la
fragmentacién tenga lugar con lo que las proteinas que se forman dan lugar a copias
defectuosas del VIH que, si bien puede destruir la célula que infectd, ya no pueden

infectar mas células (Fauci, y otros, 2009).
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Imagen 8
Ciclo de Replicacién del VIH
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Fuente: Anthony Fauci, 2009

13.2.4.2 Fusion de la Membrana:

Después de la union a la molécula CD4, ocurre la fusion con la membrana de las
células del hospedador a través de una nueva exposicion de la molécula gp41, la
cual penetra la membrana plasmatica de la célula afectada y después se enrolla
sobre si misma para mantener unidos el virién y la célula afectada, en la imagen 6
se puede observar el proceso de fijacion y fusion del VIH-1 con su célula blanco.
Después de la fusion se libera el complejo de preintegracion, compuesto por RNA
virico y las enzimas viricas que rodean la cubierta proteinica de la capside en el

citoplasma de la célula afectada. Conforme el complejo de preintegracion atraviesa
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el citoplasma para alcanzar el nicleo, la enzima transcriptasa inversa cataliza la
transcripcion inversa del RNA genomico en DNA vy la cubierta proteinica se abre
para liberar el DNA de VIH de doble hebra. Con la activaciéon de la célula, el DNA
virico tiene acceso a los poros nucleares y se exporta del citoplasma al nucleo,
donde se integra a los cromosomas de la célula hospedadora por accion de otra
enzima virica codificada, la integrasa. El provirus de VIH (DNA) se integra en forma
selectiva al DNA nuclear en forma preferencial en los cinturones en los genes
activos y en puntos regionales. El provirus puede permanecer inactivo desde el
punto de vista de la transcripcion (latente) o bien manifestarse con grados variables
de expresion genética, hasta la produccién activa del virus (Fauci, y otros, 2009).

Imagen 9
Fijacidon y fusion del VIH-1 con su célula blanco
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El VIH-1 se fija a su célula blanco por medio de la molécula DC4, lo que resulta en un cambio de configuracion
en la molécula gp120 que le permite fijarse al correceptor CCR5. Acto seguido, el virus se adhiere firmemente
a la membrana de la célula hospedadora con una configuracion de muelle en espiral por medio de la molécula
gp41 recién expuesta. La fusion entre la célula y el virus ocurre conforme el intermediario transicional de gp41
experimenta cambios ulteriores para formar una estructura en horquilla que hace que las dos moléculas se
aproximen estrechamente entre si.
Fuente: Anthony Fauci, 2009
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13.2.4.3 Activacion Celular y Patogénesis del VIH:

La activacion de sistema inmunoldgico es un componente esencial de cualquier
reaccion inmunoldgica a un antigeno extrafo. El sistema inmunolégico normalmente
se encuentra en un estado homeostatico, en espera de las perturbaciones
producidas por los estimulos antigénicos extrafios. Una vez que la reaccion
inmunoldgica hace frente a un antigeno y lo ha eliminado, vuelve a su estado
relativamente latente. En la infeccion por el VIH, sin embargo, el sistema inmunitario
se encuentra activado de manera cronica a causa de la replicacion persistente del
virus durante todo el transcurso de la enfermedad que produce. Dicho estado
estimulado se ve reflejado por la hiperactivacion de las células B que conduce a
hipergammaglobulinemia; proliferacion espontanea de los linfocitos; activacion de
los monocitos; expresion de los marcadores de la activacion sobre las células T
CD4+y CD8+; hiperplasia de los ganglios linfaticos, de manera particular al principio
de la evolucion de la enfermedad; aumento de la secrecién de citosinas
proinfimatorias; concentraciones elevadas de neopterina; B2- microglobulina,
interferon labila a los acidos y receptores solubles de IL-2; y fendmenos
autoinmunitarios. Incluso en ausencia de la infeccién directa de una célula diana,
las proteinas de la cubierta del VIH pueden entrar en interaccion con los receptores
celulares para descargar poderosas sefiales de activacion que resultan en la
movilizacion del calcio, la fosforilacion de ciertas proteinas que participan en la
transduccion de sefales, la colocalizacion de proteinas citoplasmaticas entre las
que se encuentran las participantes en el intercambio celular, la disfuncion

inmuldgica y, bajo ciertas circunstancias, la apoptosis (Fauci, y otros, 2009).

Ademas de los factores enddgenos, entre ellos las citosinas, otros factores
exdgenos, como diversos microorganismos relacionados con la activacion celular
incrementada, pueden fomentar la replicacion del VIH y, por este motivo, tener
efectos de importancia sobre la patogénesis de este virus (Fauci, y otros, 2009).

La activacion persistente de la inmunidad puede tener algunas consecuencias

nocivas. Desde el punto de vista viroldgico, las células T CD4+ quiescentes pueden
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infectarse por el VIH, pero la transcripcion inversa, la integracion y la propagacién
del virus son mucho mas intensas y eficientes en las células activadas. Ademas, la
activacion celular estimula la expresion de los virus por las células infectadas por el
VIH en forma latente. Desde el punto de vista inmunoldgico, la exposicion crénica
del sistema inmunitario a un determinado antigeno durante un largo periodo puede,
en ultimo término, causar incapacidad para mantener una respuesta inmunitaria
suficiente frente a dicho antigeno. La viremia persistente se asocia con “agotamiento
funcional” y apoptosis de células T especificas para el virus. Al igual que la mayor
parte de trastornos con exposicion persistente al antigeno, el hospedador debe
mantener una activacion suficiente de respuestas especificas contra antigenos pero
también puede prevalecer una activacion excesiva y un posible dafio inmunitario a

los tejidos (Fauci, y otros, 2009).

13.2.5 Genoma del VIH:

El VIH-1 dispone de genes que codifican sus proteinas estructurales: gag codifica
las proteinas que forman el centro del viridn; pol codifica las enzimas encargadas
de la transcripcion inversa de la integracion y env codifica las glucoproteinas de la
cubierta.  El primero codifica las proteinas del core (matriz, capside Yy
nucleocapside), el segundo expresa diversas enzimas involucradas en la sintesis e
integracion del ADN provirico y el tercero codifica las proteinas viricas de envoltura

externa (Fauci, y otros, 2009).

Los extremos gendmicos del provirus estan flanqueados por unas secuencias
conocidas como repeticiones terminales largas (LTR, long terminal repeats), que
participan en la integracién del genoma virico en la célula infectada, asi como en la

iniciacidon y regulacion de la transcripcion (Fauci, y otros, 2009).

13.2.5.1 Gen gag:

Este gen codifica inicialmente una proteina precursora de 55 kD denominada p55.
Durante la traduccion, el extremo aminoterminal de esta proteina es miristilado, lo
gue desencadenara una asociacion con la membrana de la célula infectada. Durante

el proceso de la maduracion virica, esta proteina temprana p55 es escindida, por
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una proteasa codificada por el gen pol, en cuatro proteinas mas pequefias: la p17
(de la matriz), la p24 (de la capside) y las proteinas de la nucleocépside p7 y p6
(Rodriguez & Farias, 2013).

La mayoria de las moléculas pl7 interaccionan con la cara interna de la bicapa
lipidica del viribn y estabilizan la particula. Sin embargo, un subconjunto de
moléculas pl7 se introduce en las capas mas profundas del virion, donde se
convierten en parte del complejo que acomparia el ADN virico hasta el ndcleo. Estas
moléculas facilitan el transporte nuclear del genoma virico. Este fendmeno permite
que el VIH infecte las células que no estan en division, una caracteristica inusual

para un retrovirus (Rodriguez & Farias, 2013).

La proteina p24 de la capside forma el ndcleo conico de las particulas viricas. La
ciclofilina A, interacciona con la p24, produciéndose la incorporacion de la
ciclofilina A en la particula virica. La posterior interaccion entre el gag y la ciclofilina
A parece esencial en el desemsamblaje de la capside, ya que la ausencia de esta

interaccién inhibe la replicacion virica (Rodriguez & Farias, 2013).

La proteina p7 de la nucleocapside es responsable del reconocimiento de la sefial

de empaquetamiento del VIH. También parece facilitar la transcripcion inversa.

El polipéptido p6 media las interacciones entre la proteina precursora Gag p55 y la
proteina accesoria Vpr, y conduce la incorporacion de la Vpr al interior de los

viriones (Rodriguez & Farias, 2013).

13.2.5.2 Gen pol: precursor gag-pol:

La proteasa, la transcriptasa inversa, la RNasa H y la integrasa son proteinas viricas
gque se expresan a través de una proteina de fusion Gag-Pol denominada p160.
Este precursor Gag-Pol se genera por un cambio de lectura ribosomal, provocado
por un motivo especifico del ARN. Durante la maduracion, una proteasa virica
escinde el polipéptido Pol de Gag y posteriormente lo digiere, separandose la
proteasa (pl10), la transcriptasa inversa (p50), la RNasa H (p15) y la integrasa (p31)
(Rodriguez & Farias, 2013).
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e Proteasa (pl0): es una aspartilproteasa que actta como un dimero. Su
actividad se requiere para la escision de los precursores

poliproteicos gag y gag-pol durante la maduracion virica.

e Transcriptasa inversa (p50) y RNasa H (p15): la forma funcional
predominante de la polimerasa virica es un heterodimero de p65 y p50.
Durante el proceso de la transcripcion inversa caracteristico de los retrovirus,
la polimerasa hace una copia de ADN a partir del dimero de ARN
monocatenario presente en el virion. A continuacion, la ribonucleasa H
elimina el molde original de ARN del primer filamento de ADN, con lo que se
permite la sintesis del filamento complementario de ADN. EI ADN bicatenario
virico puede ser completamente sintetizado en un plazo de seis horas
después de la entrada virica, aunque puede permanecer sin integrarse

durante periodos prolongados.

o Integrasa (p31): una vez sintetizado el ADN provirico, se acopla a una serie
de factores celulares y viricos, formando el complejo de preintegracion, que
es transportado al nucleo, donde tiene lugar la insercién del ADN virico en el
ADN cromosomico de la célula infectada.

13.2.5.3 Gen env:

La proteina precursora de envoltura, Env, de 160 kD (gp160) se expresa a partir del
ARNmM maduro o tardio. Inicialmente es sintetizada en el reticulo endoplasmico v,
posteriormente, migra al aparato de Golgi, donde es glucosilada mediante la adicion
de 25 a 30 cadenas laterales de carbohidratos que son agregados a residuos de
asparagina en el extremo N-terminal. Posteriormente, una proteasa celular escinde
la gpl60 en dos subunidades, la proteina superficial (gpl20) y la proteina
transmembrana (gp41), que permanecen asociadas entre si de manera no
covalente y que oligomerizan, generalmente en trimeros, en la superficie del virion
(Rodriguez & Farias, 2013).

La interaccion entre el VIH-1 y su receptor celular CD4 esta mediada a través de

dominios especificos en la proteina superficial gpl20 (gpl25 en VIH-2).
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Estructuralmente, la gpl20 presenta nueve enlaces disulfuro intracatenarios
altamente conservados y cinco regiones hipervariables (denominadas V1-V5). La
secuencia V3 interacciona con los correceptores celulares CXCR4 y CCR5, que
pertenecen a la familia de los receptores de quimiocinas y determinan parcialmente
la sensibilidad celular de las cepas viricas. El segmento gp120 tiene capacidad para
interaccionar con una lectina denominada DC-SIGN que se expresa en la superficie
de las células dendriticas de las mucosas. Esta interaccion facilita la posterior
transmision del VIH a los tejidos linfoides, a la vez que favorece enormemente la
propagacion virica, ya que la transmision del VIH a los linfocitos CD4 tiene una
eficacia muy superior a la capacidad infectiva de las particulas viricas no unidas a

estas lectinas (Rodriguez & Farias, 2013).

Una vez que la proteina virica gp120 ha interaccionado con su receptor celular CD4,
el segmento gp41 del VIH-1 (gp36 en VIH-2), a través de un dominio fusogénico N-
terminal, media la fusion de las membranas viricas y celular, lo cual permite la
internalizacion de los componentes del viridn en el citoplasma de la célula recién
infectada (Rodriguez & Farias, 2013).
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Los inhibidores de la VIH proteasa son activos contra los dos tipos de VIH (VIH-1 y VIH-2). Para que cumplan

con su funcibn no requieren ningun tipo de activacion intracelular. Estos medicamentos impiden el

procesamiento de proteinas viricas hacia conformaciones funcionales, dando como resultado la produccién de

particulas viricas que son inmaduras y no infectantes en la Tabla 3 se puede observar un listado de

antiretrovirales que inhiben a la VIH proteasa y sus caracteristicas.

Tabla 18
Antiretrovirales que Inhiben a la VIH proteasa.
FARMACO/ DOSIS RECOMENDA- EFECTOS COMENTA- FABRICANTES ESTRUCTURA
NOMBRE RECOMEN- CIONES ADVERSOS RIOS / COSTOS
COMER- DADA
CIAL
Atazanavir/ 400 mg diarios o0 | Témese con | Nausea, vémito, | Evitese e Bristol Myers
Reyataz 300 mg diarios | alimentos. diarrea, dolor | indinavir, Squibb Co/ Z
Vida media | mas ritonavir | Separar su | abdominal, cefalea, | irinotecan y | 300 mg S
plasmatica: 100 mg diarios. | dosificacion de | neuropatia omeprazol. capsula, 36.63
6-7 hrs, con | Ajuste la dosis | antibidticos por 1 | periférica, Penetra liquido usD
ritonavir 11 | en presencia de | hora y de | exantema, cefalorraquide | o 150 mg Ojv\
hrs. insuficiencia cimetidina y | hiperbilirrubi-nemia | oy liquido capsula, we /0B
Via de | hepatica antiacidos por 12 | indirecta. seminal 18.49 USD M \24
eliminacion: horas. ¢ 200 mg e ey S
Biliar Capsu'a, Hye” ‘/&Hzc
18.49 USD
« 100 mg
capsula,
18.12 USD
Darunavir/ 600 mg cada 12 | Témese con | Diarrea, cefalea, | Evitese en | e Tibotec Inc
Prezista horas mas | alimentos nausea, exantema, | pacientes con | e Centocor
Vida media: | ritonavir, 100 mg hiperlipidemiaeleva | alergia a las Ortho Biotech,
15 horas cada 12 hr enzimas hepaticas, | sulfas. Inc/
Via de ¢ 600 mg
eliminacién: tableta,
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FARMACO/ DOSIS RECOMENDA- EFECTOS COMENTA- FABRICANTES ESTRUCTURA
NOMBRE RECOMEN- CIONES ADVERSOS RIOS / COSTOS
COMER- DADA
CIAL
Biliar eleva amilasa 25.75 USD
sérica e 400 mg ]
tableta,18.74 Q
usD w5y
¢ 300 mg tableta ‘(_ £
16.2 USD )
e 150 mg "
tableta, m
459 USD - o
e 75 mg tableta, (%D
2.3USD -
Fosamprena | 1400 mg cada | Evitar comidas | Diarrea, nausea, | No se | e Viiv
vir/ Lexiva 12 h o 700 mg | ricas en grasas, | vomito, administre con Healthcare
Profarmaco cada 12 h mas | disminuyen su | hipertriglice- lopinavir/ Co/
del ritonavir, 100 mg | absorcién. ridemia, exantema, | ritonavir o en | ¢ 700 mg .
amprenavir cada 12 h, o | Separar las tomas | cefalea, parestesias | presencia de tableta, 14.78 J;/
que se | 1400 mg al dia | de antiacidos por | peribucales, insuficiencia uUsD
absorbe mas  ritonavir, | 12 h. aumenta enzimas | hepatica. Ve
rapidamente | 100 a 200 mg al hepéticas. También evitar
en el tubo | dia. cimetidina, )
digestivo. disulfiram, ‘Tﬁ
Vida média metronidazol, P ==
plasmatica: vitamina E.
7-11h @
Via de
eliminacion:

Biliar
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FARMACO/ DOSIS RECOMENDA- EFECTOS COMENTA- FABRICANTES ESTRUCTURA
NOMBRE RECOMEN- CIONES ADVERSOS RIOS / COSTOS
COMER- DADA
CIAL
Indinavir/ 800 mg cada 8 h | Administrarlo con | Nefrolitiasis, Evitese tomar | e Merck Sharp
Crixivan u 800 mg cada | el estébmago | nausea, efavirenz. and Dohme
Vida media |12 h, mas | vaci6. Tomar al | hiperbilirubi-nemia | Ajustar dosis Corp/
sérica: 1.5 a | ritonavir, 100 mg | menos 1500 mL | indirecta, cefalea, | en presencia | e 360, c4psulas,
2h cada 12 h. de liquidos al dia. | astenia, vision | de 200 mg
Via de borrosa. insuficiencia capsula ﬂ
eliminacion: hepatica. Botella 570.02 \\[j
fecal usD \
e 400 mg NV
capsula, 2.86 /{ 5/\ /\H X}
USD clu g 'K/y
. 333 mg @ \
céapsula, /
e 254  USD m
clu K;
e 200 mg
capsula, 1.52
USD clu
e 100 mg
capsula, 0.76
USD c/u
Lopinavir/ 400 mg/100 mg | Témese con | Diarrea, dolor | Ajustar dosis | e Abbott "
Koletra cada 12 h u 800 | alimento. abdominal, nausea, | en Laboratories )\/j
Lopinavir+ mg/200 mg hipertrigliceri- insuficiencia :
Ritonavir/ diarios. demia, cefalea, | hepatica.
Kaletra aumento enzimas | Evitese
Vida media: hepéticas. fosanprenauvir,
5-6 h disulfiram y

metronidazol.
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FARMACO/ DOSIS RECOMENDA- EFECTOS COMENTA- FABRICANTES ESTRUCTURA
NOMBRE RECOMEN- CIONES ADVERSOS RIOS / COSTOS
COMER- DADA
CIAL
Nelfinavir/ 750 mg cada 8 h | Tomar con | Diarrea, nausea, | Favorable para | e Agouron
Viracept 0 1250 mg cada | alimentos flatulencia. embarazadas pharmaceutic
Vida media: | 12 h. als Inc
35-5h
Via de o
eliminacion: N
heces S
HS(XH
Ritonavir/ 600 mg cada 12 | Tomar con | Nausea, diarrea, ¢ Abbott
Norvir h alimentos. parestesias, Laboratories
Vida media: Aumentar la dosis | hepatitis Pharmaceutic
3- 5 horas a partir de 300 mg al Products
Via de cada 12 h durante Div
eliminacion: una o] dos o Abbott
heces. semanas para Laboratories/
mejorar la ¢ 100 mg
tolerancia. capsula
gelatina suave
10.29 USD
« 100 mg

tableta, 10.29
uUsD
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FARMACO/ DOSIS RECOMENDA- EFECTOS COMENTA- FABRICANTES ESTRUCTURA
NOMBRE RECOMEN- CIONES ADVERSOS RIOS / COSTOS
COMER- DADA

CIAL
Saquinavir/ 600 mgcada8h | Tomar en las 2 | Nausea, diarrea, | Evitese en la | e Hoffmann La
Invirase, 0 1000 mg cada | horas siguientes a | rinitis, dolor | insuficiencia Roche Inc/
Fortovase 12 h, mas | una comida | abdominal, hepatica ¢ 500 mg
Via de | ritonavir, 10 Omg | completa. dispepsia, grave. Usar tableta, 8.72
eliminacion: cada 12 h. exantema filtro  solares UsD
heces. por aumento | 200 mg
de la | capsula, 3.87
fotosensibilida usD
d.
Tipranavir/ Tomarse  con | Tomar con | Diarrea,  nausea, | Evitar usarlo | e Boehringer
Aptivus ritonavir para | alimentos. vémito, dolor | en presencia Ingelheim
Vida media: | alcanzar abdominal, de Pharmaceutic
5- 6 horas. concentraciones exantema, aumento | insuficiencia als Inc/
eficaces: 500mg enzimas hepaticas, | hepéatica. Para | ¢ Botella, 120
cada 12 h/ hipercolesterolemia | uso pediatrico. capsulas, 250
ritonavir 200 mg , hipertrigliceri- | Evitar mg c/capsula
cada 12 h. demia. antiacidos. 1271.8 USD
Evitar en | 250 mg
pacientes con capsula, 10.19
alergia a las uUsD
sulfas ¢ 100 mg/ml
Evitar en | solucion, 4.29
pacientes con usD
riesgo de
hemorragia.

Fuente: (Katzung, 2010) (Craig Knox, 2011)
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13.4 Rol de Los Productos Naturales en el Descubrimiento de Nuevos
Medicamentos:

El descubrimiento de nuevos farmacos es un proceso complejo, generalmente caro
e interdisciplinario que incluye ciencias como la quimica, farmacologia y ciencias
clinicas. Durante muchos afios los productos naturales han sido los protagonistas
del descubrimiento de nuevos farmacos lideres, ya que estos han sido los
responsables de brindar muchas moléculas que hoy en dia son parte de los
medicamentos de mayor uso. También han sido los encargados de brindarles a las
companiias farmacéuticas mucho del alcance que tienen hoy en dia. Sin embargo,
en la actualidad eso ha cambiado considerablemente debido al uso de técnicas
modernas, las cuales crean derivados sintéticos de moléculas ya existentes. De
esta forma los costos en el proceso del descubrimiento de farmacos ha ido
disminuyendo y este ha sido un factor muy importante para las compafias
farmacéuticas. Entre algunas de las técnicas que se utilizan actualmente se pueden
mencionar el mecanismo basado en bioensayos guiados por fraccionamiento y
otras como el HTS (Butler, 2004).

El tamizaje de alto rendimiento o HTS por sus siglas en inglés (High-Throughput
Screening) es una de estas técnicas que se basa en el tamizaje de bibliotecas
enteras de compuestos sintéticos. Estos, al no ocupar el mismo espacio quimico
que los productos naturales, no llevan a compuestos lideres para la elaboracién de
nuevos farmacos, esto debido a que los productos naturales ya exhiben
generalmente alguna actividad, con esto se confirma que el espacio quimico que
describen es mas afin al espacio quimico descrito por las enzimas en el organismo,
mientras que los sintéticos no lo hacen. Esto Ultimo sugiere que los productos
naturales deben introducirse al desarrollo de farmacos por tamizaje y que esto

puede llevar a mejores resultados (Butler, 2004).

A pesar de que las anteriores técnicas son bastante innovadoras y ayudan en el
proceso de descubrimiento de nuevos farmacos, los productos naturales siguen

siendo fuente de una cantidad considerable de moléculas candidatas para el
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desarrollo de compuestos lideres debido a que las técnicas alternativas han fallado

en ofrecer estos Ultimos en &reas terapéuticas claves (Butler, 2004).

Los productos naturales representan una gran cantidad de oportunidades para el
descubrimiento de nuevas moléculas y del estudio de antiguas moléculas que no
han sido sometidas al proceso de tamizaje de alto rendimiento. Sin embargo, la
quimica de productos naturales enfrenta todavia algunos desafios. Se podria
pensar que un paso limitante al someter los productos naturales a HTS seria la
cantidad de productos y extractos que existen; esto, por el contrario, es una gran
ventaja. Lo que se debe de tomar en cuenta realmente, son los costos de los
materiales a utilizarse, el tiempo requerido y los recursos humanos. La decision en
cuanto si utilizar productos naturales o una biblioteca de compuestos sintéticos al
momento de realizar un screening es muy importante para el desarrollo de nuevos

farmacos. Existen tres caminos posibles al momento de tomar esta decision:

e EIl primero es realizar los bioensayos y pruebas clinicas de productos
naturales mientras se realiza el screening de los compuestos de una
biblioteca de compuestos sintéticos. Este es el mas recomendado porque

ahorra tiempo y toma en cuenta tanto productos naturales como sintéticos.

e La segunda opcién es primero realizar el screening de los compuestos de
una biblioteca de compuestos sintéticos y luego realizar las pruebas y
ensayos clinicos de los productos naturales, solo si ninguna de las moléculas
de la biblioteca de compuestos sintéticos funciona. Esto no se recomienda
porque puede causar sesgo en la investigacion; al no tomar en cuenta los
productos naturales sino hasta que no den resultados satisfactorios los

compuestos sintéticos.

e La dUltima ruta es Unicamente realizar screening de una biblioteca de
compuestos sintéticos y no tomar en cuenta los productos naturales para
nada. Esta es la menos recomendada, puesto que no se permite la
introduccién de moléculas nuevas en el proceso del disefio de nuevos

farmacos.
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Otra dificultad, que es considerada la mayor de todas en el desarrollo de los
compuestos, es el reabastecimiento continuo de grandes cantidades de moléculas
de productos naturales que se requieren para su evaluacion bioldgica. Es necesario,
para mantener la competitividad en el screening de productos naturales, realizar
procesos de mejora continua. Entre los aspectos a considerar se incluyen velocidad
de replicacion, aislamiento de moléculas, elucidacion de estructuras, y la seleccion

de los receptores (Butler, 2004).
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13.5 Tamizaje Molecular Virtual:

El disefio de nuevos farmacos puede ser un proceso de muchos afios y con un costo
de varios millones de ddlares. A través de los afos el proceso se ido volviendo
menos complejo y mas sujeto a la estadistica. Comenzando con la quimica
combinatoria y llegando al tamizaje molecular de alto rendimiento se ha logrado
muchos avances a precios mas bajos. Sin embargo, estas técnicas no han sido tan
fructiferas como habian prometido produciendo farmacos que fallan principalmente

en propiedades farmacocinéticas (ADME/Tox) (Song, Lim, & Tong, 2009).

A raiz de esto se comenzo el desarrollo de farmacos a través de herramientas que
pudieran predecir las propiedades ADME/Tox. Principalmente se utilizé el disefio de
farmacos asistido por computadora (o CADD por sus siglas en inglés). Este método
comenzo en los afios 70 para convertirse en toda una rama de la quimica medicinal
actual (Song, Lim, & Tong, 2009).

En contraste con el tamizaje de bibliotecas moleculares generadas en base a
guimica combinatoria, el tamizaje molecular virtual, o0 VS por sus siglas en inglés
(Virtual Screening), utiliza bases de datos virtuales de las que hace pruebas de
varias maneras para determinar la actividad y efectividad de un farmaco sobre un
receptor biolégico. Muchas de estas bases de datos, lejos de ser costosas, pueden
ser adquiridas gratis. También se cuenta con bases de datos de los receptores
bioldgicos. Fuera de la informacion, la manera de proceder para seleccionar al
candidato lider puede ser de dos formas diferentes: la técnica basada en el receptor
y la técnica basada en el ligando como se puede ver en el Esquema 1 (Song, Lim,
& Tong, 2009).



94

Esquema 1
Técnicas para seleccionar al Candidato Lider

Screenng
Virtual

Basado en el Basado en el
Ligando Receptor

La técnica basada en el receptor (observar el Esquema 2) involucra un docking de
los ligandos en el receptor para evaluar la actividad y efectividad. Para ello se busca
primero la geometria y la regidn del sitio activo. Posteriormente se busca colocar el
ligando en el sitio activo. Finalmente se evalla qué tan bien se adhiere el ligando al
receptor comparado con otros ligandos. Cada uno de estos pasos requiere modelos,
algoritmos y técnicas especiales a modo de afinar el calculo y realizar predicciones
cercanas a la realidad (Srinivas, Priyadarshini, Praveen, Pradeep, & Narahari,
2007).

Esquema 2
Técnica Basada en el Receptor

Optimizacion de la Optimizacion de la

conformacion del conformacion del

ligando durante el ligando previo al
docking docking

Docking Incremental

La técnica basada en el ligando encuentra su centro en el Principio de Similaridad
de Propiedades (ver esquema 3). Esto, en otras palabras, significa que las
moléculas similares deben de tener propiedades y caracteristicas similares. Para

estas evaluaciones se utilizan redes neurales artificiales, arboles de decisiones,
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particionamiento recursivo y maquinas de soporte vectorial. Sin embargo, a pesar
de que en la practica puede parecer una técnica muy buena, esta no se puede
generalizar porque depende mucho de datos experimentales (Srinivas,

Priyadarshini, Praveen, Pradeep, & Narahari, 2007).

Finalmente, y como paso importante, todo estudio computacional de un nuevo
medicamento debe tener una parte en que se estudie su farmacocinética (i.e. sus
propiedades de ADME/Tox). Para esto se busca que cada compuesto cumpla con
las 5 reglas de Lipinski u otras reglas mas refinadas. La mayoria de las propiedades
descritas en las reglas de Lipinski se pueden determinar de manera sencilla por
medios computacionales, sin embargo existen otras como el coeficiente de particion
logP para el cual se han desarrollado varios algoritmos (Srinivas, Priyadarshini,

Praveen, Pradeep, & Narahari, 2007).
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Esquema 3
Técnica Basada en el Ligando

Técnica Basada

en el Ligando

Similitud de
molécula
pequeia

]
[ | | | |
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Descriptor tipo
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Busqueda basada Basada en Particionamiento

7 . ) similaridad de
en farmacéforo descriptores recursivo

grafos

Descriptor
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13.6 Disefio de Novo:

Para el desarrollo de nuevos farmacos se ha implementado el método disefio de
novo. Este método consiste en el desarrollo de nuevas estructuras moleculares
con las propiedades farmacoldgicas deseadas. Para utilizar el disefio de novo,
es importante tener en cuenta 3 factores a evaluar: el ensamble del candidato,
el muestreo efectivo del espacio quimico y la evaluacion de su potencial calidad.
Para ello se deben tomar en cuenta también las restricciones primarias® que se
utilizan para el ensamble del candidato y el muestreo del espacio quimico, y las
restricciones secundarias* que se utilizan para evaluar la calidad. Por ultimo se
subdivide la blisqueda en dos maneras: basado en el receptor y basado en el
ligando. Esta ultima no se utiliza mas que en casos especiales (Schneider &
Fechner, 2005).

Si se utiliza una estrategia de ensamble basada en el receptor, se busca en
general lugares a los que se pueda enlazar un ligando a un sitio particular del
receptor, algunos de los tipos de uniones que existen entre una estructura y un
ligando se puede observar en la Imagen 10. Algunos programas buscan sitios
aceptores o donadores de puentes de hidrogeno, sitios lipofilicos, sitios de
interaccion con enlaces covalentes o enlaces a iones metalicos. Esto se hace
analizando primero los sitios de interaccion del receptor de varias maneras
(Schneider & Fechner, 2005).

Posteriormente se muestrea el espacio quimico. Es aqui donde comienza el
ensamble de las nuevas moléculas. Se puede utilizar dos materiales para la
construccion: atomos o fragmentos. El primero es superior debido a la variedad
estructural obtenida, pero el segundo garantiza no solo un espacio de busqueda

menor, sino una mayor facilidad de sintesis. El método para ensamble puede

3Toda lainformacidn relacionada a la interaccién entre el ligando y el receptor. Es decir, la afinidad del ligando
por la molécula bioldgica objetivo.
4 Toda la informacién relacionada con la absorcidn, distribucién, metabolismo, excrecién y toxicidad de la
molécula disefiada (ADME/T). Para esto se puede utilizar las 5 reglas de Lipinski, también es necesario tomar
en cuenta la accesibilidad sintética.
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ser: por crecimiento, por vinculacion, por redes, por mutaciones aleatorias de

estructura, por dinamica molecular, etc. (Schneider & Fechner, 2005).

En el caso de crecimiento, se coloca un fragmento de molécula dentro del
receptor y se le comienza a afiadir partes, a modo de ramas, para asi

crecer y enlazarse a los demas sitios de enlace del receptor.

En el caso de vinculacion, se colocan fragmentos en todos los sitios de
interés y luego se intentan construir estructuras, a manera de puentes,

entre estos.

En el caso de las redes se colocan fragmentos en los sitios de interés y
se busca una molécula con la forma de la red que vincula a esos

fragmentos dentro del receptor.

En el caso de mutaciones aleatorias, se trata de un algoritmo genético.
Se agregan algunos fragmentos a una molécula base y se evalta su
afinidad. Luego, se extrae lo mejor de estos y se crea otra molécula. Este
proceso se repite hasta cierto nimero de pasos o hasta adquirir la afinidad

deseada.

Finalmente, en el caso de dinamica molecular, se realizan ciclos en los
gue se colocan fragmentos aleatoriamente dentro del receptor y se simula
el movimiento libre de estos. Posteriormente se aprueban o rechazan y

finalmente se van vinculando.
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Imagen 10
Tipos de Uniones entre Estructuray Ligando
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Por ultimo se evalla su potencial calidad. Para ello, el programa aproxima la energia
de enlace de cada molécula generada con el receptor. Existen 3 métodos de evaluar

la energia:

e Por campos de fuerza: Evalla, por medio de la fisica clasica, la energia
del enlace.

e Funciones de evaluacion empiricas: Evallan cada interaccion receptor-
ligando ponderando cada una con una funcidon de peso y afadiendo

términos de penalizacion.

e Funciones basadas en conocimiento previo: Se basan en un analisis
estadistico de las interacciones de las estructuras acomplejadas ligando-
receptor. Si la interaccién es frecuente se prefiere, de lo contrario no.
Como el método se basa en informaciéon estructural y no en las
interacciones ya conocidas, el analisis estadistico ha probado ser mejor

que el empirico (Schneider & Fechner, 2005).

En algunos casos en los que no se puede contar con una estructura confiable
del receptor, se utiliza una estrategia basada en el ligando. Para esto se utilizan
modelos de ligandos que ya existen para ese receptor y se construye un modelo
de ligando farmacéforo®. A partir de este modelo ya es posible obtener un
pseudo-receptor (Schneider & Fechner, 2005).

Para buscar a los nuevos ligandos se representa la buscada como un grafo en
el que cada nodo es un estructura diferente del ligando. Los nodos raiz son la
estructura de la que se parte y los nodos terminales son los estados finales de
las moléculas. Todos los demas son estados intermedios. Las estrategias mas
utilizadas para estos ligandos son: aleatoria, a lo ancho, a lo profundo, Monte

Carlo con criterio Metrépolis y algoritmo evolutivo (Schneider & Fechner, 2005).

5> Es el ensamble de contribuciones electrdnicas y estéricas necesarias para asegurar las interacciones
supramoleculares éptimas con la estructura de un receptor bioldgico especifico para desencadenar su
respuesta bioldgica.
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e En el caso de estrategia aleatoria se puede considerar que se cubren
todas las posibilidades de estructura posibles si la busqueda se hace en

un tiempo muy grande.

e En la busqueda a lo ancho se conservan cada uno de los nodos
generados y se analiza los derivados de cada uno, pero es muy costoso

a nivel de computo.

e En la estrategia de buscar a profundidad el programa se enfoca solo en
uno de los nodos y parte de alli para seguir generando estructuras nuevas

de ligando hasta hallar una satisfactoria.

e EI método Monte Carlo es esencialmente aleatorio, sin embargo, el
criterio Metrépolis implica que cada nodo es evaluado segun un criterio
(restricciones primarias) y es aceptado o rechazado dependiendo de si

satisface o no ese criterio.

e El algoritmo evolutivo aprovecha los principios de reproduccién, mutacién
y recombinacién para el desarrollo de nuevos ligandos. Este toma a dos
estructuras, escogidas por la funcién de evaluacion, y las elige como
padres. Luego las combina de maneras aleatorias para generar una
poblaciéon de descendientes. De esta se vuelven a escoger dos padres y
estos vuelven a combinar. Las mutaciones y recombinaciones son solo
fragmentos o estructuras favorables que se introducen directamente

dentro del proceso evolutivo.

Algunos aspectos claves a considerar en el disefio de novo es la deficiencia del
programa de considerar la flexibilidad de la proteina. También estan las
limitaciones en las bibliotecas para la generacioén de nuevas estructuras, ya que
se necesitan bibliotecas de compuestos sintéticos utilizadas para tamizaje
molecular de alto rendimiento. Por esta razon, la mejor eleccién de una molécula
puede no ser realizada por el programa, sino por el operario del programa. Los
mejores candidatos siguen siendo aquellos que se elija por experiencia y sentido
comun (Schneider & Fechner, 2005).
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13.7 Docking:

Determina la interaccion de energia entre dos moléculas: un ligando y un receptor.
Para esto encuentra la orientacion de un ligando que se une a un sitio activo
especifico de una proteina, con lo cual se forma un complejo con una energia
minima. Al ya estar unidos se calcula la energia de interaccion y se analiza gracias
a una funcion de evaluacion conocida como “funcién de evaluacion” (o “scoring
function”). Esta funcién calcula la energia de interaccion entre el ligando y el
receptor para obtener un valor numérico y poder asi hallar la conformacion mas

estable del ligando (Srinivas, Priyadarshini, Praveen, Pradeep, & Narahari, 2007).
El docking se divide en dos partes:

e Meétodos de busqueda: En esta seccion los algoritmos que se utilizan son los
encargados de determinar todas las conformaciones 6ptimas posibles para
un complejo determinado, es decir la posicion y la orientacion de ambas
moléculas. Se pueden dividir en tres:

e Busqueda del espacio conformacional durante del docking: se realiza la
optimizacion de pequefias conformaciones y se busca la orientacién en el
sitio activo del receptor. Se utilizan diferentes algoritmos como el método

Monte Carlo y el algoritmo genético.

e Método Monte Carlo (MC): Este método utiliza una técnica de
muestreo en la cual se busca formar conformaciones con la menor
energia. Se utiliza la probabilidad de Boltzmann para que cada
conformacién creada al azar por este método sea aceptada o
rechazada.

e Algoritmo genético (AG): esta técnica se basa en las ideas de la
evolucion por seleccion natural y genética. Simula los procesos en
el sistema natural para la evolucion que fueron establecidos por
Darwin o por Lamarck. Representan una ruta inteligente de una
busqueda aleatoria en un espacio definido para resolver el

problema conformacional.
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Busqueda del espacio conformacional antes del docking: Separan la
busqueda conformacional de la pequefia molécula de su sitio de union en
el receptor. Luego se realiza un analisis conformacional y todas las
conformaciones que se obtienen con baja energia son colocadas fijas en
el sitio de unién, en donde se consideran unicamente 6 grados de libertad
de rotacion y traslacion restantes. Los programas Slide y Fred utilizan esta

metodologia.

Busqueda progresiva: Se rompen los ligandos y se crean fragmentos que
son acoplados fijamente a varias posiciones favorables en el sitio de union
empezando con un fragmento base. Generalmente se seleccionan las
secciones mas grandes para unirlas al receptor, se mantiene un set con
posibles orientaciones para estos fragmentos y se le agregan otros
fragmentos en diferentes orientaciones y son ponderados. Este proceso

se repite hasta que se ensamble todo el ligando.

Funcion de Evaluacion: Es el modelo matematico que se utiliza para predecir

la fuerza de las interacciones intramoleculares, e intermoleculares (en este

caso, las dos que han sido acopladas). A esto se le conoce como afinidad de

union o energia de acomplejamiento (Kitchen, Decornez, Furr, & Bajorath,
2004).

Se pueden clasificar como:

Basadas en campos de fuerza
Empiricas
Basadas en conocimiento

Evaluacion por consenso

13.7.1 Pasos para el Docking

Construir el receptor: se modifica el receptor quitdndole las moléculas que

interfieran con la estructura principal, se estabilizan cargas, se completan los

residuos faltantes, etc. Tiene que ser biolégicamente activo.
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e Identificar el sitio activo: identificar el sitio activo de interés ya que muchas

veces pueden existir varios sitios activos.

e Preparacion del ligando: Se pueden obtener de varias bases de datos. Para
escoger el ligando a utilizar es importante aplicar las Reglas de Lipinski, ya
gue son importantes para el desarrollo de nuevos farmacos, especialmente

para moléculas de administracion oral, sin vehiculo.

e Docking: el ligando es acoplado al receptor, las funciones de evaluacion
ponderan cada conformacion y después de obtener varias, se ordenan las
conformaciones dependiendo de su energia buscando al final la méas baja de
todas (Kitchen, Decornez, Furr, & Bajorath, 2004).

13.7.2 Comparacion entre AutoDock 4 y AutoDock Vina:

Dos de los programas de licencia libre que se utilizan para realizar tamizaje
molecular virtual son AutoDock Vina (Vina) y AutoDock 4 (AD4), en la Tabla 4 se
puede observar un cuadro comparativo entre AutoDock Vina y Autodock 4. Estos
dos programas comparten varias similitudes en su modo de operacion pero a la vez
tienen diferencias claves las cuales hacen que se prefiera a uno sobre el otro. Estas
diferencias radican sobre todo en la funcién de busqueda y en la funcion de

ponderacion (Chang, Ayeni, Breuer, & Torbett, 2010).

Un estudio realizado por Max Chang, et. al., en el Instituto de Investigacion Scripps,
La Jolla, California y la Universidad de California Merced, California, Estados
Unidos, evaluaron el desempefio de los programas mencionados anteriormente.
Para ello se utilizaron estos dos ultimos y dos bibliotecas virtuales (Diversity Set Il
del National Cancer Institute y Directory of Universal Decoys) con diferentes tipos
de moléculas. El estudio consistidé en el acoplamiento de las moléculas de cada
biblioteca con la VIH proteasa. Esta ultima se escogi6, debido a que ha sido
estudiada ampliamente para el desarrollo y descubrimiento de nuevos

medicamentos antirretrovirales (Chang, Ayeni, Breuer, & Torbett, 2010).

Vina mostré un desempeiio mucho mejor al momento de obtener las energias de

enlace y al utilizar moléculas de gran tamafio. AD4 logré obtener las energias de
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enlace de moléculas y fallo al encontrar la energia de moléculas de mayor tamafo.
La diferencia se manifestd entonces en el algoritmo de busqueda. Ambos
programas aplican una busqueda hibrida tanto global como local, pero la diferencia
clave apareci6 en la optimizacién local. El método de busqueda local de AD4 emplea
pequefios pasos aleatorios mientras busca una conformacion favorable y realiza
una agrupacion por conformacion de los resultados que obtiene para una posterior
clasificacion mediante niveles de energia. A diferencia de AD4, Vina calcula
derivados los cuales generan un gradiente, de esta manera desempefian una
optimizacidén mas exacta. Esto probd que el algoritmo de busqueda del programa
ADA4 es inefectivo para moléculas con un alto numero de enlaces rotables. Vina no
agrupa sus resultados para una posterior clasificacion, pero muestra un desempefio
superior (Chang, Ayeni, Breuer, & Torbett, 2010). A continuacidén se presenta una
tabla comparativa la cual menciona las diferencias y las similitudes que existen entre

los dos programas:

Tabla 19 Diferencias y Similitudes entre AutoDock Vina y AutoDock 4.

AUTODOCK VINA AUTODOCK 4
Diferencias: Diferencias:
e Es mas rapido. e Puede ser hasta 10 veces mas lento.
e Es mas exacto en el reacoplamiento e Puede fallar al utilizar moléculas de
proteina-ligando. mayor tamanio.

e Presenta menos problemas al
momento de trabajar con moléculas de
gran tamaiio.

Similitudes:

o Al momento de trabajar el docking con moléculas pequefias los resultados obtenidos por
los dos programas son bastante similares.

e En la funcion de ponderacién ambos usan funciones empiricas que incluyen enlaces de
hidrogeno y enlaces rotables.

Fuente: Max W. Chang, 2010
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13.8 Bibliotecas Virtuales:

El HTS y el VS han sido técnicas que han demostrado ser muy eficientes
independientemente, sin embargo, estas, al ser implementadas simultaneamente
pueden mejorar sus resultados. El HTS ofrece una gama amplia de estructuras a
ser probadas en un receptor, mientras que el VS se ha notado es de 100 a 1000
veces mas eficiente en realizar las pruebas evitando falsos positivos. Y a pesar de
que el HTS es la técnica dominante, el VS ya es utilizado regularmente en

investigacion farmaceéutica (Shoichet, 2004).

En contraste con las bibliotecas de compuestos sintéticos que utiliza el HTS para
realizar sus pruebas, el VS cuenta con bases de datos de las que se puede extraer
informacion tanto de moléculas pequefias como de moléculas grandes. El problema
con el VS no radica en ellas, sino en buscar siempre mejores alternativas como
funciones de evaluacion y algoritmos de busqueda, pero las bases de datos son una

parte importante en el proceso (Shoichet, 2004).

Las bases de datos de estructuras pequefas juegan un papel muy importante en el
descubrimiento de estructuras lideres. Existen grandes almacenamientos de
moléculas como medicamentos, carbohidratos, enzimas, reactivos, productos
naturales, derivados, etc. que tienen, ademas de la estructura molecular en 3
dimensiones, propiedades fisicoquimicas y a veces farmacocinéticas de interés
(Song, Lim, & Tong, 2009).

Las bases de datos de moléculas bioldgicas, como lo son proteinas, algunas
enzimas y otros receptores, son construidas a partir de estructuras determinadas
por difraccion de rayos X 0 resonancia magnética nuclear. Estas son muy
importantes al tratarse de enfermedades o condiciones humanas y sus tratamientos
(Song, Lim, & Tong, 2009).



107

13.9 QSAR y ADME/Tox

La Relacién Estructura-Actividad Cuantitativa (0 QSAR por sus siglas en inglés) es
un método que busca construir modelos matematicos o computacionales para
establecer una relacion, por medio de método estadisticos, entre la estructura de un
compuesto quimico y su actividad. En el caso del disefio de farmacos, la estructura
se refiere a las propiedades o descriptores de las moléculas, sus sustituyentes o
sus campos de interaccion energética. La funcion puede relacionar propiedades
como afinidad de enlace, actividad, toxicidad, constantes cinéticas, etc. Los
meétodos estadisticos utilizados pueden ser desde regresiones lineales simples,
hasta métodos de minimos cuadrados parcial, maquinas de soporte vectorial o
redes neurales artificiales (Verma, Khedkar, & Coutinho, 2010).

Los objetivos de esta técnica son:

e Correlacionar cuantitativamente y recopilar las relaciones entre las
tendencias de las alteraciones quimicas estructurales, y los respectivos
cambios en términos biologicos. Esto a modo de comprender qué
propiedades quimicas determinan la actividad biolégica.

e Optimizar las moléculas lideres existentes para mejorar su actividad
bioldgica.

e Predecir la actividad biologica de moléculas que no han sido probadas o ni

siguiera han sido producidas.

Las técnicas en QSAR han ido evolucionando con el tiempo. Desde que se tuvo la
primera idea de relacionar estructura con actividad en 1868, la técnica se ha
perfeccionado aumentando su riqueza para prediccion y su complejidad. Una
manera de observar esa tendencia es al estudiar la cantidad de dimensiones con

las que se trabajan estos modelos (Verma, Khedkar, & Coutinho, 2010).

e 1D-QSAR: correlaciona la actividad con propiedades como pKa, log P, etc.

e 2D-QSAR: correlaciona la actividad con patrones de conectividad
(estructuras basicas) y farmacoforos 2D.

e 3D-QSAR: correlaciona la actividad con campos de interaccion no-covalente

alrededor de la molécula.
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e 4D-QSAR: incluye todas las conformaciones posibles de una estructura en
3D-QSAR.

e 5D-QSAR: representa explicitamente diferentes modelos inducidos en 4D-
QSAR.

e 6D-QSAR: incorpora modelos de solvatacion en 5D-QSAR.

Otro gran avance que se presentd en 1987 fue el andlisis de campo molecular
comparativo (0 CoMFA por sus siglas en inglés). Esta técnica utiliza redes y el
método de minimos cuadrados parciales para determinar de manera numérica
cuantitativa la actividad de una estructura en 3 dimensiones. Después de su
creacion, CoMFA fue precedido por CoMSIA (andlisis de indices de similaridad
molecular comparativo), el cual ya consider6 propiedades de estéricas,
electrostaticas, hidrofébicas y de puentes de hidrégeno. Posteriormente se han ido
creando diferentes modelos a partir de CoMFA y CoMSIA que mejoran algunos
aspectos de la correlacion de actividad con estructura (Verma, Khedkar, &
Coutinho, 2010).

Una forma de representar también una estructura para poder encontrar una
correlacion con su actividad es mediante sus descriptores. Estos pueden ser de
diferentes tipos, pero uno que es de mucha ayuda es el de huellas digitales
moleculares. Estas son representaciones moleculares en funcién de secuencias de
atomos vinculados, incluyendo la identidad de cada atomo, para formar una “ruta”.
El algoritmo de huella digital genera varias rutas y a cada coleccién le asigna un bit.
Entre méas corta sea la huella, mas rutas habra representadas en cada bit. Este
método es ampliamente utilizado en combinacién con coeficientes de similaridad.
Estos calculan la similitud entre dos huellas digitales moleculares de la misma
longitud. Su eficiencia ha hecho a esta combinacion de métodos una de las mas
utilizadas para andlisis QSAR (Srinivas, Priyadarshini, Praveen, Pradeep, &
Narahari, 2007).

Al realizar un analisis QSAR, es importante recordar que el resultado numérico
puede ser uno o varios, dependiendo del método utilizado. Generalmente se obtiene

un coeficiente de correlacion que indica qué tan similar es la estructura probada con
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las anteriores. Este da una vaga idea de la estructura lider que se puede derivar de
la base de datos con la que se construyo el modelo (Verma, Khedkar, & Coutinho,
2010).

Un gran problema del disefio de farmacos in silico es que el docking puede dar,
como resultados, falsos positivos. Para validar la conformacion hallada en un
docking, se utilizan una de 3 técnicas: docking consigo mismo, utilizar una
conformacion hallada para clasificar las moléculas en una base de datos como
activas o no activas, y 3D-QSAR. En este ultimo método, la conformacion se
considera valida si su alineacién en 3D con otros ligandos explica una variacion en
bioactividad (e.g. CoMFA). Esto, aunque es un método muy efectivo, puede
consumir tiempo, por lo que también se puede establecer una relacién entre los
puntos de contacto de los ligandos con el receptor y de alli correlacionar la

estructura con la actividad buscada (Taha, y otros, 2011).

Finalmente, al tratarse de propiedades farmacocinéticas, existen una serie de
descriptores que hacen el andlisis QSAR mas facil. Estos son las reglas de Lipinski.
Después de estudiar muchos de los medicamentos producidos por Merck y Pfizer,
se notd que habia una tendencia en algunas propiedades de estos: peso molecular,
lipofilicidad, &tomos donadores de puentes de hidrogeno y atomos aceptores de
puentes de hidrogeno. Se plante6 algunos modelos y después de probar su

capacidad predictiva se lleg6 a la siguiente conclusion:

Para un medicamento de administracién oral, este debe de tener las siguientes

propiedades:

e Peso molecular por debajo de los 500 daltons.
e Coeficiente de particion octanol-agua (log P) no mayor de 5.
e No debe de tener méas de 5 atomos donadores de puentes de hidrogeno.

¢ No debe de tener mas de 10 atomos aceptores de puentes de hidrégeno.

Con esto se garantiza una buena absorcién, distribucion, metabolismo y excrecién
(ADME) del medicamento. La toxicidad del mismo, por estar relacionada de cierta

manera a estas propiedades, es directamente afectada al cumplirse las reglas
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anteriores. Por esta razon también se incluye dentro del analisis (Lipinski, Drug-like

properties and the causes of poor solubility and poor permeability, 2000).

Computacionalmente se pueden determinar muchas de estas propiedades, excepto
por el coeficiente de particion. Por esta razon han aparecido varios modelos para el
modelado de esta propiedad. Y si bien las técnicas para la determinacion de estas
propiedades no son Optimas, proveen una gran ventaja en el desarrollo de
medicamentos nuevos. Al poder modelar las propiedades de ADME/Tox de un
compuesto, se resuelve uno de los grandes problemas que tiene el HTS. Este tiende
a generar compuestos mas lipofilicos, lo cual, en medicamentos de administracion

oral, no es conveniente (Lipinski, Lombardo, Dominy, & Feeney, 2001).
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13.10 Bioenergética y termodinamica

La bioenergética es el estudio cuantitativo de las transducciones de energia que
tienen lugar en las células vivas y de la naturaleza y funcién de los procesos

quimicos sobre los que se basan estas transducciones (Nelson, 2009).

El proceso termodinamico se da cuando cambia el estado de un sistema, en este

cambio pueden variar una o mas propiedades del sistema (Cedron, 2011).

El trabajo en termodinamica siempre representa un intercambio de energia entre un
sistema y su entorno. La energia interna, es la suma de todas las energias
existentes en el sistema (cinética, térmica, potencial, etc.). Es la suma de la energia
transferida en forma de calor y la energia transferida en forma de trabajo. La
variacion de la energia interna de un sistema es igual a la suma del intercambio de
calor entre el sistemay los alrededores y el trabajo realizado por el sistema (Cedrén,
2011).

Uno de los principales objetivos del estudio de la termodinamica, al menos por lo
gue respecta a los quimicos, es poder predecir si ocurrird alguna reaccion. En
condiciones especiales conocer esto es importante para una persona que se dedica
a la sintesis de compuestos en un laboratorio de investigacion, en la manufactura
de productos quimicos a nivel industrial o bien para tratar de entender los

complicados procesos biologicos de una célula (Cedron, 2011).

13.10.1 Las transformaciones biolégicas de energia obedecen las leyes de la

termodinamica

Muchas observaciones cuantitativas realizadas por fisicos y quimicos sobre la
interconversion de las diferentes formas de energia condujeron a la formulacion, en
el siglo XIX, de dos leyes fundamentales de la termodinamica. La primera ley es el
principio de conservacion de la energia: en cualquier cambio fisico o quimico, la
cantidad total de energia en el universo permanece constante; la energia puede
cambiar de forma o puede ser transportada de una region a otra, pero no puede ser
creada ni destruida. La segunda ley de la termodinamica, que se puede enunciar de

diversas maneras dice que el universo tiende siempre hacia un aumento del
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desorden: en todos los procesos naturales, aumenta la entropia del universo
(Nelson, 2009) .

Los organismos vivos consisten en colecciones de moléculas mucho mas
organizadas que los materiales circundantes a partir de los cuales estan construidos
y mantienen y producen orden, aparentemente inconscientes de la segunda ley de
la termodinamica. No obstante, los organismos vivos no violan la segunda ley sino
gue operan estrictamente dentro de ella. Para discutir la aplicacion de la segunda
ley a los sistemas bioldgicos, debemos definir primero estos sistemas y su entorno
(Nelson, 2009).

El sistema reaccionante es el conjunto de materia que esta experimentando un
proceso quimico o fisico determinado, puede ser un organismo, una célula o dos
compuestos que reaccionan. El sistema reaccionante y su entorno conjuntamente
constituyen el universo. En el laboratorio, algunos procesos quimicos o fisicos
pueden llevarse a cabo en sistemas aislados o cerrados, en los que no se
intercambia materia ni energia con el entorno. Sin embargo, las células y
organismos Vvivos son sistemas abiertos que intercambian tanto materia como
energia con su entorno; los sistemas vivos no estdn nunca en equilibrio con su
entorno y las constantes transacciones entre el sistema y el entorno explican como
los organismos pueden crear orden en su interior mientras operan dentro la de la

segunda ley de la termodinamica (Nelson, 2009).

Cantidades termodinamicas que describen los cambios de energia que tienen lugar

en una reaccion quimica:

e La energia libre de Gibbs, G, expresa la cantidad de energia capaz de
realizar trabajo durante una reaccion a temperatura y presion constantes.
Cuando una reaccion transcurre con liberacion de energia (es decir, cuando
el sistema cambia de manera que tiene al final menos energia libre), la
variacion de energia libre, AG, tiene signo negativo y se dice que la reaccion
es exergonica. En las reacciones endergonicas, el sistema gana energia

libre, por lo que AG, es positiva.
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e La entalpia, H, es el contenido calérico del sistema reaccionante. Refleja el
namero y clase de enlaces quimicos en los reactivos y productos. Cuando
una reaccion quimica libera calor, se dice que es exotérmica; el contenido
caldrico de los productos es menor que el de los reactivos y AH tiene, por
convencion un valor negativo. Los sistemas reaccionantes que toman calor
del entorno son endotérmicos y tienen valores positivos de AH.

e La entropia, S, es una expresion cuantitativa de la aleatoriedad o desorden
de un sistema. Cuando los productos de una reaccion son menos complejos
y mas desordenados que los reactivos se dice que la reaccion transcurre con

ganancia de entropia (Nelson, 2009).

Las unidades de AG y AH son joules/mol o calorias/mol (recuérdese que 1 cal son

4.18 J); las unidades de entropia son joules/mol*Kelvin (J/mol*K) (Nelson, 2009).

En las condiciones existentes en los sistemas bioldgicos, las variaciones en energia

libre, entalpia y entropia estan relacionadas entre si por la ecuacion
AG=AH-TAS

En la que AG es la variacion de energia libre de Gibbs del sistema reaccionante,
AH es la variacidon de entalpia del sistema, T es |la temperatura absoluta y AS es la
variacion de entropia del sistema reaccionante. Por convencion, AS tiene signo
positivo cuando aumenta la entropia y AH, como se ha indicado anteriormente, tiene
signo negativo cuando se libera calor del sistema a su entorno. Cualquiera de estas
condiciones, que son tipicas de los procesos favorables, tienden a hacer AG
negativa. De hecho, la AG de un sistema que reacciona espontaneamente es

siempre negativa (Nelson, 2009).

La segunda ley de termodinamica afirma que la entropia del universo aumenta
durante todos los procesos quimicos y fisicos, pero no requiere que el incremento

de entropia tenga lugar en el propio sistema reaccionante. El orden producido en el
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interior de las células a medada que crecen y se dividen esta compensado de sobra
por el crecimiento y division. En pocas palabras, los organismos vivos conservan su
orden interno tomando de su entorno energia libre en forma de nutrientes o de luz
solar y devolviendo al entorno una cantidad igual de energia en forma de calor y

entropia (Nelson, 2009).

13.10.2 Las células precisan fuentes de energia libre
Las células son sistemas isotérmicos: funcionan a temperatura practicamente

constante (y a presion constante). El flujo de calor no es una fuente de energia para
las células porque el calor puede realizar trabajo solamente cuando pasa a una zona
u objeto a menor temperatura. La energia que las células pueden y deben utilizar
es la energia libre, descrita por la funcién de energia libre de Gibbs, G, que permite
la prediccion de la direccion de las reacciones quimicas, su posicién exacta de
equilibrio y la cantidad de trabajo que pueden llevar a cabo, teéricamente, a
temperatura y presion constantes. Las células heterotréficas adquieren energia libre
de las moléculas de nutrientes y las células fotosintéticas la adquieren de la
radiacion solar absorbida. Ambos tipos de células trasforma esta energia libre en
ATP y otros compuestos ricos en energia capaces de proporcionar energia para

trabajo bioldgico a temperatura constante (Nelson, 2009).
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