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Resumen

Las interacciones no covalentes, desempeiian un papel central en la quimica y la biologia. Ellas
son las responsables de las propiedades de los polimeros, la estructura terciaria de las
macromoléculas, las propiedades moleculares de los sélidos, las estructuras conformacionales
preferenciales de las moléculas, la transferencia de energia entre moléculas y restos
moleculares, y, en un sentido amplio, son responsables de que ocurran las reacciones quimicas.
Recientemente, un tipo particular de interacciones moleculares, llamada enlaces de halégeno,
EXs, llamados asi por su similitud con los enlaces de hidrégeno, EHs, ha cobrado especial
interés. El enlace de haldgeno, EX, puede definirse como una interacciéon no covalente del tipo
R-X::Y , donde X es normalmente yodo, bromo, cloro y en menor medida flior; Y al que
llamaremos aceptor de halégeno, es una base de Lewis, normalmente una molécula/atomo con
pares electrénicos libres o con una region en la que existe acumulacién de densidad electrénica
tales como atomos de oxigeno, nitrégeno, azufre o electrones pi; “R” al que denominaremos
dador de halégeno es un grupo al que el halégeno esta unido covalentemente y es por lo general

un grupo/ atomo aceptor de electrones.

Los haldgenos (X), especialmente los mas livianos: flior y cloro, son sustituyentes ampliamente
utilizados en quimica medicinal. Hasta hace poco, fueron meramente percibidos como restos
hidrofébicos y como bases de Lewis debido a su electronegatividad. Muy en contraste con esa
percepcién, compuestos conteniendo cloro, bromo y yodo también pueden establecer contactos
cortos (del tipo R-X--Y-R') entre una region electrofilica en el halégeno X y una region
nucleofilica, sobre una base de Lewis, Y. ;Como sucede esto? Con la formacién del enlace
covalente R-X, la distribucion electronica de X, de simetria esférica en el 4tomo aislado, se
polariza en la direccion del enlace o(R-X), originando en el sentido opuesto a R, una region de
densidad electrénica disminuida. Asi, el enlace de halégeno, EX, surge de la asimetria de la
distribucion electrénica del &tomo de halégeno puente, es decir la fuerza impulsora de esta
interacciéon X--Y se atribuye a la existencia del denominado por Politzer agujero-o; este puede
visualizarse como una region positiva localizada sobre la superficie del hal6geno, en la

direcciéon del enlace R-X y en sentido opuesto a R. Esta deficiencia electrénica que se observa



en la regioén axial origina un cinturon rico en electrones en la region ecuatorial que le permite
establecer interacciones laterales con electroéfilos, al mismo tiempo que establece interacciones

frontales con nucleéfilos, a través del agujero-o.

En la actualidad un ndmero significativo de drogas y de candidatos a drogas en desarrollo
clinico son estructuras halogenadas; la quimica de los halégenos fue utilizada por los quimicos
medicinales por mas de 70 afios, sin embargo hasta no hace mucho tiempo, los halégenos eran
considerados meramente como dtomos o grupos utiles para la optimizacion de las llamadas
propiedades ADMET (Absorcidn, Distribucién, Metabolismo, Excreciéon y Toxicidad) ya que
mejoran la absorcidn oral y facilitan la penetracion de barreras bioldgicas, también son utiles
para llenar cavidades hidrofébicas y prolongan la vida media de las drogas en el organismo. Sin
embargo, las interacciones directas mediadas por atomos de halégeno han sido anteriormente
ignoradas en el contexto del desarrollo de firmacos. Es asi que en la actualidad existen
numerosos compuestos halogenados de conocida actividad sobre diferentes blancos
moleculares, para los cuales es necesario re-investigar el rol del &tomo de halégeno en la
interaccion ligando-receptor, en vista de la valoracién actual del EX como una interaccién no

covalente con propiedades Unica.

Por otro lado, la quimica computacional es una rama de la quimica aplicable a numerosos
campos. Permite simular numéricamente estructuras, reacciones quimicas, interacciones
moleculares entre otros, facilitando asi el estudio de los fendmenos fisico-quimicos, y la
resolucién de problemas que serian mas dificiles y costosos de abordar desde el punto de vista
experimental. En el disefio de farmacos se utiliza el modelado computacional para predecir
cémo la adicién o eliminaciéon de un atomo en un nuevo candidato a firmaco aumentara o
disminuira su afinidad al blanco molecular. La mayoria de los &tomos se modelan como objetos
esféricos, con una distribucion isotrépica de carga a través de su superficie. Sin embargo, se ha
notado que modelar los &tomos de halégeno de esta manera predice incorrectamente los EXs,
y puede conducir al fracaso para disefiar compuestos mas potentes. Para predecir
adecuadamente cdmo se comportan los enlaces de halégeno en sistemas bioquimicos primero
se debe entender las propiedades geométricas y energéticas de estos enlaces y parametrizarlos
adecuadamente en los métodos de Modelado Molecular. En cambio, los métodos mecano-
cuanticos describen correctamente los EXs, sin embargo, estos calculos se vuelven prohibitivos
a medida que aumenta el nimero de atomos en el sistema biol6égico como también el niimero
de moléculas a ser evaluadas. Con el objeto de realizar una contribucién interesante al tema, en

esta tesis se elaborard una propuesta que logre describir apropiadamente este tipo de



interaccion, utilizando la informacién estructural disponible para poner a punto las técnicas de
modelado molecular, aplicando la aproximacién del extra punto (EP) que imita el agujero o en
las tecnicas de Docking Molecular y Dinamica Molecular, y asi poder aplicarlos al estudio de

compuestos halogenados en diversos blancos moleculares, como casos de estudio.

Teniendo en cuenta como los bolsillos de las proteinas que forman un enlace halégeno (EX) con
un ligando halogenado constituyen simultaneamente otras interacciones con el atomo de
halégeno que puede considerarse como su entorno de enlace X (EXent), con el fin de estudiar
la implicancia de estas interacciones, como una aporte importante en esta tesis se desarrolla un
protocolo para evaluar la viabilidad de los ligandos halogenados para formar un enlace de
halogeno en los bolsillos de proteinas, para ello se realiza un analisis de la distribucién
electrénica y los reordenamientos que presentan principalmente los d&tomos de hidrogeno,
cuando estos forman parte del entorno de un EX, en el contexto de la Teoria Cuantica de Atomos

en Moléculas, QTAIM.
La tesis se ha organizado de la siguiente manera:

A modo de introduccion en el Capitulo 1 se presentan las consideraciones generales respecto a
los EXs, sus propiedades, estructuras y aplicaciones en el disefio de farmacos principalmente.
En él se hace una breve resefia acerca de las interacciones no covalentes en la que los atomos
de haldgenos estan presentes, como asi también las descripciones tedricas que estos sistemas
han tenido a través de la historia y los hallazgos histdricos que dieron origen al término enlace

de halégeno.

En la seccion aplicaciones de los enlaces de halégeno, se explica coémo estas interacciones
pueden influir en diferentes areas. Se brindan algunos ejemplos de cémo los EXs pueden afectar
determinadas medidas experimentales, si no se los tienen cuenta. Sobre el final de este capitulo,
se hace una breve resefia sobre casos de enlaces de hal6geno en entornos bioldgicos, y sus

caracteristicas. Finalmente, se definen los objetivos y alcances de la tesis.

En el Capitulo 2 se describen brevemente los fundamentos y la metodologia empleada durante
el desarrollo de esta tesis, ambos necesarios para la comprension de los resultados discutidos
en capitulos posteriores. Se presenta en primer lugar una breve descripcion de los métodos
modelado molecular, mecdnica molecular y docking molecular. Luego se describen los métodos
mecanocuanticos utilizados y la teoria de QTAIM, y finalmente se describe el método de estudio

de interacciones a través de “fingerprints” (SIFt).



El Capitulo 3 se divide en dos partes, como se explicd previamente los métodos de modelado
molecular no describen correctamente a los EXs, por lo que en la primera de este capitulo tiene
como objetivo parametrizar el método de Docking molecular para enlaces de halégeno, para lo
que como primer paso se realiza un relevamiento de una base de datos para obtener complejos
con ligandos halogenados con EXs, luego siguiendo el modelos de Santos y col. se modifico el
campo de fuerzas del software AutoDock, para poder utilizar la aproximacion del extra punto
(EP) que imita el agujero o. Se realizan ensayos de Docking sobre todos los complejos
halogenados variando el potencial de pozo hasta obtener el valor con el cual los resultados son
mas favorables, y luego una vez definido el potencial optimo, se ajusta la direccionalidad del

enlace hacia un atomo de oxigeno aceptor.

En la segunda parte de este capitulo se realiza un relevamiento de los complejos ligando-
proteina que contienen haldgeno, especificamente halobenceno, en entornos bioldgicos, se
estudia el entorno del EXs empleando una herramienta muy rigurosa para describir las
interacciones del halégeno, la cual se basa en la distribucién de densidad de carga electrénica
del sistema (QTAIM). Los resultados de este andlisis sugieren que la formacién de enlaces X
requieren un entorno proteico adecuado para poder establecerse, los &tomos que interactdan
en mayor proporcién son los atomos de hidrogeno indicando que los dadores de enlace H se
encuentran preferentemente perpendiculares al eje de enlace covalente Cui-X; estas
interacciones de enlaces H mejorarian la polarizaciéon de la densidad de carga del hal6geno
fuera de la region axial, dando como resultado un refuerzo del enlace X. Para evaluar la
importancia de la distribucion de los enlaces de hidrogeno alrededor del halogeno, se procedio
a utilizar descriptores basados en densidad de carga electrénica; los resultados obtenidos
demuestran que la relacion entre los autovalores de la curvatura en el punto critico de enlace,
A1/ Az, es el descriptor que mejor representa la preferencia angular y la dependencia con la

distancia en EHs alrededor del halégeno.

Finalmente, los datos obtenidos de este relevamiento (pardmetros geométricos, densidad
electronica y elementos topoldgicos) se han usado para generar un sistema de referencia que
se utiliza posteriormente para la elaboracién de un protocolo para la predicciéon de EXs en base

a su entorno.

En el capitulo 4 consiste en la elaboracién de un protocolo que evalta la fuerza de EXent como
una medida de la propensién de un bolsillo de la proteina para albergar un EX. Con este fin se

realiza docking parametrizado para EXs a diversos complejos con ligandos halogenados y se



utiliza el sistema de referencia elaborado en el capitulo 3; los descriptores topologicos basados
en la densidad de carga en combinacién con herramientas de aprendizaje automatico se
emplean para predecir la formacién y la fuerza de las interacciones que conforman el EXent, en
funcién de sus pardmetros geométricos. Sobre la base de estos resultados, se propone un
protocolo (xenv) que permite predecir en base al EXent la probabilidad de que el bolsillo de una
proteina aloje un enlace X. La validacién del protocolo se obtuvo realizando redocking de los
complejos con EX del sistema de referencia y los entornos de EX predichos en las poses de
docking se comparan con los valores reales obtenidos del descriptor 1; / A;. Finalmente, con el
objetivo de tener una validacion externa el rendimiento del protocolo se evalué mas a fondo en
6 complejos unidos a compuestos halogenados que no estaban incluidos en el conjunto de
entrenamiento. Las propiedades derivadas de la densidad de carga de los enlaces de hidrogeno
H:--Cl que conforman los EXent se calcularon con la metodologia QTAIM y se predijeron

simultdneamente con el protocolo ajustado, obteniendo resultados favorables.

En el capitulo 5 se aplican las técnicas de modelado molecular a uno de los blancos moleculares
propuestos en el plan de tesis, los receptores de dopamina D2 (DR2). Como al inicio de este
trabajo no se encontraban resueltas las estructuras cristalinas del receptor en forma activa, en
una primera etapa se realiza modelado por homologia de ambas formas del receptor dentro de
una membrana biolégica, que luego se someten a simulaciones de Dinamica Molecular. Con
estos modelos, y con el fin de profundizar el estudio del blanco molecular en esta tesis se analiza
la presencia de los “switches” de activacion caracteristicos de los receptores acoplados a la
proteina. Posteriormente se analiza el perfil funcional de la dopamina y la m-clorotiramina,
aplicando las técnicas de ensemble docking, en este paso para el analisis de las poses de docking
se calculan las “fingerprint” basadas en interacciones estructurales (SIFt), siguiendo el
protocolo descrito por Deng y col. En una ultima etapa, se seleccionan dos compuestos
clorados, un agonista, m-clorotiramina, y un agonista inverso, clorpromazina. Se realiza
Docking Molecular parametrizado para EXs del compuesto agonista con el receptor en la forma
activa y del agonista inverso con la estructura del receptor en la forma inactiva, finalmente se
aplica el protocolo descripto en el capitulo 4 (xenv) para la prediccion de la pose con el entorno
mas propicio para la formacién de un EXs, y ademas, simultaneamente se calculan con la
metodologia QTAIM las propiedades derivadas de la densidad de carga de los enlaces H---Cl que

conforman los entornos de enlace X para poder comparar los resultados.

En el capitulo 6 se estudian compuestos inhibidores halogenados de la enzima Cruzipaina (Cz)

del Trypanosoma cruzi, a través de simulaciones de Dinadmica Molecular ajustada para EXs



siguiendo el protocolo de Ibrahim y col. Se estudian las interacciones establecidas por ligandos
halogenados (LX) y sus analogos no halogenados (LH) en el bolsillo de unidén de la Cz a través
de simulaciones y posterior calculo mecano cuantico de modelos reducidos por QTAIM. Para
revelar la importancia de las interacciones en la inhibicion de la Cz se compararon los
resultados obtenidos computacionalmente con los valores experimentales. Como primer paso
se filtran de una base de datos compuestos halogenados inhibidores de la enzima con sus
respectivos analogos no halogenados, cada par con una elevada diferencia de actividad; se
obtienen del filtrado inhibidores covalentes y no covalentes, aquellos compuestos
covalentemente unidos se aplica la técnica de docking covalente para obtener la mejor pose
para realizar las simulaciones de dindmica molecular, se parametriza el método para EXs
aplicando el protocolo de Ibrahim y col., agregando un EP con carga positiva y sin masa en el
campo de fuerza. Para obtener las poses mas representativas se realiza un analisis profundo de
las dindmicas moleculares, incluyendo el andlisis de componentes principales de las
trayectorias, obteniendo las estructuras de los maximos y minimos, sobre las cuales finalmente
se realiza el analisis de las interacciones moleculares. Mediante el analisis QTAIM se analizan el
enlace de halogeno y las interacciones del entorno del EXs, que demuestran también para este

caso de estudio la importancia de los enlaces de hidrogeno en el entorno.

Si bien, al final de cada capitulo se van resumiendo las conclusiones, en el capitulo 7 se detallan

las conclusiones generales del trabajo de tesis.
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CAPITULO 1

11 Introduccién

11.1 Interacciones moleculares

Hace mas de 100 afos el conocimiento de los puentes de hidrogeno permitié entender la
estructura tridimensional de una molécula fundamental para la vida, como lo es el ADN e
increibles progresos siguieron a este hito cientifico en biologia estructural hasta el
conocimiento del genoma humano al inicio de este siglo y mucho mas.

Los enlaces de hidrégeno pertenecen al conjunto de interacciones moleculares denominadas
interacciones no covalente, (NCI), constituyen sin duda la interaccion no covalente por
excelencia, de mayor abundancia y de relevancia indiscutida en las ciencias de la vida. Como tal,
las interacciones intermoleculares (IM) que se establecen entre concentraciones y depleciones
de densidad electrénica (interacciones “hole-lump”) entre dos entidades distintas juegan un rol
importantisimo en el reconocimiento molecular L-R (Ligando-Receptor).

A lo largo de la tesis el término interacciones no covalente aparece reservado para
interacciones intra e intermoleculares, que no clasifican como tipicas interacciones covalentes,
pero que son importantes para la estabilizacidon de los sistemas biomoleculares. Asi como lo
fueron los enlaces de hidrégeno (EH), surge fuertemente hoy en el contexto biolégico, el
concepto de interacciones mediadas por halégenos, enlaces de hal6geno (EX), denominadas
también “puentes de hal6geno” por su similitud con los puentes de hidrégeno.

El conocimiento de las IM (como los enlaces de halégeno, de hidrogeno, de boro, enlace
calcégeno, enlace nicégeno, interacciones m...mt) aporta una nueva visiéon en muchas areas de
vanguardia, tanto en el campo del disefio de nuevos materiales funcionales auto-ensamblados,
como en el disefio de farmacos asistido por computadora.

En los dltimos afios, un nimero significativo de drogas y de candidatos a drogas en desarrollo

clinico son estructuras halogenadas; la quimica de los hal6genos fue utilizada por los quimicos




medicinales por mas de 70 afios, sin embargo hasta hace poco tiempo, los halégenos eran
considerados meramente como dtomos o grupos utiles para la optimizacién de las llamadas
propiedades ADMET (Absorcidn, Distribucién, Metabolismo, Excrecién y Toxicidad) ya que
mejoran la absorcién oral y facilitan la penetracién de barreras bioldgicas; también se ha
demostrado su utilidad en el llenado de cavidades hidrofébicas de los receptores vy
prolongando la vida media de las drogas en el organismo. Sin embargo, las interacciones
directas mediadas por atomos de halégeno han sido ignoradas hasta hace pocos afios en el
contexto del desarrollo de farmacos. Los atomos de halégeno en compuestos organicos
halogenados eran considerados tipicamente como sitios de alta densidad electrénica dada su
alta electronegatividad, debido a este concepto bien establecido se acepta comunmente que los
hal6genos puedan establecer interacciones atractivas al funcionar como sitios donantes de
electrones, es decir, como nucleéfilos. Sin embargo la densidad electrénica en los d&tomos de
halégeno cuando esta unido covalentemente a uno o mas atomos, por ejemplo a un carbono, se
encuentra anisotrépicamente distribuida, es decir hay una regién de mayor densidad de
electrones, donde el potencial electrostatico es negativo, que forma un cinturén ortogonal al
enlace covalente C-X y una region de densidad electrénica mas baja (el llamado agujero sigma)
donde el potencial electrostatico es frecuentemente positivo, sobre todo si se trata de los
hal6genos mas pesados. Esta region puede formar interacciones atractivas con sitios ricos en
electrones, y en general, solo recientemente la capacidad de los atomos de haldégenos para
interactuar atractivamente con sitios donantes de electrones (nucleéfilos) ha sido

completamente reconocida y comprendida.

11.2 Interacciones no covalentes en entornos biolégicos

En los ultimos afios, se ha extendido el estudio de las interacciones no covalentes a grandes y
complejos sistemas biolégicos. Una descripcién interesante de los eventos de unién (“binding”)
puede obtenerse en base al andlisis de la distribucién de la densidad de carga electronica en el
sitio activo del receptor analizando la red de interacciones intra e intermoleculares que se
forman con el ligando, en el bolsillo de unién, considerando no solamente la mejor pose
obtenida por docking molecular sino también el conjunto de conformaciones relevantes de los
complejos ligando-receptor bioldgico, obtenidas luego de simulaciones dinamicas( Angelina et
al,, 2014).

Comenzando con enlaces de hidrégenos fuertes y moderados, como también enlaces de

halégenos como se describird en esta tesis, siguiendo con débiles interacciones polares y




finalizando con interacciones entre anillos aromaticos (“T-shape” y apilamiento o “stacking”)
todas ellas pueden investigarse en el contexto de la quimica cuantica, utilizando la teoria del
funcional de la densidad y de la teoria cuantica de 4tomos en moléculas. Este esquema
mecanocuantico de trabajo se ha usado tradicionalmente (desde la década del 90) para estudiar
pequefios complejos moleculares, en fase gaseosa, pero aqui se mostrara la aplicacion de esta
metodologia, en el estudio de complejos biomoleculares. Esta se utilizar3, a lo largo de la tesis,
como una herramienta poderosa, capaz de proveer una descripcion muy detallada de los
eventos de “binding”.

Uno de los hechos mas motivadores para estudiar interacciones NCI radica en sus importantes
consecuencias bioldgicas. Las interacciones moleculares son responsables de la estructuray de
la dindmica y consecuentemente también de la funcién bioldgica de las macromoléculas. Por
ejemplo la interaccién de una hormona con su receptor puede producir una cascada de
procesos muchos de los cuales dependen o estan relacionados con la ruptura o con la formacién
de NCI. Por lo tanto, entender en profundidad las interacciones no covalentes en complejos
biomoleculares constituye un importante desafio. Estas interacciones que van desde
interacciones fuertemente electrostaticas a fuertemente dispersivas, han sido extensamente
estudiadas por la comunidad cientifica en sistemas pequefios. En los complejos sistemas
biolégicos, estas interacciones pueden operar simultdneamente dando origen a interesantes
efectos cooperativos, situaciones donde la fuerza colectiva del conjunto de interacciones resulta
mayor que la suma de la fortaleza de los enlaces individuales.

Anteriormente, en quimica medicinal computacional los procesos de reconocimiento molecular
se describian con metodologia clasica, no cuantica, basadas en el concepto de interacciones de
a pares, donde las contribuciones de cada par de atomos se tratan de modo independiente y
aditivo. En la actualidad sabemos que todas las interacciones son influenciadas por grupos del
entorno, grupos que perturban la distribucién de la densidad electrénica y por ello su estudio
requiere también de herramientas no clasicas. Los recientes avances en calculos
computacionales hacen posible la apropiada descripcion de la red tridimensional de
interacciones, enlazantes y no enlazantes, en sistemas bioldgicos en el contexto de la teoria
cuantica de atomos en moléculas.

Las simulaciones de Dindmica Molecular Clasica de diferentes ligandos en el sitio de union del
receptor discriminan bien entre uniones muy fuertes y uniones débiles, pero no permiten
distinguir acertadamente en el rango intermedio de fuerza de anclaje. Sin embargo, cuando el

sistema que se modela puede reducirse a un modelo 3D conteniendo solamente los residuos




relevantes del bolsillo de unidon, el sistema puede tratarse mecanocuanticamente y la
correlacion con los valores experimentales de afinidad de unién resulta mayor, para todo el
rango de fuerza de anclaje. Ademas de las mejoras energéticas encontradas, el modelo reducido
(RM) permite también representar el grafo molecular de la densidad de carga electrdnica, en el
sitio de union.

El trabajo que aqui se presenta pretende contribuir a la comprension de las NCI
(principalmente enlace de hidrogeno y enlace de halégeno) en el contexto de la unién ligando-
receptor de varias maneras, por un lado proporcionando una descripcién topolédgica detallada
de la red de interacciones del ligando en el bolsillo de unién del receptor, y por otra parte,
mostrando la posibilidad de ir mds alld del concepto de interacciones de a pares para ver los
efectos electronicos dentro del intrincado entorno biolégico.

Si bien este tipo de enfoque que involucra la caracterizacién de las interacciones
intermoleculares por medio de QTAIM fue tradicionalmente aplicado al estudio de NCI en
complejos de moléculas pequefias en fase gas, a través de esta tesis se mostrard que esta
metodologia también es una herramienta muy poderosa para el estudio de complejos
biomoleculares, proporcionando una descripciéon muy detallada de los eventos de unién o de

anclaje del ligando con el receptor.
113 Enlace de halégeno dentro de las NCI

Actualmente es mas evidente el hecho de que los halégenos desempefian un papel directo en
la eficacia de ciertos medicamentos, a través de una interacciéon molecular no covalente, NCI,
definida como enlace de hal6geno(G. Desiraju et al,, 2013) , R-X...Y , donde Y es una base de
Lewis o region molecular rica en electrones; es decir, que un halégeno mas alla de su conocido
comportamiento como base de Lewis puede actuar como acido de Lewis debido a la
distribucion asimétrica de su densidad electrénica. El comportamiento electrofilico de los
atomos de halégeno es un fendmeno general que afecta a varios proceso, lo que impuls6 el
interés de la comunidad cientifica sobre el tema y en los Ultimos afios el nimero de articulos

sobre EX ha crecido muy rapidamente (Figuras 1.1)
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Figura 1.1: Numero de publicaciones por afio que contienen “halogen bonding” en el titulo y/o en el resumen.

Tomado de “The Halogen bond” Chem. Rev.(Cavallo et al., 2016)

Clark y col. (Clark et al., 2007) estudiaron el origen y la naturaleza del enlace de halégeno en
pequefios complejos, atribuyéndola a un “crown” de potencial positivo en la direcciéon del
enlace R-X pero en sentido contrario a R, que hace que el halégeno actie como un protén (de
alli la denominacion de enlace de halégeno en similitud con enlace de hidrégeno). En base a
potenciales electrostaticos esta interaccion fue definida por Politzer como enlace “sigma-hole”
descripcién que fue adoptada por la comunidad cientifica(Clark et al., 2005). Sin embargo,
desde el Laplaciano de la densidad electronica, se trata de interacciones hole-lump (Eskandari
& Mahmoodabadi, 2013; Zalazar & Peruchena, 2014). Esta caracteristica reconocida hoy en el
halégeno en el contexto de la quimica medicinal, se extiende mucho mas alla del enlace de
halogeno, por ejemplo, se observa también en enlace calcégeno, enlace tetrel, etc., expandiendo
también las posibilidades en la medida que estas interacciones se conozcan mas
profundamente y puedan explotarse.

Varias interacciones no covalentes pueden clasificarse como interacciones hole-lump.
Tomando en consideraciéon la segunda derivada de la densidad electronica, la funcién
Laplaciana, una interaccién hole-lump ocurre cuando una regidon de deplecion de la densidad
de carga electronica (“hole”), en la VSCC (concentracién de carga de la capa de valencia) de un
atomo (por ejemplo, halégeno, con X = Cl, Br, I), ((Amezaga et al,, 2010)(Eskandari & Zariny,
2010). se combina con una region de concentracion de carga (“lump”), en el VSCC de un 4tomo

Y (Y=0,N, S, P) para formar un enlace de hal6geno (Figural.2).
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Figura 1.2: Interaccién hole-lump en F-Cl..NH3, se muestra la envolvente del Laplaciano. Las moléculas estan
orientadas de modo que el “hole” en la VSCC del cloro esta alineado con el “lump” en la VSCC de nitrégeno. Imagen

adaptada de Amezaga et al. (Amezaga et al.,, 2010).

Teniendo en cuenta que en la definicion de Laplaciano, (siguiendo el teorema del virial), se
utiliza la funcién energia potencial cuantica completa, el concepto de interaccién hole-lump es
mas util que el concepto de agujero o, donde solo se considera la parte electrostatica del

potencial(Eskandari & Mahmoodabadi, 2013).

Los EXs son interacciones no covalentes muy importantes en los campos de reconocimiento
molecular (Corradi et al., 2000; Crihfield et al., 2003; Messina et al., 2001) ingenieria cristalina
(Crihfield et al., 2003; Loc Nguyen et al., 2004; Metrangolo et al,, 2005; Moorthy et al., 2003),
quimica supramolecular (Lehn, 1988; Politzer, Lane, et al.,, 2007) y en el disefio de nuevos
farmacos (Auffinger et al., 2004; Himmel et al., 2005; Metrangolo et al., 2005), pero ademas, el
hecho de que tanto el atomo de halégeno (X) como la base de Lewis son por lo general &tomos
con carga parcial negativa, hace que sean sistemas muy interesantes para realizar estudios
tedricos (Alkorta et al,, 1998, 2008; Lommerse et al,, 1996; Metrangolo et al., 2006; Politzer,
Murray, et al., 2007; Riley et al., 2009; Wang et al., 2009; Zou et al., 2005)

La idea de que un atomo de halégeno covalentemente unido puede ser atraido (al menos
débilmente) por un sitio negativo de otra molécula, puede resultar inverosimil. Sin embargo,
este tipo de interacciones se conoce desde hace mucho tiempo. En 1863, Frederick Guthrie dio
el primer informe sobre la capacidad de los hal6genos para formar aductos bien definidos con
especies donadoras de electrones (Guthrie, 1863). En su experimento, el afiadia yodo molecular
a una solucién saturada de nitrato de amonio para formar un complejo. Cuando este complejo
era expuesto al aire, se descomponia en forma espontanea en amoniaco y yodo molecular, esto

le permiti6 a Guthrie concluir que el complejo formado era el dimero I,:--NHs.




La formacion de complejos envolviendo EXs con Cloro y Bromo como aceptores de electrones
ha sido reportada por primera vez en el siglo 19 por I. Rensen y J.F. Norris, los cuales
describieron dimeros formados por Cl; y Br; con varias aminas (Remsen,1896). Mientras que
el primer compuesto formado por F; fue recién obtenido en los afios 80 cuando fue posible
aislar el anion F3- en condiciones extremas (Ault & Andrews, 1977), y finalmente en los 90 se

pudo sintetizar F»---NH3 y F2--OH; (Legon, 1999).

Los estudios cristalograficos de rayos X realizados por O. Hassel en 1950 fueron cruciales para
identificar las caracteristicas estructurales de la interacciéon intermolecular que ocurre en
varios complejos formados enlaces haldgenos y permitieron estudiar muchas de sus
propiedades y caracteristicas. En particular en 1954 mediante técnicas de difraccién de rayos
X describid la estructura del bromo 1,4-dioxanato(Hassel et al.,, 1954) como una cadena infinita
conteniendo puentes de dtomos de haldgeno, el experimento revelé que habia interacciones
intermoleculares presentes entre los &tomos de oxigeno del dioxano y los &tomos de bromo. La
distancia Br-+0 en el cristal era de 2,71 A, notablemente menor que la suma de los radios de
van der Waals del oxigeno y del bromo (3,35 A), lo que sugeria una fuerte interaccién entre el
atomo de bromo y el &tomo de oxigeno. El &ngulo Br-Br::-0 era de aproximadamente 180°. Esto
permitié poner en evidencia las caracteristicas tipicas que se encuentran en la formacién de
enlaces de haldgeno, y Hassel llego a la conclusién de que los atomos de Bromo estaban
directamente vinculados a los pares libres del atomo de Oxigeno. Los puentes de hal6geno
observados en el aducto Br;::-:O(CH2CH:).0 también fueron encontrado en sistemas similares
formados por reacciones de Br; y Cl; con benceno (Hassel et al., 1959). Estas estructuras eran
particularmente interesantes ya que demostrd que sistemas m funcionan como donantes de
electrones hacia los dihal6genos incluso en estado sélido y sugirié que los aductos con enlaces
de halégeno son intermediarios en las reacciones de halogenaciéon de compuestos aromaticos
y otros sistemas insaturados. En las sucesivas décadas esta hipotesis fue confirmada (Brown et
al, 1990) y J. K. Kochi que mostr6 que m-donantes forman aductos sélidos con halocarbonos

(Rosokha & Kochi, 2008)

Posteriormente, en 1968, el andlisis exhaustivo de Bent (Bent, 1968) demostr6 que en todos los
complejos las distancias entre el &tomo donador de electrones y el &tomo de halégeno eran mas
cortas que la suma de sus respectivos radios de van der Waals y que los angulos
correspondientes R-X:--Y se encontraban cercanos a estaban cerca de 180 °. Estas

caracteristicas geométricas fueron reconocidas 20 afios después a través del analisis estadistico
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de las estructuras de la Base de datos estructurales de Cambridge, CSD por R. Parthasarathy y

G. R. Desiraju (Ramasubbu et al., 1986).

El primer estudio por microondas en fase gaseosa de un complejo que involucra a un d&tomo de
halégeno como aceptor de electrones, fue realizado por Legon y col. en 1975, sobre la estructura
del complejo 1:1 formado por el yodotrifluormetano y trimetilamina. Al pasar de los afios las
geometrias angulares de un gran ndmero de EXs y EHs del tipo B:--HCl y B::-CIF se han

determinado a partir de sus espectros de rotacion en fase gaseosa (Legon, 2010).

A pesar de que las interacciones no covalentes que presentan los atomos de halégenos, se
conocen desde hace tiempo, el primero en usar el término “halogen bonds” fue Dumas en el
contexto de estudios experimentales de los complejos formados por los aceptores: CCl4, CBr4,
SiCl4 y SiBr4 con las bases de Lewis tetrahydrofurano, tetrahydropirano, piridina, anisol y di-

n-butileter en solventes organicos (Dumas et al., 1983).

1.2 Naturaleza del Enlace de halégeno

En la actualidad nadie desconoce la importancia de los enlaces de hidrégeno en la definicién de
la estructura y funcién de las biomoléculas, en cambio, la importancia del enlace de halégeno
recién esta comenzando a ser reconocida en contextos bioldgicos. Los halégenos muestran
iguales preferencias de interacciéon con los &tomos de nitrégeno y oxigeno de las estructuras

proteicas, aunque con diferentes geometrias.

El enlace de halégeno, EX, puede definirse como una interaccién de corto alcance del tipo R-
XY , donde X es normalmente Yodo, Bromo, Cloro y en menor medida Fluor; Y al que
llamaremos aceptor de halégeno, es una base de Lewis, normalmente una molécula/atomo con
pares electrénicos libres o con una region en la que existe acumulacién de densidad electrénica
tales como atomos de oxigeno, nitrégeno, azufre o electrones m; “R” al que denominaremos
dador de halégeno es un grupo al que el halégeno esta unido covalentemente y es por lo general

un grupo/ atomo aceptor de electrones (Lommerse et al., 1996; Metrangolo et al., 2005).

El EX puede considerarse analogo a los enlaces de hidrogeno EH (Legon, 1999; Metrangolo et
al,, 2005; Odd Hassel, 1970), con la diferencia que en el primero es un halégeno el que actia
como atomo puente entre un dador de halégeno y un aceptor de halégeno, (R-X-+-Y), mientras
que en el segundo el atomo puente es un hidrégeno (R-H---Y). Ambos tipos de interacciones

comparten muchas caracteristicas fisicas y quimicas, en cuanto a direccionalidad y fortaleza.




En EX como en EH el dador y el aceptor son especies quimicas fuertemente electronegativas y
con pares electrdnicos libres; resulta lédgico que los a&tomos de hidrogeno con cargas parciales
positivas interaccionen atractivamente con atomos electronegativos o regiones de moléculas
con concentracién de carga electrénica, sin embargo la idea de que un atomo de halégeno
covalentemente unido puede ser atraido por un sitio negativo de otra molécula puede ser poco
probable, actualmente se comprobd que esto es posible debido a la formaciéon del enlace
covalente R-X, la distribucion electrénica de X, de simetria esférica en el atomo aislado, se
polariza en la direccion del enlace orx, originando en el sentido opuesto a R, una regién de
densidad electrénica disminuida. En el marco de la teoria de orbitales moleculares, el origen
del agujero sigma se puede explicar por el hecho de que los tres pares de electrones no
compartidos del atomo de halégeno, tienen una configuraciéon aproximada 2s2? 2p2z 2p?,
formando un cinturén de carga negativa en torno a la regién ecuatorial al enlace cR-X, mientras
que el tercer orbital p localizado a lo largo del eje R-X es distorsionado hacia el &tomo R, para
formar el enlace oR-X, dejando desprotegida electrénicamente la region axial del halégeno,
opuesta al enlace oR-X; por ejemplo, un atomo de Cloro en una molécula organica tiene una
configuracion de 3s2 3p2x3p? , 3pl, donde el eje z coincide con la direccidn del enlace C-Cl. Nota
que la hibridaciéon para halégenos y especialmente para halégenos mas pesados no es
significativa. El electrén en el orbital p, se localiza principalmente en la region de enlace, lo que
resulta en una falta de densidad de electrones en el 16bulo externo (no involucrado). Los pares
de electrones en los orbitales px y py crear una regién negativa con una contribucién del orbital

s, como se muestra en la Figura 1.3
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Figura 1. 3: Disposicion de los orbitales de un atomo de halégeno px (blanco), py (gris) y pz (azul). Los electrones

estan localizados en px, py y la mitad interna del orbital p.. La mitad exterior es deficiente en electrones, lo que se
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expresa como un agujero. Los dos electrones de valencia restantes estan localizados en un orbital s esféricamente

simétrico (no dibujado). (Figura adaptada de Mendez, 2017) (Mendez et al., 2017)

Un importante avance en la comprensién de los EXs se dio con la introduccion del concepto de
agujero sigma; la polarizacién ocurre porque un electrén de la valencia del halégeno debe
participar en el formacién del orbital molecular, asi, el enlace de halégeno, EX, surge de la
asimetria de la distribucién electrdnica del atomo de hal6geno puente, es decir, que la fuerza
impulsora de esta interaccidon X:Y se atribuye a la existencia de un agujero-o (Politzer, Murray,
etal, 2007), este puede visualizarse como una regidn positiva (rojo en la Figura 1.4) localizada

sobre el halégeno, en la direccion del enlace R-X y en sentido opuesto a R.

<-0,02

>0,02

Figura 1.4: Mapa de potencial electrostatico molecular montado sobre la densidad electrénica en Bromobenceno.
La zona mas positiva del potencial de superficie (incluido el orificio o en el halégeno) esta coloreado en rojo, mientras

que las regiones mas negativas se pueden observar en azul en u.a.

Ademads, se ha demostrado que los halégenos se polarizan en diferentes grados con una
polarizacién creciente asociada con el aumento de la masa atémica esto significa que el Fliior
es el menos polarizable y el Yodo es el mas polarizable, en consecuencia, el agujero o tiende a
aumentar y ser mas electropositivo en el sentido Cl<Br<I, sin embargo el &tomo de Fltor forma
enlace de hal6égeno en algunos casos (Duarte et al., 2015; Metrangolo et al, 2011). Las
propiedades geométricas son las que permiten que los halégenos se polaricen, por ejemplo, si
una base de Lewis, como el oxigeno, se acerca a un halégeno unido covalentemente, el angulo
de acercamiento mas favorable seria lineal con respecto al enlace ¢ (C — X -:- 0), porque el
oxigeno cargado negativamente interactiia con la zona electrostatica positiva del halégeno. El
enfoque mas desfavorable seria perpendicular al agujero o, porque el oxigeno cargado
negativamente sera repelido por el anillo electronegativo alrededor el halégeno en la zona

ecuatorial. Ademas, se ha demostrado que el radio efectivo del halégeno se acorta en un dngulo
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de aproximacién lineal (Politzer et al., n.d.; Politzer, Murray, et al, 2007) por lo que las
distancias de interaccién entre halégeno y oxigeno son mas cortas de que la suma de las

distancias de sus radios.

Podemos decir que, en los EXs, se destacan algunas caracteristicas sobresalientes que los hacen

unicos para determinadas aplicaciones, tales como:

+ Direccionalidad: presentan una mayor direccionalidad que los EH, debido a que
el angulo formado entre los atomos que intervienen en este tipo de
interacciones (R-X---Y) es cercano a 1802. Las estructuras biomoleculares
indican una fuerte preferencia por un enfoque casi lineal del &tomo aceptor
hacia la corona electropositiva del agujero o, con una caida significativa cuando
el aceptor se acerca al punto de cruce entre los potenciales electrostaticos
positivos y negativos (01 = 140 °). La geometria del enlace X en términos del
angulo de aproximacién del hal6geno hacia el &tomo aceptor (02) muestra que,
en sumayor parte, el agujero o es atraido a electrones no enlazantes del aceptor,
(Auffinger et al., 2004) con 02 ~ 1202 . Las excepciones para los enlaces X en
entornos bioldgicos son cuando se encuentran electrones m deslocalizados
disponibles, por ejemplo, en la cadena lateral de un aminoacido aromatico, alli
se encuentran dirigidos perpendicularmente al anillo aromatico (Nyburg,
1979).

+ Fortaleza: Generalmente los EXs son mdas débiles que los EHs, pero se han
encontrado excepciones en las cuales la energia de enlace de los primeros es
mayor. Por ejemplo, Regier Voth et al. (A. P. Voth, 2007) han demostrado en una
molécula bioldgica con un enlace de halégeno entre un uracilo bromado y un
oxigeno fosfato, cuando una interaccién Br---O se dirige en directa competencia
con un EH clasico, la primera es aproximadamente entre 2-5 kcal/mol mas
fuerte que su andlogo formado por hidrogeno.

+ Hidrofobicidad: Los 4tomos de halégeno son tipicamente considerados como
residuos hidrofébicos. De hecho, el sitio de un donante tipico de EX (p. €j., un
atomo [ o Br) es notablemente menos hidréfilo que un sitio tipico de donante de
EH (por ejemplo, un grupo OH o un grupo NH). Esta diferencia entre los dos
sitios donantes produce muchas consecuencias y aplicaciones utiles. Por
ejemplo, la absorciéon de un medicamento y distribuciéon requiere que el

compuesto cruce la membrana de las células, los atomos de halégeno se
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introducen con frecuencia para aumentar su lipofilia y asi atravesar dichas
membranas. Por otro lado, la administraciéon oral de una droga a menudo
requiere que el compuesto tenga una buena solubilidad en agua, y la presencia
de -OH y -NH; como sustituyentes pueden ser Uutiles para este propdsito.
Dimensiones del &tomo dador: los radios de van der Waals (Bondi, 1964) de los
atomos de halégeno (1,47, 1,75,1,85y 1,98 A paraF, Cl, Br e ], respectivamente)
son mas grandes que el radio del hidrégeno (1.20 A), y esto provoca diferencias
en algunas propiedades de las interacciones que involucran estos dtomos; EX
es, en general, mas sensible al impedimento estérico. Por ejemplo, en la cadena
infinita formada por 1,4-diyodotetrafluorobenceno con 4,4'- y 2,2'-bipiridina,
las distancias C-I - N son 2.864 y 3.158 A, respectivamente; cuando la 2,4'-
bipiridina forma cristales heteroméricos con el mismo donante EX, solo los 4
nitrégenos se unen con el halégeno y se forman trimeros en donde la distancia
C-1-+Nes2.821A. (Messina et al, 2001; Syssa-Magale et al., 2005)
Polarizabilidad: El efecto mas directo en la energia, ademas de la direccionalidad del EX
es la polarizabilidad del hal6geno, que sigue la serie F <Cl <Br <I, cuanto mas polarizable
y menos electronegativo es el elemento, mas positivos son los agujeros o. Los electrones
de Fldor no forman tan facilmente el agujero o; ya que no hay una desocupacion
significativa del orbital atémico p- opuesto y, en consecuencia, F muestra un minimo
agujero o (Murray et al,, 2010; Politzer, Lane, et al,, 2007). Por lo tanto, es generalmente
considerado como un donante pobre de EX, excepto en los casos en que hay una muy
fuerte capacidad de atraccién de electrones de parte de la molécula a la que esta unida

(Duarte et al,, 2010; Egner et al.,, 2005).

Versatilidad: la fortaleza de la interaccién puede modificarse con relativa
facilidad sustituyendo el atomo o grupo dador por otro de distinta
electronegatividad, o bien sustituyendo grupos en la base de Lewis con la que el
haldégeno interacciona. Por lo tanto, la acidez del donante y la basicidad del
aceptor se combinan para definir en conjunto el potencial estabilizador de los
EX. Estudios recientes han demostrado que la sustituciéon de grupos quimicos
diferentes en los anillos aromaticos de estos complejos tiene un gran efecto en
el comportamiento interactivo del halégeno y por lo tanto podria ser utilizado
en el disefio de nuevos productos farmacéuticos (Riley et al,, 2009). Sin duda
esta gran versatilidad es la caracteristica mas distintiva y sumamente ttil del EX

para sumanipulacion en el disefio de farmacos, ya que es facilmente modulable,
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“tunneable” por la modificacién de su entorno molecular. Ademas, se debe tener
en cuenta que el EX contribuye favorablemente a la estabilidad de los complejos
ligando-blanco molecular, participando de un intrincado conjunto de
interacciones (E. Angelina et al., 2015), debido a su capacidad dual de dador y

aceptor de electrones.

1.3 Aplicaciones de los Enlaces de halégeno

Los halégenos se han convertido en una herramienta importante del disefio molecular y su
aplicacion en los diversos campos de la ciencia ha aumentado drasticamente, principalmente
para el desarrollo de una variedad de nuevos materiales. Actualmente, se encuentra en estudio
el impacto que los halégenos pueden tener un en el dmbito bioquimico y biomédico,
especificamente donde se pueden usar para disefiar nuevas terapias contra blancos

clinicamente significativos.
A continuacion, se describen algunas de sus aplicaciones en diferentes areas de la quimica.

+ Ingenierfa Cristalina: es un area interdisciplinaria cuyo objetivo es el desarrollo de
nuevas estructuras cristalinas y ensambles moleculares con propiedades fisicoquimicas
especificas. Desiraju definié la Ingenieria Cristalina como “el entendimiento de
interacciones intermoleculares en el contexto del empaquetamiento cristalino y en la
utilizacién de dicho entendimiento en el disefio de nuevos sélidos con propiedades fisicas
y quimicas deseadas” (G. R. Desiraju, 1996). En un principio se centro la atenciéon en
interacciones como enlaces de hidrogeno e interacciones idnicas, al profundizar el
conocimiento de las herramientas brindadas por los enlaces halégeno se los comenz6 a
utilizar en este campo. La estrategia mas empleada en la ingenieria cristalina para la
obtencion de nuevas estructuras, consiste en emplear moléculas (componentes
estructurales) con grupos dadores y/o atractores de densidad electrénica, que
controlen la organizacién supramolecular posterior. En este sentido, la capacidad de los
hal6genos para actuar como especies electrofilicas capaces de interactuar con bases de
Lewis, ha despertado un gran interés en este campo. Los halégenos son atomos que se
sitian generalmente en la periferia de las moléculas organicas, y por tanto se
encuentran en la posiciéon ideal para generar interacciones moleculares, en las que el
propio halégeno funciona como una especie aceptora de electrones. Mediante estos

enlaces, los componentes estructurales (“building blocks”) quedan unidos a través de
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interacciones no covalentes dirigidas linealmente en el espacio y permiten a su vez que
la geometria molecular ordenada que poseen, determine la disposicién macromolecular
posterior. Dichos “building blocks”, han sido empleados para la preparacion de cristales
liquidos o estructuras microporosas, en electromagnetismo o en 6ptica no lineal. De sus
propiedades la elevada direccionalidad y especificidad son las mas importantes para
este tipo de aplicaciones, es asi como Resnati y Metrangolo las han aprovechado para
formar diferentes tipos de estructuras moleculares, como 1,4-diyodotetrafluorbenceno,
que ofrece dos sitios colineales, a los atomos de I, que actian como fuertes dadores de
EX.

Disefio de nanomateriales: Yamamoto y col. (Yamamoto et al.,, 2008) han utilizado el
enlace de halégeno como una herramienta para formar un nanocable supramolecular
con un exterior aislante. La vaina aislante se constituye de enlaces de hal6geno formado
por aniones haluro como aceptores y moléculas neutras como tetrayodo etileno como
dador de halégeno.

Utilizacién en la quimica de los polimeros: Recientemente Lauher y col. (Lauher et al.,
2008) han logrado, la polimerizaciéon de simples diyododienos conjugados usando la
quimica del huésped-anfitrion. Los anfitriones oxalamidas alinean a las moléculas de
diyododieno, de manera que los predispone a la polimerizaciéon, ya sea
espontaneamente o por irradiacién. Las moléculas huéspedes se mantienen en su lugar
por medio de EHs en algunos casos y por EXs en otros. Liang Luo y col. han logrado
valerse de los EXs para sintetizar polimeros determinados. Por ejemplo, han logrado la
preparacion, el aislamiento, y la caracterizacién completa del poli(diyododiacetileno) o
PIDA. El PIDA, es un polimero conjugado que contiene al poli(diacetileno) PDA como
estructura central, con atomos de yodo como sustituyentes. Los mondémeros de
diyodobutadieno se pueden alinear en el estado sdlido con los anfitriones
bis(nitrilo)oxalamida por puentes de hidrégeno entre los grupos oxalamida y por medio
de EXs entre los nitrilos y yodoalquinos. Como resultado comienzan a formarse cristales
de color azul palido, que se vuelven brillantes y de color cobrizo a medida que la
polimerizacién progresa. El desarrollo de esta metodologia de cristalizacién mejord
enormemente el rendimiento en la obtencion del PIDA (alrededor del 50% de
rendimiento), permitiendo la caracterizacion completa del polimero mediante
difraccion de rayos X, y las espectroscopias de resonancia magnética nuclear del 13C,

Raman y electronica.
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+ Aplicaciones Bioquimicas y Farmacéuticas: se han publicado resultados de
investigaciones que vinculan el enlace de halégeno en funciones de importancia
biol6égica y medica tales como el plegado molecular, interacciones ligando receptor,
proteina-proteina o proteina-acidos nucleicos entre otros (Auffinger et al., 2004; A. P.
Voth, 2007), debido al contacto de diversos grupos funcionales con haldgenos.
Dependiendo del entorno estructural y quimico, las interacciones mediadas por
hal6genos pueden ser débil o fuerte. En el caso de algunos complejos ligando-proteina,
los enlaces de haldgeno son energética y geométricamente comparables a la de los
enlaces de hidrogeno. Los organohal6genos que estan presentes en el medio ambiente,
principalmente como subproductos de la produccién comercial de productos quimicos,
se cree que conducen a efectos biolégicos adversos en animales y humanos . Un ejemplo
de una proteina transportadora de hormonas cuya capacidad de funcionar
adecuadamente se ve obstaculizada por EXs formados por organohalogenados, es la
transtiretina, que es la responsable del transporte de las hormonas tiroideas en el
plasma sanguineo (Brouwer et al, 2016; Ghosh et al., 2000). En estudios de uni6n in
vitro con varios grupos de compuestos organohalogenados se ha demostrado que los
bifenilos policlorados y bifenilos polibromados son capaces de unirse a la transtiretina,
al menos tan fuerte como el ligando natural tiroxina (Lans et al., 1993). La unién de
estas moléculas de bifenilo halogenadas es atribuible, al menos en parte, a la presencia
de EX (Ghosh et al., 2000).

Como consecuencia de su capacidad para formar EXs, los haloalcanos son también
eficaces para romper las interacciones tipicas de EHs del tipo O-H::-O, N-H--:N, N-
H---0=C. Este aspecto tiene consecuencias de largo alcance en la actividad bioldgica de
los xenobidticos halogenados. Curiosamente, los anestésicos halofluorocarbonados
muestran un paralelismo sorprendente entre la potencia de rompimiento de EHs y la
potencia anestésica (Di Paolo & Sandorfy, 1974). Los anestésicos
Halofluorocarbonados, que contienen un hidrégeno acido (halotano, metoxiflurano,
enflurano), pueden dar lugar tanto a EHs como a EXs, y la importancia relativa de los

dos fendmenos varia de un anestésico a otro.
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1.4 Enlaces de halégeno en entornos Bioldgicos

Ferreira de Freitas y col en un revision reciente sobre diferentes tipos de interacciones
relevantes en proteina-ligando en quimica medicinal(Ferreira De Freitas & Schapira, 2017) los
autores consideran que los enlaces de halégeno se suman al conjunto de interacciones
favorables en el reconocimiento molecular y sefialan que los EX en algunos casos pueden
conducir a significativas ganancias de afinidad, ademas de facilitar la metabolizacién de los
medicamentos. . Las fortalezas de los enlaces de halégeno se pueden evaluar teéricamente a
través de calculos cuanticos de modelos quimicos. Estos estudios también estdn acompafiados
de estudios experimentales donde el efecto de la sustituciéon de hidrégeno por halégeno, sobre

la afinidad de unidn o binding, se ha evaluado sistematicamente

Las primeras revisiones sobre contactos de Br--O en sistemas biolégicos correspondieron a
estructuras del inhibidor IDD594 con la aldolasa reductasa (AR) (Howard et al., 2004; Muzet
et al.,, 2003) donde fue posible observar claramente cdmo el Bromo del inhibidor y el Oxigeno
del hidroxilo del residuo Thr113 de la proteina formaban un contacto corto con una distancia
de 2.97 Ay un angulo C - Br---0 (y) de 152.8 °, satisfaciendo asi sustancialmente los requisitos
para un EX, curiosamente, cuando una mutaciéon de un solo atomo era realizada al reemplazar
Br con Cl, el valor ICso aument6 de 500 a 1300 nM, consistente con un papel decisivo de un EX
en el evento de reconocimiento y unién asociado con la inhibicién de la enzima. Este resultado
también refleja el fortalecimiento de la interaccién con la polarizabilidad del &tomo de halégeno

(Br > Cl) (Duarte et al,, 2012).

Los requisitos geométricos radiales y angulares en el contexto biomolecular son similares a los
que se emplean con frecuencia en otros campos para identificar EX. El requisito radial consiste
en la identificaciéon de un contacto corto entre el &tomo de halégeno y el &tomo base de Lewis
asociado, con una distancia interatémica menor que la suma de sus respectivos radios de van
der Waals y se considera un angulo lineal C - X -+ Y., aunque se ha demostrado que el angulo X
- Y - C (X =donante EX; Y = aceptor EX) esencialmente depende de la distribucién de orbitales
ricos en electrones en la base de Lewis. Entre los EX encontrados en el PDB (Protein Data Bank),
un angulo X -« Y — C cercano a 120 ° es el mas cominmente encontrado, que es consistente con
una participacién de los orbitales no enlazantes de los grupos C=0. Sin embargo, se produce un
maximo local alrededor de 90°, particularmente para los dtomos de halégeno mas pesados,

(Auffinger et al.,, 2004)que puede estar asociado con interacciones que involucran orbitales
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de la base de Lewis, esta geometria se observa tipicamente cuando EX y los donantes EH
comparten un aceptor comun, lo que resulta en interacciones X :-- O --- H de disposiciéon
ortogonal, que es observado en las estructuras secundarias de laminas beta y hélices alfa, la
ortogonalidad entre las dos interacciones ha sido demostrada en estudios experimentales
(Vasylyeva et al., 2014) y teoricos (A. R. Voth et al., 2009)también en pequefias moléculas como
péptidos, siendo no solo geométrica sino también quimica, ya que la formacién de EX no altera

los ensamblajes impulsados por EH.

Debido a la alta polarizabilidad de los hal6genos mas pesados, la fuerza del EX se puede ajustar
introduciendo sustituyentes aceptores de electrones en una posiciéon dada (Riley et al., 2009,
2011). Esta versatilidad de los EX los hace muy utiles para su manipulacién en el disefio de
farmacos (Wilcken et al,, 2013).Mas alla del efecto inductivo estandar, Carlsson et al. han
demostrado que la adicién de un donante de enlace H (incluidos OH, SH o NH2) junto a un
hal6geno mejora el potencial del EX a través de una relacion sinérgica(Carlsson et al.,, 2018) :En
un estudio de ingenieria de proteinas, encontraron que reemplazar una tirosina en la posicién
18 (Y18) de la lisozima T4 con m-clorotirosina (mClY) aument6 la estabilidad térmica de la
enzima en 3 kcal/mol. La estructura cristalina de la construccién mClY18-T4L revel6 que el
cloro de mClY forma un enlace X con un oxigeno carbonilo cerca del sitio activo. A pesar de ser
una interaccién tipicamente débil, el enlace X Cl--- O se ve significativamente mejorado por la
polarizacién del atomo de Cl a través de un enlace de hidrogeno intramolecular Cl-: H con el
sustituyente OH adyacente, lo que explica el aumento observado en la proteina estabilidad. En
una revision reciente de la base de datos estructural de Cambridge (CSD) se han encontrado
muchos ejemplos de este tipo de EX optimizados con EH (HBeXB) al buscar compuestos

aromaticos con Cl, Br o I en posicidn orto a sustituyentes OH o NH2 (Riel et al., 2019).

Debido a la prevalencia de los EXs con oxigenos de la cadena principal de las proteinas, aqui se
muestran algunos ejemplos visualizando separadamente los contactos con diferentes tipos de
cadenas laterales (Figura 1.5). Examinando en el PDB se pueden observar ejemplos de enlaces
de haldégeno con el oxigeno en serina, treonina o tirosina; el azufre en metionina o cisteina.
Algunos estudios han informado contactos favorables de Xeeet. Las interacciones favorables
con los sistemas  (fenilalanina, tirosina, triptéfano e histidina) son posibles de encontrar en el
PDB pero no insignificantes estadisticamente. Se necesitan mas conocimientos sobre la

dependencia geométrica de esta interaccion para facilitar su estudio.
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Figura 1.5: Ejemplos seleccionados de EXs en complejos proteina-ligandos A) 3KR1: compuesto formado un
contacto Cl-+-S con el azufre de Met 258 en hPNMT y B)2KXH: compuesto formando contacto Br-:-1 con el anillo de

la Phe113 en CK2 quinasa. Tomados de Wickens et al (Wilckens,2012)

Para definir la energia de los EX en biomoléculas se requiere un enfoque computacional mas
preciso, se debe realizar un alto nivel de calculos cuanticos (QM) sobre las estructuras de estos
complejos; sin embargo, estos son engorrosos y, en la ausencia de estructuras de cristalinas de
alta resolucion acarrean errores. Lo que plantea la necesidad de un enfoque computacional que
incorpore el enlace X en la mecanica molecular actual (MM), y un conjunto de datos
experimentales para ayudar a validar tanto los enfoques QM como MM. Debido a este
inconveniente hay muy pocas formas directas de medir las energias de los enlaces X, sin
embargo con moléculas pequeias las interacciones entre complejos de geometria conocida se
pueden determinar midiendo la termodinamica de fusion del complejo(Corradi et al., 2000), de
este modo se ha aplicado un enfoque similar para correlacionar directamente las energias de
EX relativos a EH en cristales individuales de ADN, en este sistema, las energias se estimaron
inicialmente a través de un ensayo cristalografico (Figural.6), en el cual el potencial
estabilizador de un EX de bromo compitié directamente contra el de un EH en relaciones 1: 1
y 1: 2 de enlace X a H. En este ensayo, se observaron dos geometrias especificas, con una
interaccion Br «+- O -1/2 mas corta siendo la energia ~ 5kcal / mol y para la interaccién mas larga

fue de ~2kcal / mol, mas estabilizadora que la del EH en este sistema(A. P. Voth, 2007).
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Figura 1.6: Union de cuatro cadenas de ADN como ensayo competitivo para en las energias de EH frente al EX. Una
unién de cuatro hebras puede isomerizarse para colocar bases de citosina para formar enlaces H estabilizadores
(hebras celestes) o bases de 5-bromouracilo (BrU) para formar enlaces X estabilizadores (hebras magenta), un giro
agudo produce el cruce de la unién, adoptando las formas de isémero H y isdmero X, respectivamente. En el isémero
X, las dos interacciones posibles BrU:-:OP03-1 tienen energias que son 2-5 kcal/mol mas estabilizadoras que las

enlaces H competitivos. (Figura tomada de Scholfield et.al (Scholfield et al., 2013))

Actualmente, en el andlisis de estructuras ligando-proteina se utilizan los valores de afinidad,
Ki o0 ICso, que reemplazan indirectamente a los valores de energia, siendo utiles particularmente
para comparar las afinidades de los inhibidores halogenado y no halogenado con idénticos

dominios proteicos.

En este contexto, debido a sus propiedades los halégenos son incorporados en bibliotecas de
cribado utilizadas para buscar compuestos lideres como inhibidores potenciales contra blancos
terapéuticos importantes (Lu et al,, 2012; Lu, Wang, et al., 2009; A. P. Voth, 2007; Wilcken et al,,
2012; Zaldini Hernandes et al., 2010) donde la presencia de un EX puede afectar la afinidad
droga-proteina. Por ejemplo, existe un interés particular en las protein quinasas por su
potencial utilidad en el tratamiento de enfermedades croénicas, enfermedades inflamatorias,
cardiovasculares y neurodegenerativas, infecciones virales, y posiblemente incluso en cancer;
varios complejos en donde EX es responsable de la uniéon de moléculas pequefias a estas
proteinas han sido reportadas (Battistuta et al., 2007; Battistutta et al., 2005; De Moliner et al.,
2003; Dobes et al,, 2011; Fedorov et al,, 2011; Lu, Shi, et al.,, 2009; Sarno et al,, 2011; A. P. Voth,
2007).

20

——
| —



Los atomos de oxigeno del “backbone” de las proteinas pueden mantener el mismo patrén de
enlaces de hidrogeno, con los aminoacidos del entorno atn después de la formaciéon de un
enlace de hal6geno, esta situacidn se observa en el inhibidor de la transcriptasa inversa del HIV-
1, el 3-yodo-4-fenoxipiridona. La transcriptasa inversa es un enzima clave dado que el virus la
utiliza para formar una nueva particula viral. En el complejo con su inhibidor R221239 (Himmel
et al.,, 2005)se observa un contacto de 3,4 A entre un 4tomo de yodo del inhibidor y el atomo de
oxigeno del backbone de Tyr 188, con un angulo C -1 - O de 161,6°. La estructura de este co-
cristal muestra claramente la formacion del enlace de halégeno, donde el oxigeno carbonilico
se inclina suavemente hacia el yodo después de la unién con el inhibidor (figura 1.7), pero
retiene su estructura nativa de interacciones de EH con Tyr118. Se subraya también que, la
sustitucion de este yodo con hidrégeno muestra una reducciéon de la afinidad inhibidor-
proteina, de alrededor de 300 veces. Mas importante audn, el enlace de halégeno puede ser
utilizado para disefiar ligandos que superen la farmacoresistencia. El especial interés en este
caso, proviene del hecho de que el contacto con el inhibidor no se forma con el residuo Tyr181,
uno de los aminoacidos involucrados en las mutaciones mas comunes del virus, que lo vuelven

farmaco-resistente.

Figura 1.7 : Interacciones clave de R221239 en el bolsillo de NNRT], el Yodo hace contacto con la cadena principal
con de los residuos Tyr188-Gly190, incluida una posible interaccidn electrostatica con el carbonilo de Tyr188

(Figura adaptada de Himmel,2005 (Himmel et al., 2005))
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1.5 Diseiio de farmacos

Aunque el descubrimiento y desarrollo de medicamentos se ha hecho durante muchos afios
usando Unicamente métodos experimentales, el aporte beneficioso de los halégenos puede
mejorarse mas aun con la ayuda de modelos moleculares computacionales utilizables para
disefiar racionalmente nuevos medicamentos. Ademas, en la actualidad se busca con estas
técnicas mejorar las propiedades de los medicamentos (como reducir efectos secundarios) o
buscar actividades biolégicas potenciales de compuestos quimicos aislados de fuentes
naturales(Medina-Franco, 2013); asi como también tienen como objetivo reducir los costos y
el tiempo, ya que se estima que el desarrollo de un fArmaco tarda aproximadamente entre 10
y 15 afios y se invierten millones de doélares, teniendo el mayor costo y tiempo las pruebas
clinicas en humanos. El tiempo y costos tan elevados estan asociados en gran medida a la gran

cantidad de moléculas que fallan una o varias etapas (Figura 1.8)

ETAPAI ETAPAII ETAPAII
Descubrimiento [ Desarrollo [] Mercado
Pruebas in silico o K (/, A"\\\ Ensayos experimentales
=
Investigacion Identificacion Fase
del blanco de compuestos Optimizacién Fase Preclinica Clinica nm Aprobacién

molecular lider 1

Figura 1.8: Etapas generales del desarrollo de un fAirmaco.

El desarrollo de fairmacos es un proceso complejo el cual inicia con la identificacion de
compuestos que se unen a un blanco terapéutico o que muestran actividad biolégica en un
ensayo de tamizaje. Aquellas moléculas que muestran actividad biolégica son llamadas hits. El
siguiente paso es encontrar compuestos que tengan propiedades farmacéuticas atractivas,

como baja toxicidad, solubilidad acuosa adecuada para administrarse via oral, entre otras
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propiedades farmacocinéticas. Tales compuestos son llamados lideres o cabezas de serie.
Tipicamente, los hits son encontrados por tamizaje de un nimero vasto de moléculas, mientras
que los compuestos lideres son desarrollados a partir de los hits a través de modificaciones
quimicas (Saldivar-Gonzalez et al., 2017). Considerando que el nimero de moléculas organicas
que son capaces se ser obtenidas sintéticamente se encuentran entre 1020 y 1024 (Ertl, 2003),
es evidente que su andlisis seria muy complejo sin el uso de técnicas computacionales. La
aplicacion de modelos generados computacionalmente contribuye a entender los mecanismos
de accion de los principios activos de los medicamentos o a mejorar las propiedades de los

mismos.

El disefio de farmacos se realiza con la ayuda del modelado por computadora para predecir
cémo la adicién o eliminaciéon de un atomo a un nuevo candidato a farmaco aumentara o
disminuira su afinidad al blanco; la mayoria de los atomos se modelan como objetos esféricos,
con una distribucién isotrépica de carga a través de su superficie. Sin embargo, se ha notado
que modelar los atomos de hal6geno de esta manera predice incorrectamente la formacién de
los EXs, y puede conducir al fracaso para disefiar compuestos mas potentes. Surgié entonces la
necesidad imperiosa de establecer correcciones que tomen en cuenta de las caracteristicas de
los halégenos. Para predecir adecuadamente cdmo se comportan los enlaces de haldgeno en
sistemas bioquimicos se debe comprender como un EX contribuye a la estabilidad de un
sistema, primero debemos entender las propiedades geométricas y energéticas de estos enlaces
y parametrizarlos adecuadamente en los métodos de Modelado Molecular.

Un trabajo de revisién sobre los medicamentos aprobados recientemente por la Administracion
de Alimentos y Medicamentos (FDA) que contienen en su estructura, al menos un atomo de
halégeno enlazado covalentemente, fue publicado por Tiz et. al (Tiz et al., 2022). Se evidencia
que en los dltimos afios el nimero de moléculas halogenadas que llegan al mercado se conserva
regularmente, y se destaca que 14 de las 50 moléculas aprobadas por la FDA, en ese afio,
contienen halégenos. Esto resalta el papel emergente de los hal6genos y, en particular, del flior
y el cloro en la preparacion de farmacos para el tratamiento de varias enfermedades como las
infecciones virales, varios tipos de cancer, enfermedades cardiovasculares, esclerosis multiple,
migrafia y enfermedades inflamatorias (como la vasculitis).

Esto demuestra que por un lado, se ha realizado un gran esfuerzo en la bisqueda de nuevas
terapias hecho a pesar de la pandemia de COVID-19, y por otro, el uso de halégenos se vuelve
regular en la quimica médica. No solo cabe mencionar los compuestos sintéticos sino también

los productos naturales halogenados, ya que muestran una amplia gama de actividades
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biologicas (por ejemplo, antibacterianos, antifingicos y anticancerigenos). Como ejemplo, la
vancomicina es un medicamento clinico, antibi6tico que contiene cloro obtenido de la bacteria
Streptomyces orientalis, que se utiliza principalmente para tratar infecciones por

Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA) (Alvarez-Martinez et al., 2020).

1.5 Cloro en quimica medicinal

Resulta interesante conocer la distribucion de halégenos en el campo del desarrollo de
farmacos. Sorprendentemente, considerando los cuatro halégenos, el Cloro (Cl) se encuentra
con mas frecuencia entre las drogas aprobadas incluso con mas frecuencia que el Fldor (F) y
una de las areas de mas rapido crecimiento en quimica surge de la utilizacién de Cloro en
quimica médica o quimica medicinal. Los elementos de azufre, cloro y fltior se colocan en 5to,
6to y 7mo lugar, respectivamente; después de C, H, O y N. El resto de los diez elementos claves
en drogas aprobadas lo constituyen el Fésforo (P), Bromo (Br) y Yodo (I); es decir que
compuestos que contienen Cl y F n los halégenos mas destacados dentro de las drogas
aprobadas (Cl > F > Br > 1) (Fangetal, 2019)

Curiosamente, un estudio publicado algunos afios atras por Smith y colaboradores (Smith et al,,
2014)sobre 233 drogas aprobadas porla US-FDA, (medicamentos) que contienen cloro, sefial6
que 163 compuestos, aproximadamente el 73% de ellas contiene un solo &tomo de cloro, el 23%
contiene 2 &tomos de cloro; el 2.6% de ellas poseen tres dtomos de cloro; el 1.4% de ellas poseen
4 atomos de cloro y el 2,5% poseen 6 atomos de Cl. Sorpresivamente ninguna de las drogas
aprobadas tiene 5 atomos de cloro. También entre las drogas analizadas, el 98% fueron
monosustituidas (CCl), solamente 4 fueron disustituidas (CCl;) y ninguna de ellas muestra un
grupo tri-sustituido (CCl3).

Fangy col. listan 139 drogas conteniendo cloro aprobadas por la FDA, que se encuentran en el
mercado, desde 1949-2012, para distintas enfermedades y/o dolencias, es decir compuestos de
uso clinico para enfermedades cardiovasculares, del sistema nervioso central, del metabolismo
alimentario, enfermedades respiratorias, enfermedades infecciosas, enfermedades musculo

esqueléticas, genito urinarias, drogas citoestaticas, hormonas, antiretrovirales, entre otras.
1511 ;Cusn importante es el cloro para mejorar las propiedades biolégicas?

La presencia del atomo de cloro desempeia un papel fundamental en una serie de productos
como los antibidticos clindamicina, vancomicina, cloranfenicol y griseofulvina. Con el
transcurso del tiempo se ha encontrado empiricamente que la introduccién de un atomo de

cloro, en una o mas posiciones especificas de una molécula biolégicamente activa, puede
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mejorar sustancialmente la actividad bioldgica intrinseca [6]. Las propiedades del enlace
carbono-cloro (C-Cl) en los organoclorados han sido analizados por Henschler (Henschler,
1994). Sin embargo, en los productos quimicos de bajo peso molecular investigados en ese
andlisis, la reactividad electrofilica del centro de carbono adyacente al &tomo de cloro, que
facilita el desplazamiento del cloro por (bio) nucleéfilos, determina las propiedades biolégicas
observadas. El aumento de la lipofilia de toda la molécula por un sustituyente clorado conduce
a una mayor particion de un compuesto clorado en la fase lipofilica de una membrana celular o
en dominios lipofilicos de una proteina. Esto provoca una mayor concentracion local del
compuesto préximo o cercano a un sitio de destino biolégico, pero, no necesariamente una
mayor actividad biolégica. El efecto mas importante de un atomo de cloro no-reactivo en la
actividad biolégica de muchos compuestos proviene del cloro como sustituyente en un anillo
aromatico, en un anillo heteroaromatico o en un resto olefinico. Las propiedades mencionadas
anteriormente daran lugar a efectos electrénicos y/o estérico de los sustituyentes clorados y
conducen a la atraccién o la repulsion electrénica y/o interferencia estérica, con cualquier
residuo de aminoacido que rodea la posicién del atomo de cloro en el bolsillo de unién de la
proteina. Esto a su vez puede causar un fortalecimiento o un debilitamiento de las interacciones
con los contactos con los aminoacidos cercanos al cloro o en otras partes de la molécula activa.
En cualquiera de los dos casos puede afectar la funciéon de la proteina objetivo y causar un
aumento o disminucién de la actividad biolégica. Sin embargo, en otros casos, un cloro
sustituyente puede no tener un efecto primario especifico sobre las propiedades bioldgicas de
la molécula a la que esta unido (Naumann, 2000).

En Thomson Reuters Pharma, el contenido de organohalégenados “para llegar a ser un
medicamento” es de 34,6%, 36,4%, 29,8%, 36,4%, 33,1% y 255% en etapa de
descubrimiento, fase clinica I, fase clinica II, fase clinica fase IIl, preinscritos y registrados y
etapa de lanzamiento al mercado, respectivamente .

Se debe tener en cuenta que las moléculas en etapa de descubrimiento representan el estado
actual de las acuerdos e intereses en el descubrimiento de farmacos, y las moléculas en fases
clinicas representan las acuerdos e intereses en el descubrimiento de farmacos hace
aproximadamente una década, mientras que la fase de lanzamiento recopila las drogas exitosas
de las ultimas décadas. Resulta valioso mencionar que, en la actualidad, hay mas drogas
halogenadas (34%) en pruebas clinicas y en etapa de pre-registracion o de registro, que las
drogas que estan en el Mercado (~26%) mostrando que en la actualidad, la halogenacién esta

siendo mucho mas apreciada en el disefio de drogas.
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Se espera que el estudio llevado a cabo en esta tesis sea util para inspirar el disefio estructural
y el desarrollo de medicamentos, mas poderosos y menos toxicos, basados en halégenos, contra
las numerosas enfermedades existentes, muchas de las cuales causan la muerte.

Por otra parte, 1a uniéon entre el descubrimiento computacional de farmacos y el de los enlaces
de haldgeno en sistemas bioldgicos, ha proporcionado nuevos impetus y esperanzas para el

descubrimiento de farmacos

1.6 Planteo del Problema y Objetivos

Como se expres6 previamente, mas del 40% de los principales medicamentos lideres en el
mercado son compuestos halogenados, y se ha encontrado que los halégenos persisten durante
todo el proceso de desarrollo del firmaco. Actualmente, existe una mayor apreciaciéon de que
los halégenos desempefian un papel directo en la eficacia de ciertos farmacos a través de una
interaccion molecular entre densidades electrénicas que ahora se define como enlace de
halégeno, (interaccion hole-lump). Se reconoce en la bibliografia que la sustitucién de X por H
proporciona un aumento de mas de 1.000 veces en la especificidad y afinidad de algunos
inhibidores, hacia sus blancos moleculares; sin embargo, estos hechos fueron reconocidos
posteriormente, es decir no fueron tomados en cuenta en el disefio. Nosotros nos
focalizaremos en aplicar el concepto de enlace de halégeno y otras interacciones hole-lump en
el descubrimiento y en la optimizaciéon de compuestos lider. La incorporacion del EX en el
disefo de farmacos basado en la estructura requiere modelos computacionales que tengan en
cuenta la distribuciéon anisotrépica de la carga electrénica y la forma no esférica de los
halégenos covalentemente unidos, caracteristicas distintivas que conllevan a geometrias de
interaccion altamente direccionales, y energias estabilizadoras. Este campo de rapido
crecimiento impulsard ain mas el desarrollo de herramientas computacionales, mas precisas y
eficientes, para acelerar la explotacion de halégenos en quimica medicinal (Ford,2016).

Los beneficios de los halégenos en estas ciencias se pueden mejorar atin mas con la ayuda de
modelado por computadora para disefar racionalmente nuevos medicamentos y materiales. Es
evidente que obteniendo mas informacién sobre los halégenos y como se comportan en los
sistemas bioquimicos, sus aplicaciones seran ain mas efectivas e impactantes. A pesar de que
los halégenos se usan con frecuencia para desarrollar nuevos materiales, sus propiedades

especificas y como se comportan ain se no se conocen completamente.
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Como se ha descripto previamente el EX comparte con el EH muchas caracteristicas y
propiedades, lo que ha reforzado su valorizacién en la Quimica Medicinal principalmente para
el disefio de farmacos, pero debido al inconveniente de la existencia del agujero-o, es decir la
distribucion asimétrica de la densidad electrénica sobre el &tomo de halégeno puente, supone
un serio desafio a los actuales enfoques de modelado molecular (Docking, Dindmica Molecular,
etc.) dado que estos métodos consideran a los atomos de halégeno como dotados de un
potencial electrostatico enteramente negativo y por ello fallan en describir correctamente los
sistemas enlazados por haldgeno, (ej. complejos ligando-proteina). Los métodos mecano-
cuanticos en cambio, describen correctamente los EXs, sin embargo, estos calculos se vuelven
prohibitivos a medida que aumenta el nimero de 4tomos en el sistema biol6gico como también
el nimero de moléculas a ser evaluadas, como en el “screening” virtual. Dentro del disefio de
farmacos asistido por computadora, la utilizacion de métodos computacionalmente no-

cuanticos “mas baratos” resulta inevitable.

1.6.1 Objetivos generales

El objetivo general de este plan de trabajo es contribuir, desde la informacién provista por la
Quimica Computacional al reconocimiento y factibilidad de las interacciones mediados por
halégeno en el disefio de farmacos asistidos por computadora, (Computer Aided Drug Design
(CADD)), mejorando ademas la descripcion de los enlaces de halégeno, en los métodos de

modelado molecular.

1.6.2 Objetivos particulares

1- Mejorar la descripcién de los enlaces de halégeno en los métodos utilizados en el screening

virtual de bibliotecas de compuestos frente a los blancos moleculares de interés.
1.1 Calibrar las funciones de puntuacién y los métodos de docking y de Dindmica Molecular.

2- Entender/dilucidar el rol de los enlaces de haldgeno en el conjunto de interacciones

presentes en el sitio de anclaje del ligando al blanco molecular.

3- Analizar comparativamente el rol de los enlaces de halégeno, respecto de los enlaces de

hidrégeno, en el sitio de anclaje.
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4- Analizar las interacciones intra/intermoleculares mediante el mapeo de las densidades

electronicas (DE) en el sitio de “binding” utilizando un enfoque hibrido QM/MM-QTAIM.

5 -Proponer modificaciones en la estructura del ligando para aumentar el anclaje al blanco

molecular.

5.1 Optimizar la estructura del/los compuesto/s lideres aprovechando las caracteristicas
estructurales, electrénicas y energéticas (ductilidad y maleabilidad) de las interacciones

mediadas por halégeno, en el proceso de disefio de farmacos, CADD.

5.2 Afinar (ajustar), perfeccionar las estrategias de optimizacion del ligando basado en

analisis de interacciones por QTAIM: QM/MM -QTAIM y DM/QMsemi-QMDFT-QTAIM.

Para resolver los interrogantes planteados se aplicaran estos métodos parametrizados
adecuadamente para EXs, en el estudio de posibles inhibidores halogenados en dos blancos

moleculares de elevado interés en la Quimica Medicinal:

i) receptores de Dopamina: D1, D2 y D3 que pertenece a la familia de Receptores
Acoplados a Proteina G (GCPR) al momento de iniciar esta tesis no se disponia de una estructura
3D determinada experimentalmente de D2R, se ha construido un modelo por homologia de
dicho receptor utilizando como molde las estructuras cristalinas del receptor D3 de dopamina
(D3R) y receptor B2 adrenérgico de la forma activa e inactiva. Actualmente existen en el Protein

Data Bank 3 estructuras cristalinas de este receptor.

ii) Cruzipaina (Cz), la principal cisteina proteasa del Tripanosoma cruzi, parasito
responsable del mal de Chagas. Actualmente existen depositadas en el Protein Data Bank 25
estructuras de complejos [Ligando-Cruzipaina], obtenidas por difracciéon de Rayos-X, varias de

estas estructuras contienen halégeno.
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CAPITULO 2

El Disefo de farmacos estd integrado por diversas areas de la investigacion que incluyen a la
quimioinformatica, bioinformatica, modelado molecular, quimica tedérica y visualizacion de
datos. Cada una comprende métodos que se emplean dependiendo de las caracteristicas del
sistema, informacién experimental disponible y de los objetivos especificos del proyecto. El
modelado computacional comprende a un conjunto de métodos que intentan describir en forma
simplificada sistemas y procesos reales aplicando principios matematicos y fisicos. Esto
permite interpretar datos experimentales, entender mecanismos intervinientes en procesos
complejos y realizar predicciones. En forma semejante a una prueba experimental, hay que
validar los métodos computacionales y encontrar los parametros 6ptimos para que los calculos
estén apegados a la realidad.

A continuacion, se describen brevemente los métodos computacionales utilizados para el

desarrollo de la presente tesis.

21 Modelado por homologfa

El modelado por homologia se utiliza para construir un modelo estructural 3D de una proteina
(objetivo de modelado) sobre la base de la alineacién de su secuencia de aminoacidos con una
proteina relacionada de estructura conocida (modelo) (Orry & Abagyan, 2012).

Cualquier enfoque de modelado por homologia consta de cuatro pasos (Figura 2.1):
1-Identificacién de proteinas similares cuyas estructuras se encuentran disponibles y por lo
tanto se pueden utilizar como plantillas o “templates” para modelar

2-1dentificar los residuos similares entre la secuencia objetivo de estudio y la estructura de la
plantilla, este proceso generalmente se denomina alineamiento.

3-Generar un modelo 3D de una proteina diana en base ala alineaciéon adecuada de la estructura
utilizada como “template” y de la secuencia.

4-Estimar la correccién del modelo. Todo el proceso puede ser iterado (reiniciado en cualquiera
de los pasos) hasta que se obtenga la calidad satisfactoria o hasta que el modelo ya no puede

ser mejorado.
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Figura 2.1: Resumen de los pasos que se deben seguir para generar un modelo 3D a través del Modelado por

Homologia. (Esquema adaptado de Homology Modelling, Methods and Protocols edited by Andrew J. Orry y
Ruben)

El paso de alineacion de la estructura con la secuencia homologa busca reproducir la misma con
la mayor exactitud posible, pero sin el beneficio de conocer la estructura objetivo del modelado.
Obviamente, a menos que el objetivo y la plantilla estén muy estrechamente relacionados,
puede haber regiones con diferencias estructurales significativas entre los dos. Estas regiones
estructuralmente diferentes, generalmente son resultado de inserciones, deleciones, o cambios
extensos en la secuencia de aminoacidos. En otras palabras, una alineacién exacta de una
determinada secuencia debe incluir todos los pares de residuos equivalentes estructural y

evolutivamente, al mismo tiempo, dejando de lado regiones estructuralmente diferentes. Como
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el numero de estructuras determinadas experimentalmente continia creciendo
constantemente, en muchos casos un objetivo de modelado puede alinearse no s6lo con un
Unico “template” sino también con un nimero (a veces muy grande) de estructuras disponibles
como plantillas.

A menudo, una alineacion precisa sobre toda la longitud de la secuencia de estudio no puede
lograrse con la misma plantilla; en cambio, diferentes dominios pueden alinearse con diferentes
plantillas. Esto proporciona una oportunidad para mejorar el modelo, pero introduce una
complejidad adicional (Figura2.2).

Los métodos que detectan homologia a través de la alineacion de un par de secuencias
(alineacion “pair-wise”) son simples utilizan sélo secuencias de aminoacidos de dos proteinas,
una tabla de puntuacién para sustituciones de residuos y un algoritmo para producir una
alineacién. Por lo general, los métodos de alineacién “pairwise” informan la significancia
estadistica de las alineaciones resultantes. Indudablemente, la herramienta de bisqueda de
base de datos mas popular basada en este tipo de alineacion es “Basic Local Alignment Search
Tool “ BLAST(Altschul et al,, 1990), es muy rapida y tiene una sélida base estadistica para la
inferencia por homologia. La integracion del conjunto de programas BLAST junto con bases de
datos de secuencias Centro Nacional de Informacién sobre Biotecnologia (NCBI) es otro factor
importante que contribuye a la popularidad de BLAST.

Los programas de comparacion de pares de secuencias pueden proporcionar una estimacion
inicial del nivel de dificultad del modelado de homologia. Ellos pueden ser adecuadas para
detectar proteinas relacionadas que comparten mas de 25-30% de residuos idénticos, el rango
de similitud entre las secuencias puede denominarse como zona de luz natural. Sin embargo,
en muchos casos, las alineaciones correspondientes necesitan mejoras. Sélo si las secuencias
alineadas son mas del 40-50% idénticas entre si y tienen pocas o no poseen lagunas, puede

esperarse que las alineaciones sean precisas en un sentido estructural.

42

——
| —



1xfk (target)
1gq6 (template)

hxtk
Lgqé (Dali)
lgqé (IS8 cons)

Figura 2.2: Alineamiento donde se indican las de regiones con residuos idénticos en las dos proteinas (modelo y

template) (figura tomada de Homology Modelling, Methods and Protocols edited by Andrew J. Orry y Ruben Abagya)
211 Modelado empleando miultiples moldes (MSA)

Los métodos de alineacién de secuencias multiples representan un caso distinto ya que no estan
disefiados para detectar secuencias homologas. En su lugar, alinean un conjunto de secuencias
ya identificadas por otros métodos. Principalmente, estos métodos pueden utilizarse para
mejorar la calidad de los modelos. Dado un conjunto de secuencias, los métodos MSA pretenden
construir una alineacion en la que las columnas representan la evolucion (estructural) de
residuos equivalentes. Aunque en teoria la programacion dinamica de algoritmos para la
alineacién “pairwise” se puede ampliar para una alineacién 6ptima de multiples secuencias, son
computacionalmente exigentes, como resultado, la mayoria de las técnicas actuales utilizan

varias aproximaciones heuristicas.

La mayoria de las herramientas modernas utilizan la heuristica conocida como alineacién
progresiva. En esta estrategia, el arbol de guia de alineacién se construye primero de acuerdo a
las similitudes de secuencia “pairwise”. Usando este arbol guia, las secuencias con mayor
similitud se alinean primero. A continuacion, son subalineadas entre si hasta que todas las

secuencias se incorporan en el modelo.

2.1.2 Servidores web

El modelado computacional se ha convertido en una valiosa herramienta para complementar
la elucidacién experimental sobre las estructuras de las proteinas, y para poder hacer la
informacién tridimensional accesible a una amplia comunidad de investigadores biomédicos.

Hace casi dos décadas, el primer modelo de servidores web SWISS-MODEL(Ertl, 2003) se puso
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adisposicion en Internet. Desde entonces, se han desarrollado muchos servidores para modelar
las estructuras de las proteinas de una manera automatizada por ejemplo, ModWeb (Pieper et
al,, 2009), HHpred (Soding et al., 2005), I-TASSER (Yang & Zhang, 2015) y MODELLER (Sali &
Blundell, 1993). Recientemente el desarrollo de nuevos métodos tiene por objeto incluir
restricciones experimentales adicionales a los procedimientos de modelizacién y establecer

métodos especializados en ciertas familias de proteinas tales como GPCRs o anticuerpos.

Uno de los principales objetivos de automatizar la estructura comparativa de proteinas de
modelado con la plantilla seleccionada, alineacién de plantillas, construccién de modelos y
evaluacion de la calidad del modelo es la necesidad de hacer estas tecnologias accesibles a una
audiencia de no expertos en bioinformatica. Lo que permite el uso de herramientas

computacionales que son necesarias en las tareas de modelado.

En segundo lugar, debido al gran numero de proteinas cuya estructura ain no ha sido
caracterizada experimentalmente, los procedimientos automatizados son esenciales para hacer
frente a esta inundacién de datos, por ejemplo, para aumentar la cobertura de informacién

estructural para el estudio de proteomas de organismos enteros o familias de proteinas.

22,3 Validacién del Modelo

Después de la construccidon del modelo, es importante comprobar la presencia de errores. Se

pueden llevar a cabo dos tipos de validaciones:

+ Evaluacién interna de la consistencia del modelo, la cual comprueba si el modelo
satisface las restricciones usadas para calcularlo.
+ Evaluacién externa, la cual se refiere a informacién que no ha sido usada en el calculo
del modelo. A su vez existen dos tipos de evaluaciones externas:
a)-Testear si se ha utilizado una plantilla correcta: se realiza este tipo de evaluacién cuando el
modelo esta basado en menos de un 30% de similitud de la secuencia con respecto de la
plantilla. Una manera de predecir si una plantilla es mejor o peor es la comparacién en Prosa Il
del Z-score de las estructuras del modelo y la plantilla. E1 Z-score de un modelo es una medida
de compatibilidad entre su secuencia y su estructura, los cuales deberian ser comparables.
Ahora bien, cabe decir que esta evaluacion no siempre funciona debido a que la funcién de
potencial utilizada en Prosa I (Wiederstein & Sippl, 2007) no es apropiada para ciertos tipos

de plegamientos.
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b)-Reconocer regiones poco fiables en el modelo: Una via de aproximacion es calculando un perfil
de energias con programas como Prosa II. Dicho perfil reporta la energia de cada posicién en el
modelo. Es posible detectar errores en el modelo porque aparecen como picos de energia
positiva en el perfil de energias. Estas regiones del modelo deben ser inspeccionadas
cuidadosamente. Otra via de encontrar regiones poco fiables es evaluar la estereoquimica del
modelo (longitud de enlaces, angulos de enlace, angulos diedros, solapamiento entre &tomos)
con programas como Procheck(Laskowski et al, 1993). Finalmente, una herramienta de
evaluacion importante es el conocimiento experimental acerca de la estructura de la proteinay
su funcién. Un modelo deberia ser consistente con las observaciones experimentales como los

datos obtenidos por mutagénesis dirigida, datos de crosslinking, unién de ligandos activos, etc.

2.2 Métodos de simulacién para sistemas Moleculares

Entre los métodos tedricos utilizados hoy en dia para el refinamiento de modelos moleculares
para el estudio de interacciones farmaco-receptor se incluyen las minimizaciones de energia
(ME) utilizando métodos mecano cuanticos, las simulaciones de Monte Carlo (MC) y las
perturbaciones de energia libre (PEL). Todas estas técnicas ofrecen en ultima instancia la
posibilidad de comprender el comportamiento de péptidos, proteinas y acidos nucleicos y el de
sus complejos entre si o con moléculas organicas, en términos de fuerzas moleculares

fundamentales (lii & Kollman, 2000).

También se usan para obtener informacién cinética y termodinamica. Los métodos de
simulaciéon de Dindmica Molecular (DM) pueden proporcionar ademas detalles relativos a las
propuestas de resolucion de las particulas individuales en funcién de tiempo. Estos métodos
pueden ser utilizados para cuantificar las propiedades de un sistema con una precisiéon y escala
de tiempo que de otro modo seria inaccesible y por lo tanto la simulacién es una valiosa
herramienta en la comprension de los sistemas de modelado. Actualmente, la simulacién de
dindmica molecular (DM), es una de las principales herramientas para el estudio teérico de las
moléculas bioldgicas(Hansson et al, 2002). Este proceso calcula computacionalmente el
comportamiento de un sistema molecular con respecto al tiempo y ha proporcionado una gran
cantidad de informacidn detallada sobre las variaciones y los cambios conformacionales dentro

de las proteinas y los acidos nucleicos.
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2.2 Modelado Molecular

La Superficie de Energia Potencial (SEP) es una representacion del conjunto de valores de la
energia potencial molecular correspondientes a cada una de las disposiciones posibles de los
nucleos que conforman el sistema en estudio en funcién de las variables de las que depende. La
energia potencial es la energia que corresponde a la molécula para una configuracion fija de

nucleos. Para una molécula de N nucleos:
V(rN)=Eele(r") + Vim(r") (2.1)

Donde V.n es la energia de repulsion internuclear y E.. la energia electrénica (obtenida

mediante resolucion de la ecuacion de Schrédinger):

Hele\VeIe= Eele\VeIe (2.2)

La energia potencial nos proporciona las fuerzas que actiian sobre los nucleos en el campo
creado por los electrones y por lo tanto nos permite saber que configuraciones son estables, asi
como las respuestas del sistema ante una perturbacion externa.

A

Energfa

Coordenada
conformacional

Coordenada
de reaccién

Figura 2.3: Representacién de la Superficie de Energia Potencial, conjunto de valores de la energia potencial
molecular correspondientes a cada una de las disposiciones posibles de los nticleos que la forman.

Existen dos grandes métodos para calcular la SEP, por calculos cudnticos y por mecanica
molecular. La descripcion cientificamente correcta de la energia de un sistema molecular esta
dada por la ecuaciéon de Schrédinger de la mecanica cuantica. Sin embargo, los calculos
requeridos para ello son muy costosos computacionalmente, debido a que es necesario modelar

cada electron en cada orbital, muchos de los cuales se describen por multiples funciones
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(Young, 2009). Por lo tanto, los métodos cudnticos estan limitados a sistemas de menos de 100
atomos (ab-initio y DFT) o entre 100-1000 atomos (métodos semi-empiricos). Por esa misma
limitacién, es dificil realizar un tratamiento riguroso del entorno (disolvente, superficie,
proteina) donde tiene lugar el proceso a estudiar. Los calculos de mecanica molecular (MM)por
el contrario, no tratan de manera explicita a los electrones en el sistema. En su lugar realizan
calculos basados en las interacciones entre nucleos. Los efectos de los electrones estan
incluidos en los campos de fuerza a través de la parametrizacion del sistema (Foresman &
Frisch, 1996). La simulacién por mecanica molecular se basa en las leyes de la fisica clasica para
predecir las estructuras y propiedades de las moléculas. La ventaja de estos métodos es que
pueden utilizarse en sistemas muy grandes lo que permite incluir el efecto del entorno en los
procesos quimicos. La principal desventaja es que no es posible tratar procesos que impliquen
reorganizacidén electrénica. En MM las moléculas son tratadas como un conjunto de 4tomos en
el espacio, unidas entre si mediante enlaces y gobernadas por una serie de funciones de

potencial mecano-clasicas.
La forma general de la energia potencial V en los métodos MM es:
V = Intramolecular + Intermolecular (2.3)

La contribucién intermolecular suele escribirse como la suma de un término electrostatico y
otro de Van der Waals (términos no enlazantes). Por otra parte, la contribucién intramolecular
o términos enlazantes se escriben en funcién de una serie de términos asociados a las variables

que definen la geometria molecular (distancias, angulos diedros).

En los diferentes métodos de MM todos los parametros en las ecuaciones son ajustados a los
datos experimentales. En conjunto, las ecuaciones y los parametros asociados se denominan

campos de fuerzas (Young, 2009). Un campo de fuerza consta de los siguientes componentes:

+ Un conjunto de ecuaciones que definen como la energia potencial de la molécula varia
con respecto a la distribucién de sus respectivos atomos.
+ Series de tipos de atomos, que definen las caracteristicas y comportamiento de los
elementos dentro de un contexto quimico especifico.
+ Uno o varios sets de parametros que ajustan las ecuaciones y el tipo de 4tomo a los
datos experimentales.
Existen dos tipos de campos de fuerza, el de los atomos y el de atomos unidos. En el primero se

toman en cuenta todos los atomos que forman parte del sistema a simular, mientras que en el
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campo de fuerza de atomos unidos se pueden dejar de tener en cuenta algunos atomos de
hidrogeno. En este tipo de campo de fuerza se tienen en cuenta por ejemplo los dtomos de
hidrogeno polares. Los campos de atomos unidos en ocasiones no funcionan bien, este es el
caso de las interacciones aromaticas. La eleccién del campo de fuerza que uno va a utilizar
depende del tipo de sistema biomolecular que necesita simular. La exactitud de los resultados
de las simulaciones dependera de la precisiéon del método de derivacién de los parametros
utilizados y de la forma analitica de representar la energia. Las limitaciones y deficiencias de
los campos de fuerza utilizados se ponen de manifiesto cuando se comparan los resultados de

las simulaciones con datos experimentales.

Cada método se caracteriza por sus respectivos campos de fuerzas. Las constantes que
contribuyen a la energia son lo que diferencia a cada uno de los campos de fuerza que

actualmente se conocen y se utilizan (CHARMM, AMBER, GROMOS, OPLS entre otros).

La expresion del campo de fuerza AMBER (Ponder & Case, 2003), el cual fue utilizado para los
calculos realizados en este trabajo, contiene dos clases de contribuciones, las contribuciones
enlazantes y las no enlazantes (Ecuacion 2.4). Las enlazantes, se computan para atomos
formando un enlace, e incluyen penalidades para las desviaciones respecto de su valor de
equilibrio de distancias de enlace, angulos y angulos diedros. Mientras que las dos primeras se
representan a través de un potencial armoénico centrado en la distancia de equilibrio, los
angulos diedros o torsiones estan descriptos con una funcién peridédica. Las contribuciones no
enlazantes, se computan entre atomos que estan en diferentes moléculas y se dividen en
interacciones electrostaticas basadas en la ley de Coulomb, por un lado, y un potencial de
Lennard- Jones, que describe en forma aproximada las interacciones dispersivas y la repulsién
originada por el principio de exclusién de Pauli a distancias muy cortas. La expresion de la

energia potencial resulta:

E(r")= Z 3:;_,- (r—r) + Z %(E}—Hm]z-b z lr;’[]-J~l::::lns(ngii—y']:|+

enlaces angulos forsiones
12 6

o 0. ‘E“f_,: (24)
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El primer término refiere a la contribucién de estiramiento de los enlaces, el cual se describe a
través de un potencial armoénico. En éste, ky; corresponde a la constante de fuerza asociada
ala unién iy ri, ala distancia de equilibrio de la misma unién. El segundo término corresponde

a las contribuciones dadas por las flexiones angulares. Estas también se representan con un
potencial armoénico Ky | y valor de equilibro 0,. El término asociado a las torsiones o angulos
diedros presenta tres parametros: V, corresponde a la barrera energética asociada a la rotacion
entre dos minimos sucesivos, n representa la multiplicidad del potencial, es decir indica el
numero de minimos encontrados entre 0 y 360°, y por ultimo vy, que corresponde a la fase de la
funcién sinusoidal. El ultimo término de la ecuacién contiene las contribuciones no enlazantes,

y depende de la distancia entre pares de atomos, lij. La primera parte, corresponde al potencial

de Van der Waals, y contiene los parametros € ;asociado a la profundidad del pozo de energia, y

O j, correspondiente a la distancia entre los d&tomos correspondiente al minimo de energia. La
parte electrostatica contiene como parametros las cargas sobre los atomos. En el campo de
fuerzas de AMBER, la distribucién de cargas es representada a través de cargas puntuales q;
ubicadas en las coordenadas de cada atomo. Estas cargas se obtienen de manera de reproducir

el potencial electrostatico de la molécula, calculado a partir de calculos cuanticos.

2.21.1 Simulacién de Dindmica Molecular

En una simulacién de dinamica molecular clasica se calcula una evolucién temporal de las
posiciones y velocidades de los &tomos de un sistema a través de la resolucion de las ecuaciones
de movimiento de Newton. Este método computacional se emplea ya de forma rutinaria para
proporcionar informaciéon detallada sobre la dinamica (fluctuaciones y cambios
conformacionales) y la termodinamica de macromoléculas bioldégicas como proteinas,

polisacaridos y acidos nucleicos en solucién acuosa, asi como complejos de asociacién proteina-

ligando.

Los programas de DM estan construidos sobre un algoritmo muy sencillo:
1. Lectura de coordenadas y velocidades iniciales

2. Calculo del potencial y de la fuerza

3. Integracion de las ecuaciones de Newton

4. Calculo de propiedades
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Antes de hablar de la dindmica molecular se debe especificar ciertas cuestiones relacionadas
con el sistema que se desea estudiar y de qué manera hacerlo. El objetivo de simular es el
estudio de sistemas realistas. Asi a la hora de seleccionar un modelo que represente al sistema

en estudio se debe prestar atencidn a tres aspectos:

+ El nimero de moléculas que forman el sistema, limitado por la capacidad de calculo
(tiempo y memoria)
4+ Numero de microestados que se van a generar para obtener las propiedades promedio
de nuestro sistema y que vendra limitado por el tiempo de calculo.
+ El potencial que gobierna el comportamiento del sistema (interacciones intra e
intermoleculares).
En quimica computacional, el problema consiste en evaluar la SEP (por métodos clasicos (MM)
o cuanticos (QM)). En la practica se trata de obtener informacidn sin llegar a explorar toda la
SEP. En quimica cuantica tradicional se realizan optimizaciones de la geometria que
corresponden a analizar minimos de la SEP a temperatura 0°K. Ahora bien, si queremos
estudiar un sistema real debemos incluir el efecto de la temperatura. Si se usan métodos
cuanticos (QM) la correcciéon de temperatura se puede obtener a partir de un calculo de
frecuencias en programas de calculo de estructura electrénica como Gaussian (M. J. Frisch, G.
W. Trucks, H. B. Schlegel, G. E. Scuseria, M. A. Robb, ]. R. Cheeseman, G. Scalmani, V. Barone, G.
A. Petersson, H. Nakatsuji, X. Li, M. Caricato, A. Marenich, ]. Bloino, B. G. Janesko, R. Gomperts, B.
Mennucci, H. P. Hratchian, J. V. Ort, 2016). Si se realizan simulaciones clasicas MM el efecto de
la temperatura se puede incluir haciendo uso de la termodinamica estadistica. Las leyes
mecanicas de los sistemas microscopicos no contienen conceptos tales como la temperatura, el
calor o la entropia. La termodinamica estadistica muestra como estos conceptos surgen de la
incertidumbre natural que existe sobre el estado o configuracién del sistema microscépico. De
forma general, denominando A a las propiedades tales como la presion o la capacidad calorifica
dependeran de las posiciones y momentos de las N particulas que constituyen el sistema. Estas
propiedades macroscopicas del sistema pueden obtenerse como un promedio sobre el conjunto

de configuraciones accesibles o colectivo.
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Llamando p (p V,r ) ala densidad de probabilidad de hallar una configuracién con momentos oV

y posiciones rN:

(4y = [ dp™dr™A (", 7). p (", ™) (2.5)

g e—E@N sVt
Donde, PP, r") = [ dpN drN g—E@N N )/kT (2.6)

el denominador de la ecuacion anterior es lo que se conoce como funcion de particion (Q) del
sistema. Esta funcién contiene toda la informacién termodindmica de un sistema de particulas
en equilibrio. La funcién de particién Q resulta de explorar todas las conformaciones posibles
del sistema. En la practica obtener Q es dificil (solo se hace para gases ideales y suponiendo
modelos simplificados de oscilador armoénico, etc). Una de las hipétesis basicas de la
termodinamica estadistica es la hipdtesis ergddica, que afirma que el promedio temporal es
equivalente a un promedio sobre un colectivo de sistemas idénticos que estando en el mismo

estado macroscopico se encuentran en distintos estados microscopicos.

lim, e %fofA (Y (t), 7V (t))dt = [ dp¥dr™ A (", 7). p(p", ) (2.7)

Asi, el valor de la propiedad A puede en principio también obtenerse promediando la propiedad
A(t) en funcion del tiempo y se obtiene cuando el intervalo del promedio temporal tiende al

infinito.

A ==[_ a@"@®),7™(@®)dt (28

Dado que obtener Q es muy dificil, en las simulaciones de Dinamica Molecular, haciendo uso de
la hipotesis ergddica, se realiza un promedio temporal en lugar de configuracional para conocer
aproximadamente Q. Hay que tener cuidado de que los tiempos de corrida no sean muy cortos

para evitar problemas de ergodicidad.
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Los sistemas de un tamafio considerable (del orden de las decenas de miles de atomos)
dificilmente puedan ser tratados a un nivel mecanocudntico, es decir, considerando
explicitamente los electrones y nucleos. Por ello las simulaciones de tipo MD son una
herramienta poderosa y nos permite la observacién de eventos temporales del orden de pico,

nano e incluso microsegundos que puedan suceder en nuestro sistema de interés.

Las simulaciones de tipo MD pueden ser realizadas usando un amplio rango de condiciones que
emulan las condiciones experimentales tipicas. Las primeras fueron hechas en vacio tomando
a las moléculas como entidades aisladas. Luego, se comenz6 a desarrollar e incluir al solvente

de manera implicita o explicita.

Condiciones periédicas de contorno: este método consiste en rodear el sistema o celda inicial de

simulacidn, por réplicas idénticas. El nimero de moléculas a describir no crece realmente ya
que el movimiento de las réplicas es igual al observado en el sistema inicial. La ventaja es que
ahora todas las moléculas del sistema se encuentran rodeadas por mas moléculas y por lo tanto
desaparecen los efectos de superficie. Si una molécula abandona la celda inicial durante su

movimiento, otra entrara desde una celda vecina (Figura 2.5)

Las condiciones periddicas se utilizan de forma muy generalizada en las simulaciones, pero
tiene algunos problemas como la imposibilidad de observar fluctuaciones con una longitud de
onda mayor que el tamafio de la caja o que su uso impone una periodicidad artificial en el

sistema, la cual puede favorecer la aparicion de estructuras cristalinas.
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Figura 2.5: Condiciones de borde periddicas en 3D. Notese el sistema central rodeado por las réplicas.
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En la dindmica molecular sucesivas configuraciones del sistema son generadas integrando las
leyes de movimiento de Newton. El resultado es una trayectoria que especifica como la posicién

y la velocidad de las particulas, en un sistema, varian en el tiempo.
La trayectoria se obtiene resolviendo la ecuacién de la segunda ley de Newton
(F= ma): m; (d?rj/dt?)= fi=-V;V (2.9)

Esta ecuacién describe el movimiento de una particula de masa mjalo largo de una coordenada

(1;) con una fuerza fj sobre la particula (Leach, 2001).

Para sistemas reales, los potenciales de interaccidon son continuos y la fuerza que actia sobre
cada particula cambiard cuando la particula cambie de posicion o cuando cualquier otra
particula lo haga. Una vez conocidas las fuerzas que actian sobre cada particula puede
procederse a integrar las ecuaciones de Newton para conocer las coordenadas y velocidades
que puede ir adquiriendo el sistema conforme pasa el tiempo. Los métodos mas efectivos para
resolver ecuaciones diferenciales como la anterior suelen ser los Métodos de diferencias finitas
donde las ecuaciones de movimiento se integran en intervalos de tiempo muy cortos, At “time
step”. Tipicamente se dan valores del orden del femtosegundo (1fs=10-15s). En cada etapa se
calcula el vector suma de todas las interacciones que actian sobre ella. Se calculan las fuerzas
sobre todas las particulas y se combinan con la posicién y velocidad actuales para generar la
posicion y velocidad para un tiempo posterior t+At. Los algoritmos para calcular las posiciones,

velocidades, aceleraciones, etc., parten de desarrollar en series de Taylor estas magnitudes.

Ensambles

Un colectivo o ensamble es una coleccion de microconfiguraciones del sistema en el espacio de
fases que satisface las condiciones de un estado termodindmico determinado. Una simulacién
de dindmica molecular genera una secuencia de configuraciones en el espacio que esta
concatenada en funcién del tiempo y recibe el nombre de trayectoria. Cada punto de la
trayectoria equivale a una foto de una pelicula que esta separada de la anterior y de la siguiente
por un intervalo de tiempo dado (“frames”). Todos los puntos de la trayectoria pertenecen al
mismo conjunto y corresponden a diferentes configuraciones (posiciones y momentos) del

sistema.
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Aunque cada estado microscépico sea diferente, todos pertenecen al mismo estado
macroscopico termodindmico del sistema. Las simulaciones mas ampliamente utilizadas

corresponden a los siguientes ensambles:

+ El ensamble candénico (NVT): coleccion de todos los sistemas cuyo estado
termodinamico esta caracterizado por un nimero fijo de &tomos (N), volumen fijo (V)
y temperatura dada (T).
+ El ensamble isobarico-isoentalpico (NPH).
+ El ensamble isobarico-isotérmico (NPT).
Tipicamente, los experimentos se realizan a temperatura y volumen constantes (ensamble
canonico) o bien a temperatura y presion constante (ensamble isobarico-isotérmico), por lo
tanto es frecuente elegir estas condiciones de simulaciéon para imitar estas condiciones, o

porque es esperable encontrarlas en un entorno fisiologico.

Solvatacién

Generalmente nuestro sistema de interés es una proteina perteneciente a un organismo vivo,
es importante tener en cuenta una representacion razonable del solvente con el cual vamos a
embeber al sistema. Esto nos permitira tener una representaciéon mas cercana a las condiciones
en donde la proteina se encuentra en la naturaleza. La mayor parte de las proteinas se
encuentran, al menos parcialmente, embebidas en un entorno acuoso. Por esto, es usual asumir
en las simulaciones de estos sistemas, que estan completamente solvatadas, ya sea en agua pura
0 en agua con iones. Sin embargo, una porcién considerable del tiempo de computo es utilizada

en evaluar la interaccion solvente-solvente.

Una manera de evitar esto es usar un modelo de solvente implicito, que puede ser adecuado en
algunos casos, a pesar de la pérdida del detalle en la descripciéon. En consecuencia, han sido

implementados numerosos modelos de solvente implicito.

+ Solvente implicito: Uno de ellos es el modelo llamado modelo “generalizado de Born”
(GB). En general, estos modelos de solvente implicito consideran a todo el solvente
como una “jalea” que envuelve a la proteina y esta caracterizada por una constante
dieléctrica. Eligiendo entonces este parametro se obtienen distintos tipos de solvente
implicito (agua, etanol, mezcla de solventes, etc). Los modelos de solvente implicito son
incapaces de reproducir fenémenos microscopicos del solvente, por ejemplo, enlaces

de hidrégeno, adsorcién sobre la proteina, etc. Ademas, facilita la aparicién de
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determinadas conformaciones “irreales” de la proteina cuando se las compara con
solvente explicito.

+ Solvente explicito: El poder de coémputo actual permite usar sin inconvenientes el
solvente explicito. Este modelo utiliza una descripcién atomistica de las moléculas de
solvente de forma analoga a la usada para la proteina, es decir asigna carga, enlaces,
diedros, parametros de van der Waals, etc. para cada atomo del solvente. Existen un
amplio rango de modelos de agua explicita disponibles. Los mas populares son TIP3P,
TIP4P, TIP5P, SPC y SCP/E, que tienen la particularidad de tratar a las moléculas de
agua como completamente rigidas. Esta tltima aproximacién también ahorra mucho
tiempo de computo, y se ha demostrado en numerosos trabajos que la mayoria de las
propiedades de los sistemas no se ven afectados por dicha simplificacién. Finalmente,
para lograr el ensamble isobarico-isotérmico cominmente utilizado necesitamos

controlar la presion y temperatura de nuestras simulaciones.

Termostatos

+ Termostato de Berendsen (termostato proporcional)
El termostato de Berendsen corrige las desviaciones de la temperatura T respecto de la
temperatura de referencia T ( a tiempo t multiplicando las velocidades de los atomos por un

factor A con el proposito de llevar el sistema global a la temperatura T o.

La constante Tt es la constante de acoplamiento temporal, la cual determina la escala de tiempo
parala cual la temperatura deseada es alcanzada. Si se elige un T T muy grande el sistema tiende

a comportarse de manera aislada.

+ Termostato de Langevin (termostato estocastico)
En el caso de los termostatos de tipo estocasticos, todos o un subconjunto de grados de libertad
del sistema son sometidos a colisiones con particulas virtuales. Este método esta motivado por
la ecuacidn estocastica diferencial de Langevin, la cual describe el movimiento de una particula

dada por la agitacién térmica de un bafio,
ma=-—_,+f(r)+f" (2.10)

donde m es la masa de una particula, a es su aceleracion, f (r) es una fuerza conservadora que
actua sobre la particula, v es la velocidad de la particula, { es una constante friccional (la fuerza

friccional -, disminuye la energia cinética) y f * es una fuerza aleatoria de tipo gaussiana que

——
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agrega energia cinética a las particulas y su varianza es funcién de la temperatura y del tiempo.
Por consiguiente, la fuerza aleatoria se impone para poder mantener el sistema a T constante,
dicho de otra manera, la fuerza friccional y la fuerza aleatoria se compensan tratando de

mantener el sistema a la temperatura deseada y permitiendo que evolucione en el tiempo.

Cuanto mayor es el valor de (, se incrementan las fluctuaciones térmicas (porque es como
considerar mas choques virtuales), mientras que para (=0 el sistema es aislado (es decir, seria

analogo a que t tienda a infinito para el termostato de Berendsen).

Barostatos

Para mantener constante la presion durante la simulacién es necesario permitir que el volumen
fluctie, ajustando para eso las dimensiones de la caja periédica y re-escalando las posiciones
de los atomos de acuerdo a esto. Existen numerosos métodos para hacer dindmicas a presion
constante. Estos métodos incluyen el algoritmo de sistema extendido (“extended system
algorithm”), el de restriccion (“constraint algorithm” ), un acoplamiento débil con un bafio

externo, el método hibrido y el método del piston de Langevin.
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Pasos de la Dindmica Molecular:
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Figura 2.3: Esquema de pasos de la Dinamica Molecular

1- Obtencidn de la estructura inicial: El primer paso en toda simulaciéon de MD consiste en
conseguir una estructura a nivel atdmico de la proteina de interés. Descargar de la base de datos
Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/) (Burley et al., 2021) la estructura en formato pdb

correspondiente.

2- Preparacidn de archivos de coordenadas y topologia: Una vez obtenida la estructura inicial,
se preparara el sistema y se armaran los archivos requeridos para poder realizar las
simulaciones de dindmica molecular. Con el archivo pdb correctamente editado, ya podemos
construir los dos archivos requeridos por AMBER para realizar cualquier tipo de calculos: el
archivo de coordenadas (llamado archivo “rst7”) y el de parametros/topologia (llamado
archivo “.prmtop”). El primero tiene informaciéon de las coordenadas (y eventualmente

velocidades) de todos los atomos del sistema.

También tiene informacién sobre los limites de la caja de solvatacién. El archivo prmtop

contienelos parametros del campo de fuerzas (parametros de enlace, angulos, diedros, etc.) que




se utilizardn y la topologia molecular (conectividad de los atomos, tipos de atomos, masas,
cargas, etc.). También posee informacién sobre el tipo de caja de solvente (octahédrica, ciibica,
etc.). Para construir estos dos archivos se usa un médulo que se llama “t-Leap” (el cual viene

incluido en el paquete de AMBER). Para armar el sistema con sus correspondientes parametros.

3- Minimizacion de energia del sistema: Para cristalizar una proteina se la somete a condiciones
muy particulares, por ejemplo, baja temperatura, distinta fuerza iénica respecto a su ambiente
“natural”, entre otras. Incluso la proteina en el cristal puede adoptar una conformacién en
donde algunos aminoacidos estan demasiado cerca. Todo lo anterior hace que la estructura
cristalografica muchas veces no sea representativa de la estructura a 298 °K, pH fisiologico, ni
a fuerza idnica de un entorno biorrelevante, con lo cual muchas veces sucede que la estructura
cristalografica resulta ser tan solo una aproximacion o una foto de una proteina en su estado
natural. Si bien esta estructura puede aportar alguna idea de su comportamiento en condiciones
bioldgicas relevantes, no siempre es concluyente. Es por eso que necesitamos llevar de a poco
y gradualmente la estructura del cristal de la proteina a las condiciones mas préximas a la vida

real.

Existen muchas formas de realizar este procedimiento. Generalmente se realiza primero una
minimizacion de energia para “relajar” la estructura de solvatacidn, solucionando
principalmente los problemas electrostaticos dados por la orientacién de las moléculas de agua.
Se hara entonces una minimizaciéon de la energia del sistema restringiendo a los atomos de la
proteina (dejandola fija) y se permitira al solvente de la caja de aguas moverse y “relajarse”
alrededor de la proteina. Posteriormente, se hara una segunda minimizacién sin restriccion
alguna para obtener la relajacion de la geometria de todo el sistema en conjunto (proteina y

solvente).

4-Termalizacion del sistema: En esta etapa se calentara al sistema de 0K a 298 °K de manera
gradual, ésta es la fase denominada calentamiento o termalizacion. Para esto se generara una

rampa de temperatura que se ird incrementando hasta alcanzar la esperada.

5- Equilibracion del sistema: Habiendo calentado el sistema, ahora se buscara simular durante
un tiempo determinado a temperatura y presion constante, de manera que el sistema acomode
su volumen para lograr una densidad adecuada. Generalmente, esta fase suele ser de algunos

ns de simulacion, pero es muy dependiente del tamafio y de las caracteristicas de cada sistema.

58

——
| —



6- Producciéon de la Dindmica Molecular: Hasta este punto tienen una trayectoria de unos
cuantos de nanosegundos para nuestra proteina de interés en solucién acuosa. Si hemos
realizado todo el protocolo antes mencionado correctamente, podemos estimar que nuestro
sistema se encuentra equilibrado a T=300 °K y a P=1 atm. Se puede asumir que la trayectoria
responde bien a un modelo de ensamble a NPT constante. El protocolo empleado permite por
lo menos decir que se encuentran en la zona cercana a un minimo de energia potencial. Con lo
cual, pueden intuir que las microconfiguraciones que observan van a ser relevantes en la vida

de la proteina y por lo tanto también lo seran los eventos que sucedan en la dinamica obtenida.

2.2..2 Célculos de energta libre de unién

En la tltima década se han realizado numerosos esfuerzos con el propoésito de alcanzar mayor
precision en el calculo de la energia libre de unién, de manera computacionalmente eficiente.
Esto ha sido potenciado por el incremento exponencial de recursos computacionales, que se
tradujo favorablemente en innovaciones metodolégicas. Sin embargo, los calculos de energia
libre y concretamente su aplicacion a sistemas macromoleculares sigue siendo problematicos
por distintos factores, entre los cuales se pueden mencionar: el modelo de energia subyacente,
el tamano del sistema de interés y la flexibilidad, ya que se basan en la exactitud de la funcion
de energia potencial del sistema y en una exploracion exhaustiva de la hipersuperficie de

energia.

Un problema fundamental de los métodos Perturbacidon de Energia Libre (FEP) e Integracion
Termodindmica (TI) es su gran demanda computacional, sumado a la dificultad que tienen para
alcanzar la convergencia. El poder de computo que requieren esta relacionado con dos factores
principales. El primero es el tratamiento explicito del solvente y el segundo es la exploraciéon
exhaustiva de la hipersuperficie de energia potencial que se realiza para determinar la
diferencia de energia libre entre dos estados del sistema. Una alternativa atractiva a estos
métodos computacionalmente intensivos son los denominados métodos de puntos extremos,
que consideran Unicamente los estados final e inicial en los célculos de energia libre. Los
métodos “Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann Surface Area” (MM-PBSA) y “Molecular

Mechanics Generalized Born Surface Area” (MM-GBSA) son los mas comUnmente utilizados.

En la practica, se calcula la energia libre de un complejo y sus componentes, siguiendo la
aproximacion de trayectoria Uinica. Esta consiste en realizar una tinica simulacién de dindmica

molecular y extraer de la misma las conformaciones del complejo proteina-ligando, por lo que
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las conformaciones de las partes individuales en el estado libre se obtienen eliminando la
proteina o ligando de cada una de las configuraciones, correspondientemente. A pesar de que
en este caso no se tiene en cuenta la flexibilidad conformacional que ocurre durante la union,
esta aproximaciéon conduce a resultados precisos siendo mas adecuada para sistemas en los que
no se esperan encontrar cambios conformacionales significativos entre las estructuras unida y

no unida.

El método MM-GBSA utiliza el modelo de solvente basado en la teoria de Born Generalizada,

siendo la ecuacién:

Gs = (1/8m) (1/€0-1/€) Yar (QaQs/fcr) (2.11)

En esta ecuacion, € es la permitividad del vacio, y fgg es una funciéon de la distancia y la

interaccion soluto-disolvente.

El calculo de la energia libre total de unién se realizard a partir de las energias libres del

complejo proteina-ligando (C) y los reactivos ligando (L) y receptor (R):
AG = <GC> - <GL> - <GR> (2.12)
La energia libre G de cada uno de los estados se calculard mediante la suma:
G = Eint + Evaw + Eet + Epotar solv + Enopolardisoi— TS~ (2.13)

El primer término, Ein, corresponde a la energia interna del estado, formada a su vez por las
energias de longitud de enlace, angulo de enlace y diedros. Los dos términos siguientes, Eyawy
Ee, determinan las contribuciones de van der Waals y electrostaticas, respectivamente. Los
pardmetros, Ep soivy Enp disol, SON las energias de solvatacion. La energia de solvatacién polar se
obtendré resolviendo la ecuacién de GB expresada anteriormente (2.11). El término Eno polar disol
esta directamente relacionado con el 4rea superficial accesible al disolvente, SASA, y se calcula
por medio de una aproximacién. Y los dos dltimos parametros, T temperatura, multiplicada por

la entropia S.

2.3 Crivado Virtualy Docking molecular

El cribado virtual (CV) es un filtrado computacional (in silico) de moléculas para seleccionar
candidatos (hits computacionales) para su evaluacion experimental (Saldivar-Gonzalez et al.,

2017; Scior et al,, 2012) De esta manera, el cribado virtual reduce significativamente el nimero
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de ensayos biologicos que se harian si no hubiera una seleccién de compuestos. Sin embargo,
es un proceso predictivo que debe integrarse con ensayos experimentales que validen las

predicciones de los ensayos in silico (Lionta et al., 2014).

Existen diversos filtros que se utilizan para llevar a cabo el cribado virtual los cuales pueden
variar segun la complejidad de la base de datos y la informacién experimental de la que se
disponga . Por ejemplo, si se conoce la estructura tridimensional (3D) del receptor se sugiere
un cribado basado en la estructura (CVBE, Cribado virtual basado en la estructura). Si solo se
conocen los compuestos activos, pero no el receptor, entonces la busqueda se hace basada en
el ligando (CVBL, Cribado Virtual Basado en el Ligando). Si se conoce la estructura 3D del
receptor y de los compuestos activos se pueden combinar ambos tipos de filtros para facilitar
la buisqueda, por ejemplo, se puede realizar un primer tamizaje empleando técnicas de CVBL

que son computacionalmente menos demandantes, seguido de un CVBE.

CVBE se apoya en el conocimiento de la estructura del blanco molecular y en la habilidad de los
algoritmos de acoplamiento molecular (“docking”) para predecir modo y energias de unién de
compuestos en las bases de datos, de tal manera que solo los compuestos mejor ranqueados son

corroborados experimentalmente (Gil Redondo, 2010).

El acoplamiento molecular es el método mas utilizado en CVBE por su balance entre precision
y costo computacional. Sin embargo, puede recurrirse a otros métodos de cribado basado en la
estructura dependiendo del balance que se busque entre estas dos variables contrapuestas. Por
ejemplo, los modelos farmacoféricos basados en la estructura del blanco molecular permiten
un tamizaje rapido de bases de datos de compuestos a expensas de una reduccién en la

precision

Screening virtual basado en la estructura, permiten evaluar de una rapida y efectiva las
interacciones de una libreria de compuestos con blancos moleculares, ademas permite estudiar
el modo de unién de pequefias moléculas al sitio activo del blanco. “Docking” consiste en la
determinacién computacional de la afinidad de unién entre una estructura proteica y un
ligando. Este método implica un muestreo de todas las poses posibles que puede adoptar el
ligando en el bolsillo de unién de la proteina a fin de obtener la geometria de unién 6ptima,
medida por las funciones de puntuacién del algoritmo de docking (Gilson & Zhou, 2007). El

acoplamiento de moléculas pequefias se puede realizar generalmente de tres maneras:

+ acoplamiento rigido, en el que el blanco molecular y el ligando se tratan de forma rigido
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+ acoplamiento flexible del ligando, en el que el blanco molecular se mantiene rigido;
+ acoplamiento flexible, en el que tanto la proteina como el ligando se consideran flexibles
(Mohan et al,, 2005).

Existen diversos filtros que se utilizan para llevar a cabo el cribado virtual los cuales pueden
variar segun la complejidad de la base de datos y la informacién experimental de la que se
disponga. Por ejemplo, si se conoce la estructura tridimensional (3D) del receptor se sugiere un
cribado basado en la estructura (acoplamiento molecular). Si solo se conocen los compuestos
activos, pero no el receptor, entonces la bisqueda se hace basada en el ligando (similitud
molecular). Si se conoce la estructura 3D del receptor y de los compuestos activos se pueden
combinar filtros para facilitar la busqueda, tales como descriptores moleculares y propiedades
farmacocinéticas, entre otras. Las técnicas para hacer cribado virtual dependen de la

informacién disponible del sistema.

La combinacidn de “screening” virtual con el reposicionamiento de fArmacos representa hoy en
dia una metodologia eficiente para el desarrollo de nuevos medicamentos. El
reposicionamiento de firmacos consiste en encontrar una nueva aplicacidn terapéutica distinta
por la que fue disefiado un fArmaco y que no necesariamente tiene que ser la misma dosis. El
objetivo de esta estrategia es reducir los gastos y tiempos de investigacion (Saldivar-Gonzalez
et al,, 2017). A partir de la hipdtesis de que moléculas similares tienen propiedades similares, se

han aplicado estrategias computacionales encaminadas a reposicionar farmacos.

Los protocolos de acoplamiento molecular también se pueden definir como una combinacién
de un algoritmo de bisqueda y una funcién de puntuacién (Hassan Baig et al., 2016). Ya que

tiene dos componentes:

+ “Docking” o proceso de bisqueda de la conformacién y orientacion de las molécula
+ “Scoring”, que consiste en asignar un valor o puntaje que mida la interaccién entre las
dos estructuras.
Esta metodologia se basa en que el algoritmo de busqueda proporcione soporte y libertad a la
coordinacidn proteina-ligando para permitir un muestreo preciso y exhaustivo de los posibles

modos de unién.

Para describir la metodologia del docking es ttil dividirla en una serie de etapas (Figura 2.6).
La primera de ellas consiste en disponer de la estructura tridimensional de la molécula blanco,
la cual debe ser acondicionada para los calculos subsecuentes, se puede generalizar que las

modificaciones mas comunes que deben hacerse a estas moléculas son: la adicién de los atomos
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de hidrégeno, la remocién de las moléculas de agua que estdn unidas a la superficie de la
proteina, y que con gran frecuencia ocupan el sitio de unién; la eliminacién de ligandos
presentes; y finalmente, el modelado de las regiones que no pudieron ser determinadas
experimentalmente o que resultaron ser ambiguas. Una vez preparada la molécula blanco debe
identificarse el sitio de union para lo que existen dos alternativas, la primera es computacional
y consiste en revisar la superficie molecular en busca de cavidades con ciertas caracteristicas
de tamafo, hidrofobicidad y grupos funcionales. La segunda es experimental y en ella se
requiere determinar los sitios donde se albergan moléculas de solvente organico que difunden
por el cristal de una proteina(Gao & Serrero, 1999). La ubicacién de tales moléculas de solvente
se determina por difraccién de rayos X y se consideran probables sitios de unién para un
ligando (Mattos & Ringe, 1996). Es necesario enfatizar en este momento que la unién de un

ligando en una de estas zonas no necesariamente afectara la funcion de la enzima.

La siguiente etapa requiere poseer un archivo de ligandos potenciales, esto es, moléculas
organicas con estructuras tridimensionales conocidas y que se encuentran en condiciones
adecuadas para simular su asociacion al blanco, el acondicionamiento a que deben sujetarse
estas moléculas es: a) deben afiadirse atomos de hidrégeno, ya que en muchos complejos
proteina-ligando estan involucradas las interacciones de puentes de hidrégeno; b) debe darse
una representacion tridimensional a las moléculas, pues en la mayoria de los casos sélo se
cuenta con una imagen plana o una féormula codificada de ellas y; c) debe estimarse la carga
parcial de cada uno de los atomos que constituyen al compuesto. En esta ultima tarea, debe
considerarse que las moléculas pequefias poseen una mayor variedad de tipos de atomo y
grupos funcionales que las proteinas conocidas. Por ello, en vez de emplear tablas de valores
promedio para la asignaciéon de cargas, se utiliza un algoritmo basado en calculos de
electronegatividad de los atomos involucrados en cada enlace quimico (Gasteiger & Marsili,

1980).

La tercera etapa, que es la parte central del método, consiste en un algoritmo que toma cada
uno de los ligandos de la base datos y lo coloca dentro del sitio de unién en una gran cantidad
de orientaciones (Lengauer & Rarey, 1996). Durante esta etapa es indispensable emplear un
criterio numérico para distinguir cudl de todas las disposiciones probadas resulta ser la mas
adecuada, es decir, la que adoptaria el ligando si tuviera acceso al sitio de union; a este criterio
le lamaremos puntaje. Una vez establecidaslas condiciones descritas anteriormente, el proceso
para probar orientaciones se repite para cada ligando de la base de datos, ésta es la etapa que

consume la mayor cantidad de tiempo de calculo. Finalmente, el programa de computo ordena
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los diferentes compuestos probados de acuerdo con el puntaje de su orientacién éptima y
entonces, el usuario puede analizar estos resultados y planear experimentos para validar los

resultados generados en la simulacién por computadora.

:

BLANCO LIGANDOS
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Figura 2.6: Diagrama simplificado de las etapas de simulacién del reconocimiento molecular o docking.

Resumiendo, el Docking Molecular comprende tres pasos generales (Xu et al., 2013):

4+ Generacion de un modelo molecular del receptor

4+ Pre-tratamiento y muestreo conformacional de los ligandos

4 Obtencion de una puntuacién o “score” asociado a la energia de interaccién de cada

potencial ligando de la base de datos al sitio activo del blanco molecular de eleccion.

El procedimiento de docking es utilizado para explorar y predecir los posibles modos de
formacion de complejos ligando-blanco molecular (Sousa et al., 2006), para considerar la
flexibilidad del ligando generalmente se usan métodos estocasticos como Monte Carlo o
algoritmos genéticos, el algoritmo de Monte Carlo opera variando un parametro a la vez
generando una nueva conformacién que es aceptada o rechazada de acuerdo a los criterios de

Boltzmann. Por otro, lado los algoritmos genéticos se basan en la teoria de evolucion de Darwin,
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la conformacién de los ligandos se inicia como una poblacién aleatoria de estados modelada
como un conjunto de cromosomas que pueden cruzarse o mutar y producir otras

conformaciones, este ciclo se repite hasta que el minimo local de energia sea alcanzado.

El proceso por el cual un ligando se une a su blanco molecular depende de factores entrépicos
y entdlpicos. Las funciones de scoring se utilizan para predecir la energia libre de unién del
complejo, que es una medida de la potencia de unién de la molécula al blanco biomolecular.
Estas funciones se pueden agrupar en tres categorias: puntuacién basada en el campo de fuerza,
empirica y basada en el conocimiento; las funciones de puntuacién basadas en los campos de
fuerza se sustentan en las interacciones fisicas entre atomos, como las interacciones de VdW,
interacciones electrostaticas y fuerzas de extension, flexion y torsion de los enlaces entre
atomos, ademas de los términos de energia de solvatacion, que se calculan con modelos de
solvente continuo, como Poisson-Boltzmann (PB) o “Generalized-Born” (GB), Las funciones de
campos de fuerza y sus parametros suelen derivar de datos experimentales y calculos ab initio
. Enlas funciones empiricas, un conjunto de parametros ponderados, correspondientes a varios
tipos de interacciones entre el blanco y el ligando, se calibran con un conjunto de entrenamiento
experimental. Los coeficientes de los diferentes términos, que generalmente incluyen
interacciones polares tales como enlaces de hidrégeno e interacciones electrostaticas o
apolares como las aromaticas e interacciones lipofilicas, se optimizan ajustando las estructuras
y afinidades vinculantes del conjunto de entrenamiento en un Modelo de regresion lineal
multiple. Por ultimo, en la puntuacién basada en el conocimiento, se extrae informacion de
complejos objetivo-ligando conocidos y se utiliza para derivar potenciales de interaccion
atomica que describen las interacciones entre los &tomos del ligando y el blanco. Debido a que
cada método de scoring acarrea errores se ha propuesto el uso de multiples funciones para

mejorar la estimacidn de la afinidad de unién de los complejos.
Es una técnica computacional que para el caso de complejos proteina-ligando, permite:

+ Identificar las posibles poses de un ligando dado en un sitio de unién de la proteina o
receptor;

+ obtener la pose energéticamente més favorable;

+ establecer un ranking de afinidades del sitio para ligandos quimica o estructuralmente

similares.
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Por ejemplo, la pose de un ligando integra tanto la orientacion del ligando respecto del receptor
como la conformacion intrinseca del ligando. La siguiente figura ilustra ambos conceptos para

la molécula de ATP:

Figura 2.7: Estructura de la molécula de ATP. A laizquierda muestra igual conformacién y diferente orientacion, a
la derecha se muestra diferente conformacién con la misma orientacion.

La conformacidn del ligando depende de la capacidad de rotacion de sus enlaces. Llamaremos
torsiones a los enlaces simples que pueden rotar en un ligando. Cuanto mayor sea el nimero de
torsiones, habra mas posibilidades de generar distintas conformaciones y aumentara el tiempo
de computo. Cada programa tiene un limite de torsiones pasado el cual la calidad del resultado

va perdiendo confiabilidad.

2.3 Ensemble docking

El docking molecular puede ser realizado con un tnico blanco de interés o el docking inverso
que se usa para investigar el modo de unién de un fairmaco conocido con un panel de blancos
terapetticos, permitiendo asf evaluar la selectividad. Una alternativa es obtener un "conjunto”
de conformaciones del blanco molecular, mediante el uso de simulaciones de dinamica
molecular. La aplicacién de este método ha demostrado mostr6 que los "farmacéforos
dindmicos" resultantes eran mejores para predecir la uniéon de ligandos conocidos que el
modelo basado en una unica estructura del blanco molecular. Simulaciones de DM se realizan
primero para muestrear diferentes conformaciones del receptor diana en forma libre del
ligando, con las estruturas obtenidas luego se realiza el docking molecular para identificar
posibles ligandos y su modo de unién. El uso de muchas poses de la DM pudo aumentar la

flexibilidad del receptor, pero también aumenta el costo del acoplamiento molecular.
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2.3.2 Docking Covalente

Los ligandos que se unen a través de un mecanismo covalente no estan sujetos a la cinética de
equilibrio clasica, ya que su tiempo de residencia en el bolsillo de uniéon puede durar hasta dias.
Como consecuencia, la potencia de estos farmacos es capaz de superar los limites tedricos de
potencia/eficacia del ligando. En general, un ligando covalente primero requiere la formacién
de un complejo no covalente inicial con su molecula blanco, seguido por la reaccién quimica
entre la cabeza de guerra (“warhead”) electrofilica del ligando y los residuos nucleofilicos de la
proteina. Desde una perspectiva computacional, una vez que se identifican un nucleéfilo y una
"warhead” apropiadas, se puede usar un enfoque basado en la estructura para seleccionar u
optimizar los ligandos para que se ajusten a la sitio de unién, al mismo tiempo que puede
colocar la cabeza de guerra en el vecindad del residuo blanco para formar el enlace covalente.
En este trabajo usamos la herramienta de Desacoplamiento dindmico (DUck) para la

identificacion inhibidores covalentes de la enzima Cruzipaina.

2.3.3 Software

AutoDock (Morris et al, 2009) es un software gratuito distribuido bajo licencia GNU y
ampliamente utilizado por la comunidad cientifica. La funcién de puntaje que utiliza AutoDock
sigue un enfoque mixto que combina un potencial con base fisicoquimica similar a un campo de
fuerzas de dindmica molecular, cuyos parametros son luego ajustados a informacion
experimental. Por este motivo, se dice que su funcién es semiempirica. Para calcular la energia
de las distintas poses se utilizan grillas de energia que delimitan una regién del espacio (la cual
puede abarcar total o parcialmente al receptor) dentro de un cubo o un prisma rectangular que
definira la zona en la que tendra lugar el calculo. Luego, previo a la corrida de docking, se evalda
la energia que aportarian los distintos &tomos que componen al ligando (carbonos alifaticos,
carbonos aromaticos, oxigeno aceptor de enlace de H, etc.) desplazando atomos de prueba a lo
largo de los puntos de la grilla y generando asi mapas energéticos. Se crea un mapa por cada
tipo de 4&tomo y se agrega un mapa electrostatico mas un mapa de solvatacion, los cuales luego
se combinan matemdaticamente de acuerdo con la ocupaciéon espacial del ligando para
determinar el puntaje de la pose dada. La grilla consiste, entonces, en una serie de puntos
discretos en el espacio que contienen la informacién del puntaje energético que resultaria de

colocar alli cualquiera de los atomos del ligando.
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El campo de fuerzas de AutoDock se basa en la siguiente ecuacién:

Dy

ryto

) + Welec Xi— %4 Wso 22— j(SiVi + SjVi)e('rijz/ZUZ)(2.14)

c(ripri

V=WyawEi_j (A— - B—) + Whbouna X E(£) (C— -
Las constantes de ponderacion W son las que estan optimizadas para calibrar la energia libre
empirica. El primer término es un potencial 6/12 para fuerzas de dispersion/repulsion; los
parametros A y B fueron tomados del campo de fuerza de Amber 12. El segundo término es un
término de direccién de enlace de H basado en un potencial 10/12. Los parametros C y D se
asignan para dar una profundidad de pozo maxima de 5 kcal/mol a 1,9 A para OH y NH, y una
profundidad de 1 kcal/ mol a 2,5 A para SH. La direccionalidad del enlace de Hidrogeno E(t)
depende del angulo t. Las interacciones electrostaticas son consideradas con el Potencial de
Coulomb. El término final considera el potencial de desolvatacién basado en el volumen (V) de
los &tomos que rodean un atomo dado, ponderado por un parametro de solvatacién (S) y un

término exponencial basado en la distancia.

Los programas de docking se encuentran disefiados para proveer resultados aceptables en una
gran gama de compuestos de muy diversas propiedades fisicoquimicas que se ven reflejadas en
los conjuntos usados para calibrar la funcién de puntaje. Esto frecuentemente implica que su
performance para con un determinado sistema no sea 6ptima. Sin embargo, muchas veces uno
tiene informacidn sobre el sistema en estudio y puede agregar informacién a la funcién de modo
de guiar el experimento de docking. Por ejemplo una alternativa es usar la informacién de los
sitios de solvente aplicando la técnica de SSBDM (Arcon et al., 2017), la cual se basa en el hecho
de que en las proteinas el solvente tiende a organizarse estructuralmente en torno al sitio de
union imitando las interacciones moleculares de los ligandos cuando se unen al mismo sitio. El
método consiste en calcular los sitios de solvente del receptor en el sitio de unién y luego
realizar un calculo de docking modificando los mapas energéticos correspondientes con un
sesgo que favorece la ubicacién de grupos funcionales/atomos adecuados en las regiones donde

se formaron los sitios de solvente.

2.4 Célculos Mecanoacusnticos

Los métodos de estructura electrénica usan las leyes de la mecanica cuantica para la base de
sus calculos. Establece que la energia y otras propiedades de una molécula pueden ser

obtenidas resolviendo la ecuacion de Schrodinger:
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HY =E¥ (2.15)

Sin embargo, aun para sistemas simples las soluciones exactas de la ecuacién no son posibles
(Hislop et al., 1990). Los métodos utilizados en el calculo de estructuras electrénicas se
caracterizan por las diferentes aproximaciones matematicas usadas en la resolucién de la
ecuacion. Existen dos clases principales de métodos, los semiempiricos que utilizan parametros
obtenidos experimentalmente para simplificar los calculos y los métodos ab initio, en los cuales
los calculos se basan solamente en los principios de la mecanica cuantica. Los primeros
dependen de la disponibilidad de datos experimentales confiables. Su principal ventaja reside
en el tiempo de calculo requerido, los cuales pueden ser de varios ordenes de magnitud menor
que el de los métodos ab initio, los cuales son prohibitivos en problemas que involucran

macromoléculas como interacciones receptor-ligando.

La Teoria de Atomos en Moléculas (Atoms in Molecules, AIM) (R. Bader, 1990) se fundamenta
en los rigurosos principios de la mecénica cuntica y hereda de ésta, su poder predictivo. Es una
teoria en la que no se emplean modelos, ni estad sujeta a suposiciones arbitrarias. Proporciona
el sustento tedrico de la hipétesis de estructura molecular, en la que se reconoce a una molécula
como a un conjunto de atomos unidos por una red de enlaces. Asi, la teoria AIM se trata de un
formalismo que permite definir los conceptos de dtomo en una molécula, enlace quimico,
estructura y estabilidad molecular, cambio estructural y dar, ademas, descripciones de los
diferentes tipos de enlace e interacciones atémicas, en acuerdo con las ideas clasicas de la
quimica descriptiva. La teoria no es dependiente de ningtin método de calculo, ni experimental,
y como punto de partida s6lo necesita la densidad electrénica del sistema, que puede obtenerse

por calculos quimico cudnticos o por técnicas experimentales.

La definicion del atomo topolégico se basa en la estructura fisica que exhibe la distribucién de
carga electrénica, la cual es una manifestacion de las fuerzas que actiian dentro del sistema. Las
propiedades atémicas se describen por las mismas ecuaciones de movimiento y teoremas

asociados a la mecanica cuantica aplicadas al sistema como un todo.

El estudio de las propiedades topoldgicas de la densidad de carga p(r) se ve facilitado a través
del estudio del campo del vector gradiente asociado Vp(r). Las propiedades de este campo
proporcionan una definicion de los elementos de estructura molecular, estabilidad estructural
y permiten delinear los mecanismos de los cambios estructurales, ademas permite identificar
el conjunto de interacciones interatdmicas presentes en una molécula(R. F. W. Bader & Nguyen-

Dang, 1981). Estas interacciones atémicas pueden caracterizarse mediante el estudio de las
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propiedades del campo escalar derivado de la densidad de carga, su distribucién Laplaciana
V2p(r). El Laplaciano es una propiedad extremadamente importante de un campo escalar, ya
que permite determinar en forma directa las regiones en donde el campo esta concentrado. El
signo del Laplaciano esta determinado por el signo y 1a magnitud relativa de las tres curvaturas
locales de p(r), autovalores de la matriz Hessiana de p(r). Asi, existe una intima unién entre las
propiedades topolégicas de p(r) y su Laplaciano, y a través de las propiedades del Laplaciano
se puede establecer una relacidn entre la forma de la distribucién de carga y la mecanica que la

gobierna.

2.4.1Propiedades topolégicas de la distribucién de la densidad de carga electrénica

La densidad electroénica, p(r), es una magnitud fisica real que tiene asociado un valor en cada
punto del espacio y se la puede determinar tanto experimental como tedricamente. El valor
local de la distribucién de carga, la densidad de carga electrénica p(r), para un sistema de N

electrones y para una configuracién nuclear X fija, se define como:

p(l",X)= NZespinesf{HdT}l//* (x, X) y/(x, X) (2.16)

Donde W es una solucion de la ecuacion de Schrédinger independiente del tiempo, x representa
el conjunto de coordenadas electrénicas espaciales y de espin y r las coordenadas espaciales de

un electrén.

Se define la densidad electrénica en un punto r del espacio real como la probabilidad por unidad
de volumen de encontrar cualquiera de los N electrones del sistema en un elemento diferencial
de volumen en torno a la posicion r (R. Bader, 1990; P, 2000). p(r) se obtiene integrando la
funcién de onda sobre las coordenadas espaciales de todos los electrones excepto uno, y
sumando sobre las coordenadas de espin de todos los electrones. Las propiedades topoldgicas
de una distribucion de carga electrénica asociada con una configuracién nuclear x, se resumen
por el numeroy tipo de puntos criticos de p(r), puntos donde el vector gradiente asociado Vp(r)

se anula, Vp(r)se define como:

P .dp(r) . 0p(r)
Vo(r) =i +j +k
ox Ay dz (217)

dp(r)

En la figura 2.7 se muestra el mapa de relieve de la densidad electrénica de la molécula de agua.

Se puede apreciar en la figura, que en las posiciones nucleares la densidad electrénica toma los
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valores maximos y ademas, tiende a acumularse en las regiones donde existe un enlace quimico.
La formacién del enlace quimico genera una linea de densidad electrénica maxima en la region
internuclear, llamada Ilinea de interaccién atémica, LIA. Se ha demostrado, que la acumulacién
de carga a lo largo de esta linea de interaccion, es una condicién necesaria para asegurar la
unioén entre dos atomos. Cualquier desplazamiento lateral de dicha linea nos lleva a una region
con valores menores de la densidad electrénica. A lo largo de esta LIA, los valores de p(r) son
mas pequenos que en los nucleos, lo cual es una consecuencia directa de las capacidades
atractoras de los mismos. Ademas, a lo largo de esta linea, existe un punto en el cual p(r)
presenta su valor mas bajo. Se trata, por lo tanto, de un punto de silla de segundo orden (minimo
en la direccién del enlace y maximo en las otras dos). Ese punto se denomina punto critico de
enlace, PCE (Bader, 1984), y existe entre cada par de atomos que estdn enlazados

quimicamente.

Un punto critico se clasifica en base a su rango y signatura (w, ¢). El rango w de un punto critico
enr.(donde r.representa al vector posicion del punto critico) es igual al nimero de autovalores

Az123no nulos de la matriz Hessiana, A:

: 2 0 O
A(}=[aa_;_] —(o 4 o) (218
rior; r=re 0 0 13

La signatura o es la suma algebraica de los signos de los autovalores. Existen cuatro tipos
diferentes de puntos criticos, PC, de rango tres: (3, -3), (3, -1), (3, +3) y (3, +1). Los términos
autovalores o curvaturas, y autovectores o trayectorias de gradiente, se utilizan

indistintamente.

+ Punto Critico (3, -3) posee las tres curvaturas negativas y p(r) es un maximo local en r,
coincide habitualmente con las posiciones nucleares, por ello se denomina atractor
nuclear

4+ Punto Critico (3, -1) posee dos curvaturas negativas y p(r) es un maximo en rcen el
plano definido por los ejes correspondientes. p(r) es un minimo en rca lo largo del tercer
eje perpendicular a este plano (es minimo en la direccion de la linea que une los nicleos
atomicos entre los que se encuentra y maximo en las dos direcciones perpendiculares a

esta). Es un punto de silla y se identifica con un punto critico de enlace.
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4 Punto Critico (3, +1) posee dos curvaturas positivas y p(r) es un minimo en r. en el plano
definido por los ejes correspondientes. p(r)es un maximo en r¢ a lo largo del tercer eje
perpendicular a este plano.

4 Punto critico (3, +3) posee las tres curvaturas positivas y p(r) es un minimo local en r,
sus autovalores definen un volumen de lineas de gradiente que nacen desde este punto,

esta asociado a la idea estructural de caja.

O Z =SSN

Figura 2.7: A la izquierda mapa de relieve de la densidad electrénica y a la derecha mapa de contorno para la
molécula de agua, en el plano que contiene al nicleo de oxigeno y a los ntcleos de hidrégeno. Las flechas rosadas
sefialan los PC (3, —3) correspondiente a los atomos de la molécula de agua, y la flecha roja sefiala el PC (3, —1).
En el mapa de contorno los puntos rojos denotan la posicidn de los PC (3, —1), y las cruces negras la posicion de
los PC (3, -3).

2.4.2Campo del vector gradiente de la densidad electrénica

La funcién Vp(r)define un campo de trayectorias o vectores dirigidos en cada punto, a lo largo
del gradiente de la densidad de carga. Los vectores o trayectorias de gradiente se originan o
terminan en puntos donde V p(r) se anula, es decir en puntos criticos de p(r). La Figura 2.8
muestra el mapa del campo vector del gradiente de la densidad electrénica de la molécula de

agua, donde se observan los elementos de estructura molecular.
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+  Posicion nuclear
° PCE
Camino de enlace

Superficies interatomicas
Caminos de gradiente de p,,
Iso contornos de p,,,

Figura 2. 8: Mapa del campo vector del gradiente de la densidad electrdnica para el plano que contiene los nucleos
de oxigeno e hidrégeno de la molécula de agua, superpuesto con un mapa de contorno de la densidad.

Existe una region abierta del espacio que rodea a un punto critico (3, -3) tal que todas las
trayectorias de gradiente que se originan en este espacio, terminan sobre el punto critico. Asi,
este punto (3, -3) se comporta como un atractor del campo del vector gradiente, Vp(r). Como
en general, los maximos de la distribucién de carga coinciden con las posiciones nucleares, los
nucleos actdan como atractores de la misma. El resultado de esta identificacion es tal que el
espacio de una distribucién de carga molecular es particionado en regiones disjuntas
denominadas cuencas, cada una de las cuales contiene un punto atractor o nudcleo. Un dtomo

(libre 6 unido) se define entonces como la unién del atractor y su cuenca asociada.

Alternativamente, un atomo se puede definir en término de sus fronteras o limites. Un 4&tomo
en una molécula esta separado de sus vecinos por lineas de gradiente que definen superficies
interatémicas o IAS por sus siglas en ingles. Las trayectorias de gradiente que definen dicha
superficie (en negro) terminan en los puntos criticos de enlace (puntos rojos). Es decir que la
existencia de una superficie interatémica indica la presencia de un punto critico (3, -1) entre
dos nucleos vecinos. En la figura 2.8 se muestran solo dos trayectorias de gradiente que
terminan en cada punto critico de enlace, que corresponden a las Unicas dos trayectorias que
se encuentran en el plano de la molécula. Pero existen infinitas trayectorias de gradiente que

inician en el infinito y terminan en cada PCE, que definen las IAS. (Figura 2.9)
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Figura 2.9: Una vista tridimensional del conjunto de trayectorias de Vp r que terminan en un punto critico de
enlace y definen una superficie interatémica y del tinico par de trayectorias que se originan en el mismo punto
critico y definen un camino de enlace (grafico tomado de Bader, 1990).

Debido a las propiedades topolégicas de un punto critico (3, -1), las superficies interatémicas,
S(r), tienen un caracter unico: son las unicas superficies continuas y cerradas que satisfacen la

condicion de flujo cero:
Vo(r)n(r)=0 (2.19)

Donde n (r) es el vector normal a la superficie S en r. Esta condicidn equivale a decir que todas
las trayectorias generadas en las cercanias de un dado nucleo, terminan sobre este nucleo y
ninguna atraviesa la cuenca de un atomo vecino. Finalmente, los pares de caminos de gradiente
que se originan en cada punto critico (3, -1) terminan sobre los nicleos vecinos definiendo una
linea alo largo de la cual, la densidad de carga es maxima con respecto a cualquier linea vecina,
esta linea es la llamada linea de interaccién atémica. La acumulacién de carga a lo largo de esta
linea de interaccién, es una condiciéon necesaria para asegurar la uniéon entre dos atomos.
También es una condicién suficiente cuando las fuerzas entre los nucleos estan balanceadas y
el sistema posee una energia minima a la separacién internuclear de equilibrio. En este caso la
linea de maxima densidad de carga entre los nucleos es llamada linea de enlace o camino de
enlace, CE, y el punto critico (3, -1) es llamado punto critico de enlace, PCE. La red de caminos
de enlaces que unen a ntcleos vecinos se denomina grafo molecular. Se ha observado que los
grafos moleculares que se obtienen de esta forma, coinciden con los que se obtendrian uniendo

aquellos pares de atomos que en base a argumentos quimicos se consideran enlazados.
2.4.3 Propiedades del Laplaciano de la densidad de carga

En una dimension, la curvatura de p(r) es una medida de la diferencia entre su valor promedio
en puntos vecinos ar y su valor en r. El analogo tridimensional es el Laplaciano de p(r). Un valor

negativo para el Laplaciano en algin punto significa que la carga electrénica tiende a
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concentrarse en este punto. El Laplaciano a través de las magnitudes relativas de sus tres
curvaturas, determina el desequilibrio en las contribuciones de las energias cinética y potencial
al virial de un sistema. Esta propiedad de relacionar las regiones de concentraciéon y de
reduccion de carga con regiones en donde dominan la disminuciéon de energia potencial y
aumento de la energia cinética respectivamente constituye la base para la clasificacion de las

interacciones atomicas.

EL Laplaciano de la densidad electroénica, V2p, es utilizado para describir el modelo del agujero
o en EXs, ya que proporciona informacion sobre las regiones donde la carga electrénica esta
concentrada, discriminando entre “holes” (cuando V2p(r)< 0) o “lumps” (cuando V2p(r)> 0). En
estrecha analogia este enfoque considera el EX como una interaccién entre un agujero en un

atomo de halégeno y un bulto en la base de Lewis base (Eskandari & Zariny, 2010)
Distribucién Laplaciana:

El Laplaciano de la densidad de carga (VZp (r)) determina las regiones espaciales donde la
densidad de carga se concentra o disminuye localmente. La topologia de la distribucion
Laplaciana refleja la estructura de capas de los d&tomos aislados, existiendo una sub-capa de
concentracién de carga seguida de otra sub-capa de deplecidn de carga por cada capa cudntica
del atomo. La sub-capa mas externa de concentraciéon de carga se denomina capa de
concentracién de carga de la capa de valencia (VSCC)(R. Bader, 1990). Cuando un atomo esta
involucrado en un enlace, la simetria esférica de la VSCC se rompe y aparecen regiones de
maxima y minima concentracién de carga sobre esta sub-capa. Si bien los maximos en una
distribuciéon de carga aparecen sdlo en las posiciones nucleares, ello no implica que la
contraccion de p(r) hacia los nuicleos sea dominante a todas las distancias del nicleo, ni atn en

un atomo aislado.

De forma que ademas de las regiones en donde la contraccion de p(r) alo largo de la linea radial
hacia los ntcleos es dominante y V2p(r) > 0 , debe existir una regién o regiones donde la
magnitud de las curvaturas de p(r) perpendiculares a esta linea radial sea dominante, y V2p(r)
< 0. Asi, V2p(r) exhibe nodos esféricos en un atomo y el nimero de nodos esta relacionado con
su estructura de capa. Existen pares de regiones, una negativa y otra positiva, para cada capa

cuantica principal, siendo las regiones internas, zonas de concentracién de carga electrénica
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Figura 2.10: Mapa de relieve del Laplaciano de la densidad de carga electrénica de la molécula de agua en el plano
que contiene sus dtomos. Ndtese la VSCC del &tomo de oxigeno, con regiones de mayor y menor concentracién de
carga.

Otra de las propiedades importantes del Laplaciano de la densidad electrénica dentro de
la teorfa de Atomos en Moléculas es su relacién con la densidad de energia. Esta relacién
sale inmediatamente de la aplicacion del teorema del virial local (Bader,1990; Popelier, 2000),

el cual, en unidades atémicas, queda expresado de la siguiente manera:
1
2G(r) +V (r) = ;v (@) (2.20)

Donde G(r), es la densidad de energia cinética y V(r) es la densidad de energia potencial.

La ecuacién anterior establece que en cada punto del espacio existe un balance entre la
densidad de energia cinética y potencial, corregida por el valor del Laplaciano en el punto
considerado. Esta densidad de energia es dimensionalmente equivalente a una fuerza por
unidad de superficie, esto es, una presion. Asi, el Laplaciano puede entenderse como una
medida de la presion ejercida sobre la densidad de carga electrdnica, relativa al valor nulo que
impone la condicion de flujo cero en la superficie atémica, que se puede reescribir como una
condicion de nulidad sobre la integral de volumen del Laplaciano extendida a toda la cuenca
atomica. En las regiones en las que el Laplaciano es negativo, 1a densidad de carga se encuentra
fuertemente enlazada y comprimida por encima de su distribuciéon promedio. Sin embargo, en
las regiones de Laplaciano positivo la densidad de carga se expande con respecto a su
distribucion promedio. Esto tiene una influencia decisiva en las propiedades reactivas de la

molécula.
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C[asiﬁcacién de las interacciones atémicas

El hecho de que la funcién V2p(r) es capaz de determinar las regiones de una molécula en donde
la carga electroénica esta concentrada o disminuida, permite dar una clasificacién rigurosa de
las interacciones atdmicas. Asi, si el valor del Laplaciano de p en el PCE es negativo, se tiene una
interaccion de capa compartida (que usualmente se corresponde con los enlaces covalentes o
polares de la quimica tradicional). La distribucién de carga en estas interacciones, esta
dominada por las curvaturas negativas de p(r), perpendiculares a la direccion de la interaccién
interatémica. Es decir, la carga electrénica estd concentrada en la regién internuclear como
resultado de la contracciéon perpendicular de p(r) hacia la linea de interaccién o camino de
enlace. Esta concentracion de carga se refleja en un valor relativamente grande de p(r),y en una
relaciéon [A;//A3; > 1, ambas medidas en el PCE. La region del espacio en el cual VZp(r) < 0,
contiene al PCE y es contigua sobre las regiones de valencia de ambos atomos. Ellos comparten
la densidad electrénica de la capa de valencia conduciendo a una regioén contigua de energia

potencial relativamente baja que se extiende sobre la cuenca de ambos atomos.

El segundo tipo limite de interaccién atémica es el que se observa cuando V2p(r) > 0, en el PCE,
llamado interacciones de capa cerrada (que usualmente se corresponden con los enlaces
ionicos, enlaces de hidrogeno e interacciones de van der Walls). Estas interacciones estan
dominadas por el principio de exclusién de Pauli. p(r) toma valores relativamente bajos, la
relacion [A://A; < 1, en el PCE. El signo del Laplaciano en estos casos, estd determinado por la
curvatura positiva de p(r) a lo largo de la linea de interaccién, mientras que el principio de
exclusion conduce a una reduccién de carga en la superficie interatémica. Estas interacciones
estdn dominadas por la contraccién de carga desde la superficie interatémica hacia cada uno
de los nucleos. El Laplaciano es positivo sobre toda la region de interaccién y la contribucién de
la energia cinética en esta region es relativamente elevada.

Por otra parte, se define la densidad de energia total en un punto como:

H(r) =G(r) +V (r) (2.21)

La densidad de energia electréonica total en un PCE, H , permite caracterizar el tipo de
interaccion (Arnold & Oldfield, 2000; Jenkins & Morrison, 2000). Un valor negativo de H indica
que la energia potencial predomina sobre la cinética, y teniendo en cuenta la ecuacion, puede

interpretarse como una consecuencia de la acumulaciéon de carga en el PCE. Al existir una
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acumulacién de carga, interacciones donde |V| > Gy H < 0, se dice que tienen caracter covalente,

mientras que una H > 0 siempre es indicativo de interacciones de capa cerrada.
2.5 Andlisis de Interacciones a través de SIFt

Consiste en el estudio de interacciones basdndose unicamente en distancias interatémicas,
siguiendo el enfoque utilizando por Deng (Deng et al., 2004). Esta metodologia se basa en la
construccién de una huella digital (“fingerprint”) de interacciéon que traduce la informacién de
unién estructural 3D de un complejo proteina-ligando en una cadena binaria unidimensional
1D (comprendida por 1 denotando presencia y 0 ausencia de una determinada interaccion).
Este método utiliza el coeficiente de Tanimoto (Tc) como medida cuantitativa de la similitud de

la cadena de bits (Willett et al., 1998). El Tc entre dos cadenas de bits A y B se define como:

TcA, B=|ANB|/|AUB|  (2.22)

donde |A N B]| representa el nimero de interacciones o bits encendidos comunes entre los
complejos Ay B; y |A U B| representa el nimero de interacciones o bits encendidos en uno de
los complejos A o B. El valor del coeficiente de Tanimoto oscila entre 0 y 1, donde 0 representa
maxima disimilitud (es decir ningtn bit o tipo interaccién en comin) y 1 representa maxima

similitud (todos los bits de la huella dactilar en comun).

La representacién de las interacciones como huellas dactilares permite agrupar, filtrar y
perfilar bibliotecas de compuestos utilizando enfoques que estan siendo ampliamente
empleados en el campo de la diversidad quimica. SIFt puede servir como organizador
molecular y filtro postdocking, ya que permite reorganizar potencialmente millones de poses

de docking en funcién de sus patrones generales de interaccién.

2..6 Aplicaciones en el Trabajo de Tesis

Los métodos descriptos de han utilizado en diferentes etapas del desarrollo del presente
trabajo, en los capitulos respectivos se detallan especificamente cada una las metodologias y
herramientas utilizadas, las cuales se ajustaron en base a los blancos en estudio y a los
inconvenientes planteados para la correcta descripcion de los Enlaces de halégeno en cada

sistema.
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El modelado por homologia con multiples “templates” se ha utilizado en el capitulo 5 para
construir las estructuras tridimensionales de los Receptores Dopaminergicos, las cuales no se
encontraban cristalizadas, y se lograron modelar, a través de este método, en su forma activa e
inactiva, siendo la obtencidn de estructuras representativas de estos blancos moleculares

indispensables para iniciar el trabajo.

Debido a que los métodos de Mecanica Molecular no describen correctamente las propiedades
de los Enlaces de Hal6geno, previamente hubo que calibrar las técnicas de Dindmica y Docking
Molecular para lo que se ajustaron los pardmetros de cada método. La parametrizacion de la

técnica de Docking Molecular se detalla en el capitulo 3.

Luego de optimizadas estas metodologias se aplicaron a los blancos moleculares en estudio. Asi,
las simulaciones de Dinamica Molecular se utilizaron para estudiar los inhibidores de la enzima
Cruzipaina en el capitulo 6, mientras que la técnica de Docking Molecular se efectué para
estudiar y caracterizar los farmacos que actian sobre los receptores dopaminérgicos en el

capitulo 5.

La técnica de andlisis QTAIM se utiliz6 a lo largo de todas las etapas de la presente tesis con
diferentes objetivos, principalmente se realiz6 para analizar las caracteristicas de los EXs en
sistemas biolégicos como se detalla en el capitulo 3, posteriormente en el caso de la enzima
Cruzipaina se aplic6 esta metodologia para comparar las interacciones en inhibidores
halogenados y sus analogos no halogenados, y finalmente en los receptores dopaminergicos se

evaluaron los patrones de las interacciones en compuestos agonistas y agonistas inversos.
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Capitulo 3

Descripcién y parametrizacién de
Enlaces de halégeno en entornos
biolégicos




CAPITULO 3

La formaciéon de los agujeros o en los EXs es una consecuencia de la anisotropia de la
distribuciéon de densidad de carga alrededor del halégeno lo que supone un desafio a los
actuales enfoques del modelado molecular, dado a que estos métodos consideran a los atomos
de halégeno como dotados de un potencial electrostatico enteramente negativo y fallan al
describir correctamente los EXs. Con el fin de mejorar la descripcion del EXs en el método
Docking Molecular, en la primera parte de este capitulo se buscé parametrizar el agujero o.

Como estudios previos han demostrado que los residuos de las proteinas que rodean al &tomo
de halégeno podrian perturbar su distribucién electrénica y la fuerza del enlace X. En la
segunda parte, se realizé un estudio estructural en bases de datos publicas de complejos
proteina-ligando unidos a través de EXs para obtener una descripcion del “EX entorno” basado

en la densidad de carga, con ayuda de la Teoria Cuantica de los Atomos en Moléculas (QTAIM).

3.1 Enlaces de halégeno en métodos de modelado molecular

Los enlaces hal6genos han sido reconocidos en las dltimas décadas como una interaccion
molecular atipica, y se han utilizado en la ciencia de los materiales, asi como también para la
optimizacion de compuestos lideres en el disefio de farmacos. Como se explic6 previamente, los
EXs son interacciones orientadas direccionalmente, que involucran la region electrofilica del
halégeno (Zimmermann etal,, 2014) , y el agujero o, con carga positiva, debido a la polarizaciéon
que ocurre cuando un electrén de la capa de valencia del halégeno participa en la formacién de
orbitales moleculares que se genera al formarse un enlace covalente(Clark et al., 2007).
Comprender que los halégenos unidos covalentemente no son simples dtomos ricos en
electrones es indispensable para el uso de los EX. La quimica de los hal6genos ha sido explotada
debido a que se han considerado tutiles para la optimizacién de las propiedades ADMET ya que
mejoran la absorcion oral y facilitan el cruce de barreras biolégicas; ademas, son utiles para
llenar pequefias cavidades hidrofébicas presentes en muchos blancos moleculares como
proteinas, prolongando también la vida util del medicamento.

Un estudio estructural previo de los EX en los complejos de proteina-ligando ha revelado que

el oxigeno del carbonilo perteneciente al backbone de la proteina es la base de Lewis
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generalmente involucrada en los enlaces X en los sitios de unién a proteinas, probablemente
debido a su presencia en cada aminoacido(Wilcken et al., 2013). Con respecto a la estructura
donante de enlaces X, los sistemas aromaticos halogenados son los reconocidos como mas
comunes en la quimica medicinal.

La existencia del agujero-o, es decir la distribucién asimétrica de la densidad electrénica sobre
el atomo de haldégeno que interacttia con un donador de electrones supone un serio desafio a
los actuales enfoques de modelado molecular en el disefio de farmacos (Docking, Dindmica
Molecular, etc.) dado que estos métodos fallan en describir correctamente los sistemas
enlazados por halégeno. Entender la asimetria electronica los EXs ha sido de gran impacto para
el modelado computacional de los halégenos para desarrollar nuevos farmacos en los cuales se
puede predecir como la adicién o eliminacién de un dtomo a un nuevo candidato a fArmaco
aumentara o disminuira su afinidad de union.

La mayoria de los 4&tomos se, en las técnicas de modelado molecular, se tratan como objetos
esféricos, con una distribucion isotrépica de carga sobre su superficie, pero modelar hal6genos
de esta manera seria predecir incorrectamente la interaccién entre el halégeno y la base de
Lewis, y puede conducir al fracaso del desarrollo de nuevos farmacos. Para comprender como
un EX particular puede contribuir a la estabilidad de un sistema, primero debemos entender la
estructura-energia de los enlaces X.

Actualmente, P. S. Ho y sus colegas abordaron el tema derivando un conjunto de ecuaciones
para el campo de fuerza MM / MD basadas Gnicamente en las propiedades fisicas de &tomos de
halégeno unidos covalentemente. Ellos encontraron funciones para los potenciales Coulomb y
Lennard-Jones que describen la carga efectiva y la forma de los &tomos de Bromo en funcién
del angulo C - Br --- Y(Carter et al,, 2012). Este método fue utilizado con éxito para modelar las
relaciones estructura-energia en relacién con los modelos de uniéon de ADN estudiados por el
mismo grupo.

Los métodos mecano-cuanticos describen correctamente los EXs, pero estos calculos se vuelven
prohibitivos a medida que aumenta el nimero de atomos en el sistema biol6gico como también
el nimero de moléculas a ser evaluadas, en un “screening” virtual. Dentro del disefio de
farmacos asistido por computadora, la utilizacion de métodos computacionalmente no-
cuanticos mas baratos resulta inevitable. Teniendo en cuenta tal deficiencia, en este capitulo de
la tesis, se calibrara el método de Docking Molecular cuyo fundamento teérico fue descripto
previamente en el capitulo 2, de modo que pueda representar apropiadamente este tipo de

interaccion.
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Para parametrizar este método se utilizard como modelo el trabajo de Santos-Martins (2014)
(Santos-Martins et al., 2014) en el cual desarrollaron un modelo direccional e independiente
de la carga para que el campo de fuerza describa correctamente las interacciones de
coordinacién de Zinc en AutoDock4, proporcionando mayor precision que el campo de fuerza
convencional. Debido a que las interacciones se modelan de forma independiente para
diferentes tipos de atomos, obteniendo potenciales especificos para cada uno, pudieron
parametrizar el campo de fuerza de AutoDock para el Zinc, y asi modelaron las interacciones de
coordinacidn de este atomo con los ligandos en este caso. Para ello primero seleccionaron un
conjunto de complejos con valores de afinidad experimentales; a través del andlisis de este
conjunto de datos obtuvieron los parametros geométricos que fueron modificados y calibrados
para ajustar el campo de fuerza y generar el nuevo denominado Auto- Dock4Zn, el cual luego
fue validado.

De manera similar, en esta tesis se aprovechara la informacién estructural disponible para
poner a punto las técnicas de modelado para EXs (parametros del campo de fuerza, mapas-
grilla de afinidad pre-calculados, funcién de scoring, etc.), hasta lograr reproducir las
caracteristicas de unién encontradas experimentalmente. Asi, para la parametrizacion del
Docking en una primera etapa ajustaremos el potencial de Lennard-Jones y luego la

direccionalidad del EX. El potencial de Lennard- Jones se representa por la ecuacion:

s [(2)" - ()]

€ es la profundidad del potencial o potencial de pozo
o es la distancia (finita) en la que el potencial entre particulas se anula

r es la distancia entre particulas.

El potencial de Lennard-Jones 12-6 varia en funcién de la distancia de los &tomos interactuantes
(Figura 3.1), en la figura se muestran los parametros asociados al minimo de este potencial que
son la distancia interatémica de equilibrio Rmin (en A) y el potencial del pozo ¢ (en kcal/mol).
Estos parametros pueden ser ajustados para reproducir datos experimentales o pueden ser

deducidos de resultados muy precisos de calculos de quimica cuantica.
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r(A)

Figura3. 1: Variacion del potencial de Lennard-Jones en funcién de la distancia de los &tomos interactuantes

Luego de parametrizada la técnica de Docking Molecular para EXs, se realizara un relevamiento
de los complejos ligando-proteina que contienen haldégeno, especificamente halobenceno, en
entornos bioldgicos, empleando una herramienta muy rigurosa para describir las interacciones
del halégeno, la cual se basa en la distribucion de densidad de carga del sistema (QTAIM). A
través de esta técnica es posible detectar interacciones no direccionales como, por ejemplo,
aquellas que involucran electrones m en anillos aromaticos o enlaces de hidrégeno no
convencionales que involucran a donantes C-H entre otros contactos hidr6fobos débiles e
inusuales, que de otro modo podrian perderse en un andlisis meramente geométrico de las
interacciones. QTAIM no hace distinciones arbitrarias entre diferentes interacciones no
covalentes (es decir, enlace de hidrégeno, contacto hidr6fobo, contacto polar, etc.) ya que para
todos se aplica la misma condicién para la existencia de una interaccidn, es decir, la presencia
de un camino de enlace (BCP) y los puntos criticos (BP) correspondientes que lo conectan a los
atomos unidos como se describi6 en el capitulo 2

Posteriormente, en el capitulo 4, se aplicara este método parametrizado para la elaboracion de
un protocolo que permita predecir la formacién de EXs basado en las interacciones de los

entornos pI‘OtEiCOS.
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3.2 Procedimiento

3.21. Parametrizacién de docking molecular para compuestos halogenados

3.21.1 Formacién del Enlace de halégeno y calibracién del potencial de pozo:

+ Para realizar el andlisis se utiliz6 la base de datos Binding MOAD, Mother of All
Databases (Hu et al, 2005), que contiene 41409 complejos ligando-proteina, se
buscaron ligandos con Cl, Br o I unidos a un carbono aromatico aplicando filtros con
scripts de Jupyter notebook, una interfaz web de cdédigo abierto que permite la
inclusion de texto, video, audio, imagenes asi como la ejecucion de cédigo a través del
navegador en multiples lenguajes(Kluyver et al., 2016). Posteriormente, a través de
herramientas quimioinformaticas se seleccionaron aquellos complejos que forman EXs
con un oxigeno carbonilico de la proteina. La distancia se defini6 a partir de los radios
de Van der Waals de cada 4tomo (d (I-Y) = 3.50 &, d(Br-Y) =3.37 4, d (CI-Y) =3.27 A) y
se consideré un angulo (Ca-X-Y) >= 140°. Se seleccionaron aquellos complejos que
tenian registrado valores de Ki y luego se los clasifico de acuerdo al Hal6geno presente
en el ligando (Yodo, Bromo y Cloro). Obteniendo un conjunto de 32 complejos, 3 con
ligandos con yodo, 9 con bromo y 20 con ligandos clorados

+ Docking Nativo: se realizé Docking con el programa Autodock4 (Morris et al., 2009), de
cada proteina con el ligando halogenado presente en la estructura nativa. Se calcul6 los
valores de RMSD (desviacién cuadratica media) tomando como punto de corte 2 A
(Figura3.2).

+ Parametrizacion: para ajustar la técnica de Docking Molecular se prob6 modificar
ciertos parametros, se agreg6 un pseudo atomo para simular el agujero-sigma, para
ello el EP se colocé a lo largo de la linea del enlace covalente entre el halégeno y el
carbono aromatico (es decir, un angulo Car-X-EP de 180.0 °) a una distancia de 2.00 A
del nucleo del halégeno, que es aproximadamente el radio de Van der Waals (en
promedio) de los halégenos. y se definié un potencial de interaccién de Lennard-]Jones
12-6 de este pseudo-atomo con atomos de oxigeno para simular el enlace halégeno con
el backbone de la proteina, el tipo de EX mas comun en sistemas bioldgicos. Para definir
este nuevo potencial de interaccién se utilizé de referencia el protocolo de trabajo

descripto por (Santos-Martins et al.,, 2014). Se realizaron calculos de Docking variando
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los potenciales de pozo, con el fin de mejorar el rendimiento del algoritmo de docking

en la descripcidn de las poses o modos de union del ligando en las estructuras cristalina.

3:21.2 Ajuste de la direccionalidad del EX:

+ Se parti6 de los complejos obtenidos del filtrado de la Base de datos Binding MOAD (Hu
et al.,, 2005) utilizando todos los complejos sin la restriccion de que tuvieran registrados
datos de afinidad, obteniendo asi un total de 86 complejos.

+ Se utiliz6 solamente el anillo halobencenico de cada ligando (es decir, yodobenceno,
bromobenceno o clorobenceno). Se agregé un pseudoatomo o extra punto (EP) en el
extremo del halégeno para imitar el agujero sigma y ademas, el oxigeno carbonilico
aceptor del enlace X designado se renombro como OX y se introdujo un potencial
dentro del campo de fuerza de acoplamiento para impulsar la formacién de enlaces X,
el EP interactiia con el &tomo de oxigeno carbonilico designado a través de un potencial
de 3.00 kcal/ mol con una distancia de equilibrio de 3.00 A (2.00 & para d (X — EP) +
1.00 A para d (EP..0))(Santos-Martins et al,, 2014) .

+ Se realizd paralelamente con los mismos complejos Docking Molecular sin la

parametrizacion previa, los resultados de ambos se compararon.

3.2.2 Caracteristicas de los entornos de los Enlaces de halégeno en complejos biolégicos

+ Biblioteca de complejos ligando-proteina: se utilizé el mismo conjunto de complejos
ligando-proteina del paso anterior (3.2.1.2) Los complejos estructurales en la base de
datos Binding MOAD se descargaron en formato PDB, para seleccionar todos los
complejos de proteinas cuyos ligandos contienen como subestructura cloro, bromo o
yodobenceno se utilizaron herramientas quimioinformaticas, el software Open
Babel(O’Boyle et al., 2011) y Jupyter notebook (Kluyver et al., 2016)

+ Preparaciéon de las estructuras PDB: las estructuras seleccionadas se limpiaron
eliminando las coordenadas redundantes, si en la estructura habia mas de una unidad
bioldgica, s6lo se conservaba la primera. Para las proteinas con conformaciones
alternativas, solo se mantuvo la conformacién A. Cuando estaban presentes dos o mas
cadenas de proteinas, solo se conservo la cadena A. La alineacion de los complejos con
respecto a las moléculas de halobenceno de referencia se realizé con la funcién PyMOL

“ pair_fit” (Schrodinger, 2010).
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La falta de atomos de hidrogeno en las estructuras PDB impone cierta incertidumbre a las
ocurrencias de enlaces H en esas estructuras, por eso se emple6 el software Reduce con la
opcion “-BUILD” que agrega hidrégenos y realiza la optimizacién de grupos ajustables (OH, SH,
NH3+, Met-CHs3, y Asn, Gln y la orientacidn de la cadena lateral His) (Word et al., 1999)

+ Andlisis QTAIM: De los complejos que cumplian los requisitos geométricos se
prepararon modelos reducidos, incluyendo el ligando y los residuos del bolsillo de
union, conteniendo solamente los atomos que se encontraban a una distancia < 4 A del
atomo de halégeno con los programas Chimera (Pettersen et al., 2004) y GaussView.
Los residuos terminales en los modelos reducidos se completaron manualmente con
atomos de hidrégeno. La densidad de carga se calcul6 mediante la metodologia de la
teoria del funcional de la densidad con el funcional hibrido corregido por dispersién
MO06-2x y el conjunto de bases DGDZVP (Siiskonen & Priimaggi, 2017) . Todos los
calculos de la estructura electronica se realizaron con el paquete Gaussian (M. ]. Frisch,
G. W. Trucks, H. B. Schlegel, G. E. Scuseria, M. A. Robb, J. R. Cheeseman, G. Scalmani, V.
Barone, G. A. Petersson, H. Nakatsuji, X. Li, M. Caricato, A. Marenich, ]. Bloino, B. G.
Janesko, R. Gomperts, B. Mennucci, H. P. Hratchian, J. V. Ort, 2016). El analisis topolégico
de la densidad de carga se realiz6 luego con el software Multifuncional Wavefunction

Analyzer (Multiwfn) (Lu & Chen, 2012)

3.3 Resultados

3.3.1. Parametrizacién de Docking molecular para compuestos halogenados

3.31.1 Formacién del Enlace de halégeno y calibracién del potencial de pozo:

Durante una primera etapa se aplicé el método sin calibrar, y posteriormente se parametrizo el
agujero ¢ para lo cual se adapté la metodologia descripta por Santos-Martins (2014), y se
realizé Docking al mismo grupo de complejos en estudio para comparar los resultados

obtenidos

La formacion de EX se logré mediante la adicién de un pseudo atomo o punto extra (EP) en el
extremo del halégeno (del anillo del ligando de halobenceno) que puede interactuar con el

atomo de oxigeno del carbonilo de la cadena principal. El EP imita el agujero sigma de hal6geno.
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La calibracién se realiz6 variando el potencial de pozo, para obtener el que valor que mas se

ajusta al modelo y con el cual se obtienen los mejores resultados.

+ Docking Nativo: El rendimiento del programa de docking en cuanto a la prediccién de

la pose correcta puede ser determinada por su habilidad para reproducir los modos de
unién en un conjunto de prueba de complejos ligando-proteinas. El indicador de
rendimiento mas comunmente usado es el porcentaje de ligandos para el cual la
solucién mejor ranqueada del programa de docking estd dentro de un punto de corte
(generalmente 2A) de desviacién cuadratica media (RMSD) en comparacién con el
modo de union experimental. Para los resultados del docking nativo, sin parametrizar,
se realizo6 el calculo de RMSD, observando que en un gran porcentaje de los complejos
supera el valor de corte (Figura 3.2). En la figura 3.2 se puede observar que para los
complejos con Bromo en la estructura del ligando el 70% obtuvo un RMSD > 2, por lo
que serfa conveniente la parametrizacién del método de docking, debido a que los

resultados no serfan precisos.

DOCKING DOCKING
20 100
18 90
16 80
14 2 70
7] o
g 12 RMSD< 2 E 60 % RMSD < 2
3 10 ERMSD > 2 g so m % RMSD >2
= |
3 8 S 40
6 X 30
4 20
2 y | T - 10 i p”
0 ! 0 “
10DO CLORO BROMO 10DO CLORO BROMO
A LIGANDOS B LIGANDOS

Figura 3.2: Resultados del calculo RMSD del docking nativo de los complejos de acuerdo al tipo de halégeno del

ligando. A) nimero absoluto de complejos B) nimero de complejos expresado en forma porcentual.

+ Parametrizacion: Se fue variando el valor de potencial de pozo en el campo de fuerza de

AutoDock4, y se realizé nuevamente el calculo de docking de los 32 complejos luego de
cada ajuste; se compararon las poses predichas por el método respecto a los modos de
unién cristalograficos mediante el calculo de desviacion cuadratica media (RMSD) entre
las estructuras experimentales y las predichas por el campo de fuerza modificado para
cada potencial (Figuras 3.3, 3.4 y 3.5). Los resultados se clasificaron segun el tipo de

halégeno presente en el ligando.
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Figura3.3: Porcentaje de complejos con ligandos clorados con RMSD < 2 A en funcién de la variacién de potencial

de pozo.
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Figura 3.4: Porcentaje de complejos con ligandos bromados con RMSD < 2 A en funcién de la variacién de

potencial de pozo.
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Figura 3.5: Porcentaje de complejos con ligandos iodados con RMSD < 2 A en funcién de la variacién de potencial

de pozo.

En la figura 3.3 se puede observar en los complejos con ligandos clorados que el mayor
porcentaje de complejos con un RMSD < 2 A (78%) se obtienen con un potencial de pozo de 3
kcal/mol; en las estructuras que contienen bromo (figura 3.4) se presenta un 88% de complejos
con RMSD < 2 A con los valores de potencial entre 2-3 kcal /mol. En la figura 3.5 se detalla que
en el 98% de los ligandos iodados se obtuvo un valor de RMSD < 2 A a un potencial de 3 kcal

/mol.

En base a estos resultados, se puede generalizar que hay una mejoria en las poses de docking
en mayor nimero de complejos utilizando un potencial de pozo de 3 kcal/mol en el campo de

fuerzas de AutoDocki. Por este motivo en las préximas etapas se utilizara este valor.
3.31.2 Ajuste de la direccionalidad del EX

Un problema importante que se enfrenta en la parametrizacién de EX es que cualquier residuo
de la proteina con un atomo de oxigeno aceptor (OA) podra interactuar con el agujero sigma,
incluso aquellos residuos de cadenas laterales como los grupos carboxilo de residuos aspartico
/ glutdmico o hidroxilo de serinas / treonina. Esto hace que la tarea de predecir la formacién
de enlaces sea muy dificil. En consecuencia, se redujo el problema a un bolsillo de unién

particular que el usuario estd interesado en apuntar con un anillo de halobenceno (por ejemplo,
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para mejorar la afinidad del ligando). De ese modo, se obliga a formar el EX deseado (Figura

3.6)

Figura 3.6: : Esquema del procedimiento para la calibracién de EX en el Docking Molecular, a) Se agrega un
pseudoitomo que imita el agujero o del halégeno a una distancia de 2.00 A, b) para simplificar, se utiliza solo el anillo
de halobenceno del ligando, c) se selecciona qué atomo de oxigeno de carbonilico dentro del bolsillo de la proteina
formara el enlace X y se cambia el nombre de O a OX, d) se puede ver el resultado de la pose de Docking Molecular
utilizando un potencial de pozo especial que se introduce dentro del campo de fuerza para impulsar la formacién de

enlaces X (gris) y la pose de Docking realizado sin parametrizar EX (magenta)

Como de la parametrizacion del potencial del pozo en la etapa anterior se observo que para los
tres tipos de halégenos se obtiene un mejor resultado utilizando un potencial de 3 kcal/mol,

para los calculos de docking en este paso se utiliz6 este valor de potencial.




Comparando con los resultados del Docking Molecular sin parametrizar se pudo observar una
mejora en la predicciéon del enlace X cuando se agrega el potencial y se direcciona el enlace a un
oxigeno especifico (0X) (Figura 3.7), observando que el EX se mantiene estable, y que las poses

obtenidas son similares a las de las estructuras cristalinas.

Figura 3.7: Comparacién de los resultados obtenidos de Docking Molecular parametrizado para EXs (gris) y las
poses de Docking realizado sin parametrizar (magenta). Como una esfera color rojo se puede observar el atomo de

oxigeno aceptor del enlace halégeno (0X).

3.3.2 Caracteristicas de los entornos de los Enlaces de hal6geno en complejos biolégicos

En una segunda parte de este capitulo, se realizé un relevamiento de las interacciones presentes
en entornos bioldgicos y su influencia en la formacion de EXs, basado en el andlisis QTAIM, con
este fin se siguio el procedimiento detallado en la figura 3.8.

Con este objetivo se realiz6 el calculo de densidad electréonica de 86 complejos, 20 con
bromobenceno en su estructura, 9 incluyen yodobenceno y 57 clorobenceno. Se obtuvieron
también los datos de otros elementos topologicos que se utilizaron para el andlisis del entorno

(Anexo A)
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Figura 3.8: Esquema de trabajo, a) se analiz6 la base de datos Binding Moad (Hu, 2005), se seleccionaron ligandos
con un haldgeno unido a un carbono aromatico, b) Se filtraron los complejos que forman EX al oxigeno de un grupo
carbonilo, ¢) Los complejos fueron alineados por el anillo halobencenico del ligando, d) Se construyeron modelos

reducidos de los complejos para calcular la densidad de carga, y e) Analisis de densidad de carga

Las figuras 3.9 y 3.10 muestran una superposicion de elementos estructurales y topolégicos,
respectivamente, para los modelos reducidos alineados. Las esferas que rodean el atomo de
halégeno en la figura 3.10 son los puntos criticos de enlace (BCP) de las interacciones de
halégeno con los atomos de proteinas. El color de la esfera indica el tipo de atomo que
interactia, mientras que el tamafio de la esfera es proporcional al valor de densidad de carga
asociado a la interaccion.

En la figura 3.10 se puede observar que los atomos que interactian en mayor proporciéon son
los &tomos de hidrogeno (esferas blancas) formando posiblemente Enlaces de Hidrogeno (EH),
el cual se define como una interaccién intermolecular de tipo X-HeeeY en la cual debe existir
evidencia de enlace e involucrar al atomo de H unido covalentemente a X (Pimentel, 1960), en
los EHs convencionales X e Y son atomos con electronegatividades mayores al H, que poseen
pares electronicos libres ( por ejemplo O, N, F, Cl). El grupo X-H es el dador de protén e Y es el

aceptor de proton.
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Figura 3. 9: Entorno atémico del cloro en los bolsillos de unién a proteinas. La figura muestra la superposicién de
elementos estructurales de varios complejos de clorobenceno-proteina que previamente estaban alineados por el
resto clorobenceno. La imagen es similar a un nido muestra los residuos de proteinas que interactuan con el cloro

en los complejos superpuestos.

Figura 3.10: Entorno de los halégenos en los bolsillos de unién a proteinas, en la figura A se ve los complejos con
Cloro, en B los complejos con ligandos bromados y en C con ligandos iodados. La figura muestra la superposicién de
los elementos topoldgicos relacionados con las interacciones de cada halégeno con residuos de las proteinas. La
imagen muestra la distribucidn de los puntos criticos de densidad de carga asociados a las interacciones del halégeno
con los atomos de proteinas, estos se representaron con esferas, el color de la esfera indica el tipo de atomo que
interactua con el halégeno (rojo: oxigeno, blanco: hidrégeno, celeste: carbono, azul: nitrégeno, amarillo: azufre) y el

tamafio de la esfera es proporcional al valor de densidad de carga asociado a la interaccién respectiva.

La figura 3.10 proporciona una descripcion general de los entornos de enlace X en proteinas.

Las siguientes conclusiones pueden observarse:

4+ Los atomos aceptores de enlaces X (es decir, las esferas rojas correspondientes a los
atomos de oxigeno de carbonilo) se encuentran cerca del eje formado por el enlace

covalente del hal6geno (6 (C-CI--- 0) ~ 180 °).
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+ Entre los diferentes atomos que rodean al halégeno en entornos proteicos, los
hidrégenos son el tipo de &tomo mdas comun involucrado en las interacciones con el
halégeno (esferas blancas). Los enlaces C-H de cadenas laterales de residuos
hidrofébicos como Leu, Ile y Tyr son los donantes de enlaces H mas comunes. Los
enlaces C-H del esqueleto de la proteina, especialmente de los residuos de Gly, también
son comunes entre los donantes de enlaces H (Figura 3.11).

+ Los dadores s de enlace H, a diferencia de los aceptores de enlace X, tienden a ser
perpendiculares al eje de enlace covalente de hal6geno (8 (C - Cl- -- H) ~ 90 °).

+ Al inspeccionar el tamariio de las esferas (que es proporcional al valor de densidad de
carga en el BCP de la interaccién), los enlaces X en general son mas fuertes que las
interacciones de enlaces H.

4+ Sin embargo, aunque un halégeno puede formar solo una o como maximo dos
interacciones de enlaces X en un complejo proteina-ligando, generalmente forma varios
enlaces H débiles que juntos realizan una gran contribucion a la fuerza de anclaje del

ligando.

Ti
25 A - " -

H no polarcadena principal
™9 H no polarcadena lateral
M H polar cadena principal
m polar cadena lateral

Frecuencia

= < w > < g @« o« = Q w o < o v z n =)
- = < > w v = =
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Residuos

Figura 3.11: Frecuencia de residuos que actiian como donantes de enlaces H contra el Cloro en complejos con
enlaces X. Los atomos de hidrégeno se consideran no polares o hidrofdbicos si estan unidos al carbono, de lo
contrario son polares. Los hidrégenos de la cadena principal de la proteina son aquellos unidos al &tomo de N del

enlace peptidico (polar) o al Ca (no polar).

En resumen, estos hallazgos sugieren que la formacién de enlaces X requieren un entorno
proteico adecuado para poder establecerse. Deberia haber dadores de enlace H colocados cerca

perpendicularmente al eje de enlace covalente C.-Cl. Debido a que presumiblemente, estas
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interacciones de enlaces H mejorarian la polarizaciéon de la densidad de carga del hal6geno

fuera de la region axial, dando como resultado un refuerzo del enlace X.

Si los mismos dadores de enlaces H estan fuera de lugar formando un dngulo entre 120 °y 140
° con respecto al eje de enlace covalente C.-X, es probable que no puedan polarizar el halégeno
y el enlace X no se formaria. Las afirmaciones anteriores estan respaldadas por la figura 3.12
que muestra con mas detalle la distribucion de los donantes de enlaces H y aceptores de enlaces
X alrededor del halégeno. Como se puede ver en el grafico de densidad en la de la figura 3.13, el
numero de donantes de enlaces H alcanza un maximo en la region de la meseta entre 90 <6 (C
- Cl- - H) <120 °, pero de repente cae por 6 (C-Cl---H)>120°y 0 (C-Cl--- H) <90 °. Si bien
esta claro a partir de esta distribucidn cuales son las orientaciones preferidas de los donantes
de enlaces H alrededor del &tomo de halégeno en los complejos proteicos unidos a X, es menor
el origen de esa preferencia. Como se argumentd anteriormente, una posibilidad es que el
desplazamiento del donante de enlaces H no polarice el halégeno y, por lo tanto, el enlace X
formado sea demasiado débil como para mantener una interaccién estable. Por otro lado, existe
la posibilidad de que algin otro tipo de efecto electronico pueda estar operando para evitar la
formacién de enlaces X cuando los donantes de enlaces H se colocan en la regién del angulo

intermedio.

Zona de bajo numero de
interacciones

(6 ~ 140° - 120°
o

) = egion de Enlaces
> © N gl»{ld:::ginlt:»
c() : (90° < 6 < 120°)
o /
o
»

Regi6n de Enlaces
Halégeno

(140 <6 <180°)

Figura 3.12: Distribucién de enlaces H y enlaces X alrededor del atomo de halégeno. Dos regiones angulares

alrededor del &tomo de cloro estdn mas densamente ocupadas por los donantes de enlace H (gris) y los aceptores de

enlace X (rojo), con una region intermedia con un menor numero de interacciones.
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Figura3. 13: A) Grafico de la densidad de BCP (en a.u.) en funcién del angulo EH (gris) y EX (rojo). B) Suma de la
densidad de carga del EH (azul) y de EX (rojo) en funcién del angulo.

Como sefialan Zimmermann (Zimmermann et al, 2015), las geometrias de interacciéon
verdaderamente dptimas se observan muy raramente en el contexto biol6égico. A menudo, las
interacciones pueden competir entre si, lo que hace que el modo de enlace se desvie de la
geometria 6ptima. Sin embargo, las figuras 3.12 y 3.13 muestran que los aceptores de EX y los
donantes de EH se distribuyen en promedio con el mismo patrén cooperativo que uno esperaria
en un entorno menos complejo. En otras palabras, incluso en el entorno de proteinas
desordenado, los donantes de EH tienden a unirse perpendicularmente al eje de enlace Ca-X
para contactar el cinturén rico en electrones lateral del hal6geno, mejorando asi la polarizacion
del halégeno y la fuerza de unién del halégeno. Este es un hallazgo notable que sugiere que un

entorno proteico adecuado es una condicidn necesaria para poder establecer el enlace X.

3.321 Andlisis de densidad electrdnica en Entornos EXs: con el fin de evaluar la importancia de la

distribucion de los Enlaces de Hidrogeno (EH) alrededor del Halogeno, se procedio a utilizar
descriptores basados en densidad de carga para analizar la distribuciéon de EH y se realizo el

siguiente analisis.
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Figura 3.14: Muestra la distribucién de densidad electrénica de los donantes de enlaces H alrededor del 4tomo de

halégeno en funcién de la distancia y el angulo del enlace H.

En la figura 3.14 se puede observar que la densidad electrénica pp muestra una fuerte
dependencia con la distancia de interaccidn, cuanto mas corta es la distancia, mayor es el valor
de pp. Sin embargo, la densidad de carga en si misma no es capaz de predecir la preferencia

angular por la unién de Hidrogeno alrededor del hal6geno.

A diferencia de la densidad electrénica el Laplaciano de la densidad de carga (V2p (1)) es una
funciéon mas sensible pero lamentablemente, V2p también falla al describir la preferencia

angular del enlace H alrededor del halégeno, como se evidencia en la Figura3.15.
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Figura 3.15: Distribucién de los donantes de enlaces H alrededor del 4&tomo de halégeno en funcién del angulo y la
distancia del enlace H. Los puntos de dispersion se colorearon de acuerdo con los valores de V2p (en unidades
atémicas).

Como V2p se puede descomponer en las tres curvaturas principales de la densidad con respecto
a los tres ejes principales como se observa en la Figura 3.16, A3 es el valor propio positivo
correspondiente a la curvatura de la densidad de carga a lo largo de la linea de interaccién, por

lo que podria capturar la dependencia radial de los enlaces H alrededor del hal6geno.

Los dos primeros valores propios negativos A; y A;describen las curvaturas de la densidad de
carga en las direcciones perpendiculares a la linea de interaccion, por lo que podrian capturar
la dependencia angular de los enlaces H alrededor del halégeno. El vector propio asociado a A;
apunta en la direccién de la disposicion de maximos en forma de toroide en el VSCC

(concentracién de carga de capa de valencia) del halégeno.

Como A; apunta hacia la region axial del agujero o, indica que las curvaturas de la densidad de
carga en los BCP (Puntos criticos de enlace) de los EH que involucran al &tomo de halégeno son

lo suficientemente sensibles y representa la preferencia angular que nos interesa (Figura 3.17).
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Figura 3.16: A) Curvaturas principales de la densidad de carga (vectores propios de V2p) en el BCP de un enlace H
-+ Cl H tipico (PDB: 2bla). B) Graficos de contorno de V2p (r) en planos subtendidos por vectores propios A1 y A3

(izquierda) y vectores propios Az y Az (derecha).
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Figura 3.17: Distribucion de los donantes de enlaces H alrededor del atomo de halégeno en funcién del angulo y la
distancia del enlace H. Los puntos de dispersiéon se colorearon de acuerdo con la relaciéon A; / A3 (en unidades
atémicas).

La divisién de A; por A3 tiene el efecto de debilitar la dependencia radial de A;, asi como de
aumentar su dependencia angular. Como se puede ver en el grafico de dispersion, Figura 3.17,
hay un area de valores mas negativos de la relacién A; / A3 en la regién angular central entre ~

87 °y ~ 130°. Esto se evidencia méas claramente en el grafico de barra marginal superior.

3322 Fuerza del entorno de EX: Una de las caracteristicas mas atractivas de las propiedades

topologicas locales de p(r) es la aditividad. Por ejemplo, la integracién de una determinada
propiedad topolégica local derivada de p dentro de la regién molecular delimitada por
superficies de flujo cero en el campo vectorial de gradiente de p(r) da una estimacién a nivel de
atomo de esa propiedad (es decir, propiedades atémicas). Del mismo modo, la suma de los
valores de p(r) en todos los BCP intermoleculares (}p5) se ha relacionado con la fuerza de
anclaje de una molécula de ligando en el bolsillo de unién a la proteina (Tosso et al., 2017). Aqui
se explotd esa propiedad aditiva de p(r) para analizar las fortalezas de los entornos de EX,

sumando los valores de las propiedades derivadas de p medidas en los BCP del enlace H Cl---H

La Figura 3.18 muestra la contribucion relativa de los enlaces H y el enlace X a la fuerza de

anclaje general del hal6geno al bolsillo de la proteina. Sorprendentemente, el entorno del enlace
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X (EXent), es decir, los enlaces H establecidos por el &tomo de cloro, proporcionan un anclaje
aun mas fuerte al bolsillo de la proteina que el EX real, en la mayoria de los casos. Las figuras
3.19 y 3.20 muestran que la observacion anterior también es valida para el EXent del bromo y
el yodo. Sin embargo, debido a la limitacién en el nimero de complejos con enlace X de estos
halégenos, el andlisis adicional del EXent y la posterior implementaciéon del protocolo de

prediccion del enlace X se limitaron al cloro.
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Figura 3.18. Valores de Yp (en unidades atédmicas) para las interacciones intermoleculares del dtomo de cloro

en complejos con enlace X/H
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Figura 3.19. Valores de Y'p (en unidades atomicas) para las interacciones intermoleculares del 4tomo de

Bromo en complejos con enlace X/H
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Figura 3.20: Valores de Y p (en unidades atémicas) para las interacciones intermoleculares del &tomo de Yodo en

complejos con enlace X/H

Trabajos previos han demostrado que un solo EH intramolecular con el cinturén rico en
electrones del hal6geno puede mejorar el potencial de en EX tanto en receptores de moléculas
pequeiias (Riel et al., 2018) como en proteinas modificadas (Carlsson et al.,2018). Por otro lado;
ya se ha demostrado anteriormente en el punto 3.3.2 que los atomos de hidrogeno de la
proteina se distribuyen alrededor del halégeno de tal manera que interactian principalmente
con el cinturén rico en electrones del halégeno. Por lo tanto, incluso en los entornos de
proteinas, uno podria esperar un patrén cooperativo similar entre los EH y los EX como se

observa en entornos menos complejos.

Para verificar esa suposicion, se calcul6 las propiedades derivadas de la densidad de carga en
el BCP del enlace X, habiendo eliminado previamente los atomos del entorno de los complejos
estudiados (es decir, solo el halobenceno y la N-metilacetamida involucrados en el EX se

mantuvieron para el calculo de la densidad de carga).
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funcién de la fuerza del EXent (Y p»)

La Figura 3.21 muestra el cambio en los valores de p, y #p» en el BCP del enlace X cuando se
eliminan las interacciones EXent. A medida que el entorno se apaga, se observa una
disminucion (casi) sistematica en p, (Figura 3.21 A), lo que confirma el papel clave del entorno
proteico para la mejora del enlace X. Por otro lado, 7ps, que es una propiedad mas sensible a
los entornos quimicos, casi duplica la disminucién de p; tras la eliminacién de EXent (Figura
3.21B). Los valores mas pequefios de /p, en los complejos sin EXent probablemente reflejen
un agotamiento de la densidad electrénica menos pronunciado en la region del agujero o,

debido a un halégeno menos polarizado.
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Por otro lado, a pesar de la clara mejora del EX por EXent, no se puede observar una relacién
lineal en la entre esta mejoray Y.p» (eje x). Esto probablemente se deba a algunos enlaces H que
no estan posicionados correctamente alrededor del halégeno para polarizarlo ain mas, pero

aun asi contribuyen al anclaje del hal6geno.

En resumen, se pudo observar que el EXent opera de dos formas para estabilizar el enlace X,
mediante la polarizacién adicional del hal6geno (que a su vez aumenta el tamafo del orificio o
y la fuerza del enlace X) y mediante el anclaje adicional del donante del enlace X al bolsillo de

proteinas
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3. 4 Conclusiones

Como los métodos de modelado molecular no describen correctamente la anisotropia
electronica de los EXs una primera parte de este capitulo fue dedicado a parametrizar
el EX para poder aplicar Docking Molecular con compuestos halogenados, con este fin
se amplié el campo de fuerzas estandar de AutoDock para incluir un potencial
especializado que describe las interacciones de EXs. Este potencial describe tanto la
energia como los componentes geométricos de la interaccién. Los experimentos de
Docking demostraron que dicha modificacion proporciona una mejora considerable en
el rendimiento en comparacién con el campo de fuerzas convencional de AutoDock4.
Ademas, luego se ajusto la direccionalidad del enlace de halégeno, marcando el posible
atomo de oxigeno aceptor. Con los parametros ajustados la descripcién del enlace
mejora y este se mantiene estable, representando poses similares a la de los complejos
en su estructura cristalina.

El modelado de estos parametros fue posible debido a la naturaleza totalmente
configurable de AutoDock4, por lo que el nuevo potencial se pudo implementar
modificando las grillas. Ademas, se puede destacar que el potencial en si mismo no
agrega ninguna sobrecarga al calculo, por lo tanto, la velocidad de Docking no se ve
afectada en absoluto.

En la segunda parte de este capitulo, reconociendo que los atomos de hal6geno en el
bolsillo de proteina pueden formar otras interacciones no covalentes ademas del enlace
X, se estudio el papel del entorno hidr6fobo del halégeno en los complejos ligando-
receptor. Es decir, centramos nuestro estudio en lo que denominamos el "entorno de
enlaces de halogeno" (EXent), los resultados evidenciaron la importancia de los enlaces
de Hidrogeno, los cuales representan las interacciones mayoritarias y se ha demostrado
su posible implicancia en la fortaleza de la formacién de EXs.

Para describir con precisién el entorno de los EXs se realiz6 un relevamiento sobre 86
complejos ligando-proteina unidos a halégenos inspeccionando no solo el enlace X sino
también otros tipos de interacciones no covalentes que forma el halégeno en el contexto
de la proteina, se calcul6 la densidad de carga de los complejos y se utiliz6 descriptores

topoldgicos QTAIM para medir la fuerza de ese entorno.
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De los elementos topoldgicos analizados se ha demostrado que el descriptor A1/A3 es el
que mejor representa la preferencia angular y la dependendia con la distancia de los
enlaces de hidrogeno.

Estos calculos confirmaron la suposiciéon de que el entorno de enlace X hace una gran
contribucién a la fuerza de anclaje del halégeno, incluso mayor que el enlace X por si

mismo.
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CAPITULO 4

Los bolsillos de las proteinas que forman un enlace halégeno (EX) con un compuesto
halogenado, forman simultdaneamente otras interacciones con el &tomo de hal6geno que puede
considerarse como su entorno de enlace X (EXent). Como el estudio de las propiedades de este
EXent no ha sido profundizado previamente en sistemas biolégicos, en este capitulo, se realizd
un protocolo que evalua la fuerza de EXent como una medida de la propension de un bolsillo de
la proteina para albergar un EX. Los descriptores topoldgicos basados en la densidad de carga
en combinacién con herramientas de aprendizaje automatico se emplearon para predecir la
formaciéon y la fuerza de las interacciones que conforman el EXent, en funciéon de sus
parametros geométricos. Sobre la base de estos resultados, se propone un protocolo (xenv) que
permite predecir en base al EXent la probabilidad de que el bolsillo de una proteina aloje un

enlace X.

4 Enlaces de halégeno en entornos proteicos

En las proteinas, la halogenaciéon de aminoacidos (particularmente Tyrosina) se sabe que
ocurre naturalmente como resultado del estrés oxidativo, catalizada por enzimas como
mieloperoxidasas (Domigan et al., 1995). La mieloperoxidasa cataliza la reaccion de perdéxido
de hidrégeno y haluros (Cl-, Br-, I-) o iones de pseudohaluro (SCN-), generando acidos
hipohalosos (HOX), que reaccionan rapidamente con diferentes objetivos en las proteinas
incluyendo los &tomos de azufre de cisteina o metionina, atomos de nitrégeno de a-aminoacidos
o histidina, lisina y cadenas laterales de arginina y los anillos aromaticos de tirosina y
triptéfano(Davies, 2011). Niveles elevados de residuos de tirosina halogenada han sido
detectados en proteinas aisladas de pacientes con aterosclerosis, asma y fibrosis quistica
(Pattison & Davies, 2004; Wu et al,, 2000). Mientras que la existencia de EX que involucran tales
variantes de proteinas halogenadas ain no ha sido probada, el hecho de que pueden ser

reconocidos por anticuerpos policlonales (Kambayashi et al., 2009) sugiere su existencia.

Estudios recientes sobre fragmentos amiloidogénicos de péptidos de calcitonina humana

mostraron una amplificacién de su capacidad de fibrilacion tras la halogenacién de residuos de
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Phe, con una eficacia que sigue el orden de la fuerza establecida para EX, Cl < Br <1 (Bertolani

etal, 2015).

En sistemas biolédgicos, el aceptor de EX generalmente son macromoléculas, en un trabajo
realizado por Xu y colaboradores (Xu et al., 2014) encontraron 778 enlaces que involucran
halégenos en estructuras del PDB, y en 211 de ellos sistemas de electrones m deslocalizados
participan de la interaccién por ejemplo, en residuos Arg (Kortagere et al., 2008; Scholfield et
al,, 2013)y otros derivados aromaticos (Saraogi et al., 2003). De las restantes interacciones, 567
son contactos C-X:*Y y 430 involucran residuos de proteinas, alrededor del 84% de estos
involucran atomos de O como aceptores de EX, mientras que los atomos de N estan

involucrados solo en el 10,4% de los casos.

Los unicos casos conocidos de EX en los que el aceptor no es parte de una biomacromolécula
son cuando moléculas de agua actian como aceptores de EX, a menudo una sola molécula de
agua esté involucrada simultidneamente tanto en EXy en EH; se han realizado calculos quimicos
cuanticos que demostraron que los EX con agua son termodindmicamente mas estables que
otras interacciones que involucran estas moléculas ( Zhou, 2010) ademas en el relevamiento
del PDB realizado por Xu y colaboradores se ha descubierto que estas interacciones ocupan

alrededor del 16,6% de los EX en sistemas bioldgicos conocidos (Xu et al., 2014).

Los complejos del farmaco diclofenac con el complejo enzimatico citocromo P450936(Wester
et al,, 2003) y lactoferrina (Mir et al.,, 2009) son ejemplos de moléculas de agua que acttian como
puentes entre enlaces de hidrégeno y halégeno. En el primer caso, el EX con una molécula de
agua posee una distancia Cl---0 de 2,85 A y un angulo C-Cl-+-O de 158,1° junto con un EH que
involucra la misma molécula de agua y un oxigeno carboxilo de la cadena lateral de Glu297
(Figura 4.1). En el segundo caso se observod una estructura similar, aunque con una distancia
Cl:-- O levemente mayor, con un angulo algo menos lineal, e involucrando el residuo Thr663 en

el EH.
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Figura 4.1: Complejo diclofenac-citocromo P450 que muestra que una molécula de agua forma al mismo tiempo un
EX con un atomo de cloro y un EH con un oxigeno carboxilo del Glu297. Figura tomada de Parisini y col.(Parisini et

al, 2011)

La geometria del enlace X en términos del &ngulo de aproximacién del halé6geno hacia el &tomo
aceptor muestra que, en su mayor parte, el agujero o es atraido por electrones no enlazantes
del aceptor (Auffinger et al., 2004) con 2 = 120° lo que concuerda con las geometrias detallada
para moléculas pequefias(Ouvrard et al., 2003). Las excepciones para los enlaces X en sistemas
biolégicos son cuando estan disponibles electrones m deslocalizados, por ejemplo, de la cadena
lateral de un aminoacido aromatico o del enlace peptidico de un esqueleto proteico. Estos tipos
de enlaces m-X se identificaron por primera vez a partir de un relevamiento de estructuras
cristalinas de moléculas pequefias en la base de datos de Cambridge (Prasanna & Guru Row,
2000) demostrando que el halégeno se encuentra perpendicular al anillo aromatico. Los
primeros enlaces X en biomoléculas fueron observados con el anillo aromatico de los residuos
de fenilalanina en los complejos de inhibidores de la proteina quinasas CK2 y CDK2 (A. P. Voth,
2007), este estudio se ampli6 a otros compuestos aromaticos y junto con calculos MP2 se les

pudo atribuir una energia de interaccion de 2,5 kcal/mol(Matter et al., 2009).

Los enlaces peptidicos de la mayoria de los aminoacidos participan en los enlaces H que ayudan
a definir estructuras secundarias y terciarias de una proteina plegada. En estos casos, los
orbitales no enlazantes del oxigeno carbonilico de los enlaces peptidicos estd ocupado por
enlaces H; por lo tanto, el Unico potencial electronegativo disponible para el enlace X proviene
de los orbitales m (Alkorta et al, 2008). Se demostr6 que este tipo de interacciones es
predominante en complejos proteicos, y se encuentra orientada perpendicularmente a los
enlaces H, siendo energéticamente independientes. Estas observaciones conducen a la
hipotesis de que los enlaces X bioldgicos son interacciones ortogonales a los enlaces H cuando
ambos comparten el oxigeno carbonilo de un enlace peptidico como el aceptor comun, lo que

sugiere que un enlace X se puede introducir como una interaccién para el reconocimiento sin
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alterar la estructura estabilizada por EH de la proteina diana. Este tipo de geometria se observa
en cadenas alfa y beta de las proteinas, habiéndose demostrado esta ortogonalidad entre ambas
interacciones en péptidos pequefios de forma experimental y teorica (A. R. Voth et al., 2009)

pudiendo observar que quimicamente no altera la estabilidad de los EHs. (Figura 4.2)
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Figura 4.2: A) Distribucion relativa de los angulos de EHs y EXs con una base de Lewis comn, subdividida de

acuerdo a los halégenos implicados. B) Representacidn de la ortogonalidad EXs y EHs en laminas beta y C) en alfa

hélices. Imagen adaptada de Voth,2009(A. R. Voth et al., 2009)

En los dltimos afios Zimmerman y col. (2015)(Zimmermann et al., 2015) derivaron una funcién
de puntuacién empirica derivada de la Mecanica Cuantica para evaluar la interaccién entre
ligandos halogenados aromaticos y el atomo de oxigeno carbonilico de la cadena principal de
las proteinas. Al aplicar esa funcion, desarrollaron un algoritmo que evalda el potencial de los
ligandos halogenados unidos a proteinas para formar posibles EX. Si bien su funcién de
puntuacién del enlace se basa en calculos precisos de MP2, se parametrizé en un sistema con
un modelo reducido compuesto por halobenceno (yodobenceno, bromobenceno o
clorobenceno) y N-metilacetamida (que representa la estructura de la proteina). Por lo que, no

tendria en cuenta el entorno del EX en los complejos ligando-proteina.
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Los EXs en los complejos de proteina-ligando no se encuentran aislados, sino que estan
rodeados por residuos de las proteinas que conforman el bolsillo donde se une el halégeno,
constituyendo el ambiente del EX dentro de la estructura de la proteina. Las propiedades de
estos entornos al enlace podrian afectar significativamente la formacién del enlace. Dado que
la formacién del agujero o es una consecuencia de la anisotropia de la distribucién de la
densidad eletronica alrededor del hal6geno, los residuos de las proteinas que rodean el 4tomo
de halégeno pueden perturbar esa distribucién de carga, lo que influye en el tamafio del agujero
0y, en consecuencia, en la propension o no para la formaciéon del EX. Ademas, los residuos
podrian estar en un rango de distancia adecuado para interactuar directamente con el

halégeno.

Ademas, Wilcken y col. (2013) (Wilcken et al., 2013)han estudiado el efecto de los sustituyentes
del anillo de halobenceno en el tamafio del agujero o como una forma de ajustar la fuerza de los
EX en el contexto de los proyectos de optimizaciéon de compuestos lideres; pero nuevamente no
ha sido considerado el efecto de los residuos de las proteinas que rodean el &tomo de halégeno

sobre la fuerza del EX.

Por otro lado, actualmente, Shinada et al (2019)(Shinada et al., 2019) han analizado no solo los
enlaces hal6genos, sino también los entornos interactivos completos de los atomos de hal6geno
en el contexto proteina-ligando. Aunque realizaron un estudio exhaustivo de las estructuras
que contienen halégeno en el PDB (Protein Data Bank), su estudio se basé en solamente en
criterios geométricos para evaluar las interacciones de halégenos con los residuos
circundantes. La distancia y los rangos angulares estan bien definidos para las interacciones
convencionales que varian de fuerte a moderada, sin embargo, para enlaces de hidrégeno
débiles que involucran grupos hidréfobos, los rangos geométricos no se encuentran tan bien

definidos.

En la presente tesis con el fin profundizar el estudio de los entornos biolégicos en EXs se
desarrollé un protocolo para evaluar la viabilidad de los ligandos halogenados para formar un
EX en los bolsillos de proteinas. Esta técnica, podria ser util en el contexto de proyectos de
optimizacion de compuestos lideres en los que un ligando se modifica estructuralmente para

aumentar la afinidad de unién a su objetivo proteico.

Como los bolsillos de las proteinas que forman un enlace halégeno (EX) con un ligando
halogenado constituyen simultdneamente otras interacciones con el &tomo de halégeno que

puede considerarse como su entorno de enlace X (EXent), a diferencia de protocolos anteriores
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para la prediccién del EX en los complejos de proteina-ligando, el realizado aqui (xenv), tiene
en cuenta dicho entorno dentro de la proteina, es decir, interacciones distintas al EX en si
mismo, que el atomo de halégeno podria formar con los residuos de las proteinas,
fundamentalmente enlaces de hidrégeno. Asi, el protocolo obtenido (xenv) permite evaluar la
fuerza de EXent como una medida de la propensién de un bolsillo de proteina para albergar un
enlace X. Los descriptores topoldgicos basados en la densidad electrénica en combinacién con
herramientas de aprendizaje automatico se emplearon para predecir la formacion y la fuerza
de las interacciones que conforman el EXent, en funcién de sus parametros geométricos. Sobre
la base de estos resultados, propusimos que el EXent se puede usar para evaluar la posibilidad

de que un bolsillo de que una proteina forme un EX.

42 Procedimiento
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Figura 4.3: Esquema de trabajo de los pasos del protocolo para predecir la capacidad de formacion de un EX en base
las propiedades del entorno.
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421 Entornos EXs:  se utilizo para elaborar un sistema de referencia los datos obtenidos del

analisis de densidad electronica y elementos topoldgicos de los 86 complejos utilizados en el

relevamiento en el punto 3.2.2 .

4.2.2 Prediccion de la formacion de EXs

4221 Docking Molecular

Los cdalculos de docking se realizaron con AutoDock4 (Santos-Martins et al, 2014).
Previamente, las estructuras PDB se prepararon de acuerdo con el siguiente procedimiento. Se
empleo el software Reduce para agregar y optimizar las posiciones de los &tomos de hidrégeno.
Luego, el ligando (si esta presente) se eliminé de la estructura PDB y la proteina (es decir, el
archivo receptor.pdb) se prepard para los calculos de acoplamiento con los scripts de AutoDock
Tools prepare_receptor4.py con la opcion -A 'checkhydrogens' para preservar los estados de
protonacién predicho por Reduce. El archivo receptor.pdbqt resultante tiene cargas atémicas

afiadidas e hidrogenos no polares fusionados en sus atomos de carbono enlazados.

El docking molecular se realizo con el campo de fuerzas modificado para descrubrir la asimetria
del EX, como se explico en la seccion 3.2.1, utilizando la aproximacion del extra punto (EP) que
imita el agujero o . El aceptor del enlace X designado se renombra de O a OX para ajustar la
direccionalidad del enlace hacia ese atomo, e interactiian entre si a través de un potencial de
van der Waals 12-6 de Lennard Jones con una distancia de equilibrio de ~ 1,00 A, de modo que
la distancia de equilibrio del enlace X d(X---0X) es de aproximadamente 3,00 A (2,00 A para d(X-
EP) + 1,00 A para d(EP-+-X)), como se indica en la figura 4.3 punto 7.

La profundidad del pozo de potencial se fij6 en €=3,00 kcal/mol, lo que garantiza la formacién
de enlaces X sin ser tan fuerte como para anular las interacciones del halobenceno con otros
atomos del entorno proteico. Se generaron cincuenta poses diferentes con el algoritmo de
acoplamiento. Es importante sefialar que este algoritmo solo estd destinado a generar
diferentes poses de ligando con EX. La capacidad del bolsillo de la proteina para albergar un

enlace X se evaluara mas adelante de acuerdo con el protocolo de prediccidon propuesto.
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4222 Detalles del modelo de machine learning

Los datos de densidad de carga electronica calculados en el sistema de referencia se emplearon
para construir un modelo de regresién logistica simple. Se procesaron los complejos del sistema
de referencia como si fueran poses de docking. Todos los &tomos de Hidrogeno de la proteina
en un rango de distancia de 4,00 A del halégeno fueron seleccionados y aquellos conectados y
no conectados a través de un BCP al cloro fueron marcados como 1 y 0, respectivamente.
Mediante este procedimiento se selecciond un numero total de 501 dtomos de hidrogeno, de

los cuales 189 estaban realmente conectados a un BCP (Figura 4.3 punto 8 y 9).

Con respecto a las propiedades utilizadas de entrada, ademas de las coordenadas radiales
(d(Cl---H)) y angulares (6(Car-Cl---H)) alrededor del hal6geno, se incorporaron otros
parametros adicionales al modelo de aprendizaje automatico. En particular, se consideraron las
caracteristicas del angulo donante del enlace H ((D-H::-Cl), con D = C, N, O o S), asi como el
enlace H con el aceptor de oxigeno del enlace X. Esta dltima caracteristica se codificé en una
variable que toma valor 1 o 0 dependiendo de si el H esta unido por EH al O o no. Los criterios
para la formacién del EH H---O H fueron la distancia d(H---0) <= 2,40 A y el angulo 8(D-H---0)
>= 100°. Se incluy6 la caracteristica del EH H-:-:O porque se sospechaba un patrén anti-
cooperativo entre la formacién de Cl---H BCP y el EH con el aceptor de oxigeno del EX. Ademas,
para investigar una posible relacion entre la fuerza del enlace X y la formacion del enlace H
Cl---H, la distancia del enlace X d(Cl:--O) también se incluy6 como una caracteristica del modelo

(Figura 4.3, punto nimero 9) .

4.3 Resultados

431 Entornos de EXs

Para profundizar el conocimiento de los Enlaces de Halégeno se realizé un relevamiento del
entorno de Enlaces de Hal6geno en los sitios de unién de proteinas en complejos de ligando-
proteina obtenidos de la base de datos (Hu et al., 2005); mediante la inspeccién no solo de los
enlaces X sino también de todos los otros tipos de interacciones no covalentes que el haldgeno
podria formar en el contexto proteico (Wilcken et al., 2013) y posteriormente se aplicé este

analisis a las poses obtenidas del Docking Molecular parametrizado para EXs.
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Pararealizar el protocolo parala prediccidn de la formacién de EXs en este capitulo se utilizaron
los datos de densidad electrénica calculados en el capitulo 3, en complejos ligando-proteina
unidos a través de EXs (sistema de referencia) para obtener una estimacién de las fortalezas de

EXent. Esta estimacién luego la usaremos para juzgar la prediccion de los bolsillos de proteinas

para albergar un enlace X.

Realizando un analisis mas detallado de los enlaces X del cloro revela que la distribucion de los

valores de ))pp paralos enlaces H y los enlaces X estan bastante separados, y los enlaces H tienen

un valor medio de },p, mas alto que los enlaces X (Figura 4.4).
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Figura 4.4: Distribucion general de los valores de ) p» de los enlaces X/H (en unidades atémicas) en los complejos
con enlaces X. Las distribuciones estan bastante separadas, con medias + desviaciones estandar de 0,019 + 0,010 au.

y 0,009 + 0,002 au, para enlaces H y enlaces X, respectivamente.

Como se explico en el capitulo 3 como sustituto de ),p, para explicar mejor las preferencias
angulares de los donantes de enlaces H alrededor del atomo de halégeno de ahora en adelante
emplearemos YA; / A;. Cuanto mas negativo sea el valor de };A; / A3, mas fuerte sera el EXent.
De acuerdo con la distribucién de los complejos de cloro con enlace X en funcion del valor Y'A;
/ As. (Figura 4.5), aproximadamente el 60 % de los complejos estudiados demostraron tener
EXent de fuerza intermedia, con valores de }'A; / A3. que oscilan entre -0,28 y - 0,60 au. E1 30 %

y el 10 % restantes de los complejos tienen EXent més fuertes (}A; /A3 <-0,60 au) y mas débiles
(XA1 /A3 >-0,28 au), respectivamente.
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Figura 4.5: Distribucién de los complejos con enlaces X en funcién de la suma de los valores p» y A1 / A3 asociados a

los enlaces H Cl-+**H (en unidades atémicas).

Un EXent mas fuerte podria reflejar una mejor distribucién de donantes de enlaces H alrededor
del halégeno (segun las preferencias de distribucion angular y/o radial), pero también puede
deberse a un mayor niimero de donantes de enlaces H. La Figura 4.6 muestra que el numero de
donantes de enlaces H en los complejos con enlaces X varia de 1 a 6, siendo 3 el nimero mas

comun de donantes (~ 35 % de los complejos).
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Figura 4.6: Distribucion de complejos con enlaces X en funcién del nimero de donantes de enlaces H al atomo de

cloro.

4.3.2 Prediccién de la formacién de EXs

La capacidad del bolsillo de la proteina para albergar un EX se evalué de acuerdo con el
protocolo de prediccion de la figura 4.3, con este fin de las 50 poses obtenidas del docking
molecular con EX parametrizado, como se explico en la seccién 4.2.2.1 para cada complejo
ligando-proteina se calcul6 la distancia desde el atomo de halégeno hasta los atomos de Hy O
del receptor en un rango de distancia de 4 A, todos los atomos de H de la proteina que se
encuentran a esta distancia del 4tomo de halégeno (d(Cl---H) < 4,00 A) se consideran como

posibles interaccionantes.
4321 Modelo de Machine leaming

En la primera etapa, se entrend un clasificador de machine learning para predecir la formacion
de puntos criticos de enlace (BCP) y en la segunda etapa, se realiz6 el mapeo al sistema de
referencia solo para aquellos &tomos de H que se predijo la formacién de un BCP en la etapa 1.
La Tabla 4. 1 muestra la magnitud y el signo de los coeficientes del modelo de regresiéon

logistica, como era de esperar, la propiedad geométrica mas importante que gobierna la
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formacién de Cl---H BCP (es decir, el coeficiente de mayor magnitud) es la distancia d(Cl:--H)
entre ambos atomos que interactiian, como lo indica el valor negativo del coeficiente
correspondiente, cuanto mas corta es la distancia d(Cl---H), mayor es la probabilidad de

formacién de BCP.

Tabla4.1: Coeficientes del modelo de clasificacién de machine learning

Propiedad Coeficiente
d(Cl""H) -1.77036965
ABS(8(Car—Cl""H) - 90°) -0.60877101
6(D-H"Cl) 1.27193649

H'0 H-bond -0.39989555
d(cl10) 0.09545043

Curiosamente, el angulo donante del enlace H (D-H--:Cl), con D = C, N, O o S, resulté ser mas
determinante para la formacién de BCP que el &ngulo del enlace H alrededor del halégeno (Car—
Cl---H), a juzgar por las magnitudes de los respectivos coeficientes. Es decir, la desviacién de
180° en el angulo (D-H---Cl) es menos tolerada que la desviacién de ~ 90° en el angulo 8(Car-
Cl---H). Los signos opuestos de los coeficientes de ambos angulos tienen sentido ya que la
probabilidad de formacién de BCP aumenta a medida que aumenta (D-H---Cl) (correlacién
positiva) y |(Ca—Cl---H) - 90°| disminuye (correlaciéon negativa). Ademads, dado que
sospechdbamos una competencia entre las formaciones de BCP de Cl---H y los enlaces de H con
el atomo de O aceptor del enlace X, también se incluyé una caracteristica binaria que explica la
formacion de enlaces de H H---0. Como lo demuestra el signo negativo del coeficiente, el EH
H---O se opone a la formacion de Cl---H BCP, lo que confirma la anticooperatividad entre ambas

interacciones.

La Figura 4.7 muestra el grafo molecular de densidad electrénica para uno de los complejos con

enlace X estudiados, una estructura de anillo esta subtendida por los tres enlaces H Cl-:-H, H:--O
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y O--CL. En la topologia de la densidad de carga de electrones, la estructura de anillo se
evidencia por la existencia de un Punto Critico de Anillo (RCP, esfera amarilla). La proximidad
del RCP al Cl---H BCP indica que la estructura del anillo esta un poco cerca del colapso debido a
la debilidad de la interaccién Cl---H. Esta tltima interaccién es debilitada por la interaccion

competitiva H---0.
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Figura 4.7: Grafo molecular de densidad electrénica (PDB: 5MZI, complejo formado por la enzima quinurenina 3-

monooxigenasa de la Pseudomona fluorescens con un inhibidor clorado), en el que una estructura de anillo esta
subtendida por las tres interacciones, Cl:++H, H:**O y O *++Cl. En la topologia de la densidad de carga, la estructura del

anillo se evidencia por la existencia de un Punto Critico del Anillo (RCP, esfera amarilla).

Finalmente, de acuerdo con hallazgos previos, no parece haber ninguna relacién entre la fuerza
del enlace X y la formacion individual de Cl---H BCP, a juzgar por la pequefia magnitud del
coeficiente asociado a d(Cl---0). De hecho, cuando se elimina esta funcién y se vuelve a entrenar
el modelo, el rendimiento del clasificador aumenta un poco. Sin embargo, hemos demostrado
anteriormente que cuando el EXent se considera como un todo (es decir, todos los BCP de Cl---H

se eliminan a la vez) en realidad hay una mejora del enlace X.

Para la segunda etapa el mapeo se realiza de la siguiente manera: a) las coordenadas de angulo
y distancia en el sistema de referencia se dividen en 10 bins cada una; b) los atomos de H que
se prevé que interactiien con el cloro se mapean a través de sus coordenadas polares, c) la
propiedad derivada de la densidad electronica de todos los BCP se promedian juntos; d) el valor

medio de la propiedad se le asigna al atomo de H. Después de asignar todos los posibles
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donantes de enlaces H a los BCP del sistema de referencia, se suman los valores de densidad

electrénica para obtener una estimacién global de la fuerza del entorno del enlace X, Y. pposes-

La fuerza estimada del entorno del EX Y pposes S€ puede contrastar con las de los complejos con
EX conocidos en el sistema de referencia Y pr.r para juzgar la capacidad del bolsillo de proteina

para albergar un enlace X (Figura 4.5)

43.2.2 Validacién

Para evaluar el rendimiento del protocolo, realizamos un redocking de los complejos con EX del
sistema de referencia y los entornos de EX predichos en las poses de docking se compararon
con los valores reales obtenidos de A; / A;. (Figura 4.8). Los puntos naranjas sobre la linea
corresponden alos valores reales de la propiedad derivada de la densidad electrénica, mientras
que los puntos azules son las predicciones para las poses obtenidas al realizar un redocking de
los complejos. La mayoria de los entornos de EX se predijeron correctamente y los que no lo

fueron, en la mayoria de los casos tienen errores relativos dentro del 35 % del valor real.
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Figura 4.8: Rendimiento del protocolo de prediccién del entorno EX. Los valores reales y predichos de la propiedad
derivada de la densidad de carga, ), A1 / A3, se representaron con puntos naranjas y azules, respectivamente. El drea
sombreada en naranja abarca errores de prediccion relativos de hasta el 35 % de los valores verdaderos

correspondientes.

Con el fin de tener una validacion externa el rendimiento del protocolo se evalué mas a fondo
en 6 complejos unidos a compuestos halogenados que no estaban incluidos en el conjunto de
entrenamiento. Las propiedades derivadas de la densidad de carga de los enlaces H H-:-Cl que
conforman los EXent se calcularon con la metodologia QTAIM y se predijeron simultdneamente
con el protocolo ajustado. Las figuras 4.9 y 4.10 muestran los grafos moleculares de densidad
de carga de cada complejo ligando-proteina con EX junto con la probabilidad estimada de
formacién del enlace de hidrogeno (EH(BCP)), asi como los valores verdadero y predicho de la

relacion A;/A; para cada H-:-ClI (BCP).

El protocolo predijo correctamente la formacién de las interacciones de los enlaces de
Hidrégeno H---Cl que estan realmente presentes en los grafos moleculares calculados y con
valores estimados de la relacion A;/A; que estan muy cerca de sus valores reales. Ademas, segiin
el histograma de la Figura 4.5, en general los complejos tienen un entorno de enlace X con una

fuerza moderada.
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Figura 4.9: Grafos de densidad electrénica de los complejos con EX, c6digo de PDB 4LAU (A), 3A1L (B) y cddigo PDB
6YXI (C). Los caminos de enlace (BP) que conectan el cloro con el atomo de O (enlace X) y los atomos de H (enlaces
H) se representan en amarillo. Los circulos rojos en la parte superior de los BP son los puntos criticos de enlace
(BCP). Los BCP para los enlaces de hidrogeno H--Cl estin numerados y sus propiedades correspondientes se

enumeran en la tabla insertada (probabilidad estimada de formacién del EH(BCP) y valor predicho/verdadero de la

relacion Az / A3).
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Figura 4.10: Grafos de densidad electrénica de los complejos con EX, c6digo PDB 4LB4(A), 5GNK (B) y 2P3U (C). Los
caminos de enlace (BP) que conectan el cloro con el &tomo de O (enlace X) y los atomos de H (enlaces H) se
representan en amarillo. Los circulos rojos en la parte superior de los BP son los puntos criticos de enlace (BCP). Los
BCP para los enlaces de hidrogeno H--Cl estdn numerados y sus propiedades correspondientes se enumeran en la

tabla insertada (probabilidad estimada de formacién del EH(BCP) y valor predicho/verdadero de la relacién A; / 23)

43.2.3 Entorno de EX reales versus EXent sefiuelos

Habiendo validado el protocolo, podria, en principio, aplicarse de forma segura en un entorno
prospectivo. Sin embargo, en la realizacién del protocolo de predicciéon del EX basado en el
EXent, hemos asumido implicitamente que los subbolsillos de proteinas capaces de albergar un
enlace X tienen un EXent mas fuerte que los que no lo son. Necesitamos verificar que esta

suposicion realmente se cumple en la practica.

Dado que el EXent hace una gran contribucién a la fuerza de anclaje del halégeno en los
complejos con enlaces X, los subbolsillos de proteinas capaces de albergar un EX deberian tener
un EXent mas fuerte. Para probar esta hipotesis, aplicando la parametrizacion de EX detallada
en el punto 4.2.1, generamos cincuenta poses de docking en las que la estructura de
clorobenceno se ve obligada a formar: (a) el EX conocido (real) y (b) un enlace X diferente en
un subbolsillo de proteina cercano sin evidencia estructural sobre su existencia. Llamamos a

este ultimo enlace X artificial, como un EXseriuelo.

Los EXent basados en la densidad electronica para las poses de docking se estimaron mapeando
el entorno de la proteina al cloro en el sistema de referencia, siguiendo el protocolo explicado
en la Figura 4.3. Se encontraron EX sefiuelos para solo 19 del total de estructuras que
conforman el sistema de referencia. La Figura 4.11 muestra las predicciones de EXent para las
poses de acoplamiento que forman el enlace X conocido (barras rojas) o un enlace X sefiuelo
(barras amarillas), en esos 19 complejos. Como puede verse en la figura 4.11, solo en 5 de los
19 complejos, el EXent es mas fuerte para el enlace X sefiuelo que para el enlace X conocido, lo

que respalda parcialmente nuestra hipotesis.
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Figura 4.11: Fortaleza del EXent para las predicciones de las poses de docking que forman EX real (rojo)

y el sefiuelo (amarillo).

La figura 4.12 muestra las poses de los enlaces X conocidos y sefiuelos de las estructuras

seleccionadas, a modo de comparacion.




Figura 4.12: Poses de docking de halobenceno que forman un enlace X conocido (magenta) y sefiuelo (celeste) en
las estructuras proteicas seleccionadas. Las interacciones de enlace H y enlace X se representaron con lineas

discontinuas amarillas y rojas, respectivamente.

Los subbolsillos de las proteinas que albergan enlaces X reales forman una red mas compleja
de enlaces H con cloro que los con enlaces X sefiuelo (Figura 4.11). Una inspeccién mas
cuidadosa revela que las poses sefiuelo tienden a ser impulsadas por interacciones del anillo
aromatico, como por ejemplo interacciones de “stacking “C-H:--m, en lugar de interacciones con

el halégeno. Ademas, en varios casos, la pose sefuelo ha sido clasificada mejor por la funcién
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de puntuacion de docking de la pose experimental real que forma el verdadero enlace X (datos
no mostrados). Este hallazgo indica que la funcidn de puntaje de docking esta subestimando las

interacciones del entorno del enlace X.

4.4 Conclusiones:

Reconociendo que los 4tomos de halégeno pueden formar otras interacciones no covalentes
ademas del enlace X en el bolsillo de una proteina, se estudi6 el papel del entorno hidréfobo del
hal6geno en los complejos ligando-receptor con EX. Es decir, se centr6 el estudio en lo que se

denomind el "entorno de EX".

Se utilizaron los datos de densidad de carga electrdnica calculados previamente en el capitulo
3 en los complejos ligando-proteina unidos a través de EX conocidos, para construir un modelo
que puede predecir la formacién y la fuerza de las interacciones del entorno del enlace X,
basandose Unicamente en sus datos geométricos. De esta forma, el modelo se puede aplicar
directamente a las posiciones de acoplamiento para predecir la propensién de entornos de

enlaces de halégeno sin la necesidad de calcular la densidad electrénica del sistema.

Para probar la hipétesis de que el enlace X en un bolsillo de proteina necesita un entorno
adecuado para establecerse, se aplicé el protocolo de prediccién (xenv) a enlaces X "reales" y
"sefiuelos”, asi se confirmé que los primeros tienen un EXent mas fuerte que los udltimos.
Ademas, se realizé una validacién externa aplicando el procedimiento en estructuras de
complejos con ligandos halogenados que no se encontraban en el conjunto de entrenamiento, y
realizando simultaneamente los respectivos calculos cudnticos, los datos obtenidos se

compararon obteniendo resultados favorables.

Dado que la formacién de enlaces X en los bolsillos de proteinas ciertamente requiere un
entorno adecuado, podemos aplicar con confianza el protocolo de prediccion del entorno de

enlaces X para evaluar la propension de los bolsillos de proteinas a albergar un enlace X.

Esta metodologia podria ser de interés en el contexto de proyectos de optimizacién de
compuestos lideres donde un ligando se modifica estructuralmente para aumentar la afinidad
de unidn por su proteina diana, lo que facilita la aplicabilidad de enlaces hal6genos en el disefio

molecular.
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Finalmente, se destaca como un aporte importante de este trabajo que el cédigo y los datos del
sistema de referencia que se utilizaron en la elaboracién del protocolo, para la prediccion de la
presencia de enlaces de halégeno en base al entorno (xenv) descripto en este capitulo, fueron
publicados 'y se encuentra disponibles en el repositorio de  Github

(https://github.com/emilioangelina/xbenv)
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Capitulo 5

Docking molecular de ligandos
halogenados con receptores de

dopamina




CAPITULO 5

En este capitulo se estudiaron las interacciones de EX formadas por ligandos halogenados
unidos al receptor D2 de dopamina (D2R). Por su extension y para facilitar su comprension, se
presenta subdividido en tres partes. La primera esta enfocada en el receptor; debido a la falta
de disponibilidad de estructuras cristalinas de los receptores de dopamina al momento del
inicio de esta tesis, la primer parte consistié en la generacién de modelos por homologia del
receptor de dopamina D2 (D2R) en su forma inactiva (D2Ri) y activa (D2Ra), esta ultima
acoplada a la proteina Gi. Posteriormente se estudiaron los cambios conformacionales de cada
receptor al unirse a un compuesto agonista, en el caso del receptor activo, y a un agonista
inverso en el caso del receptor inactivo. Durante el desarrollo de esta tesis se cristalizaron las
estructuras del receptor D2 (Wang et al., 2018; Yin et al., 2020) esto despert6 el interés en
estudiar también los cambios conformacionales involucrados en la activacién del receptor por
el ligando, la evaluacién de la calidad de los modelos obtenidos por homologia en la primera
parte, ademas de los interruptores moleculares. La segunda parte se centré en el docking
molecular de los ligandos dopaminergicos halogenados, LDX, tomando en consideracién los
parametros para halégenos incluidos en la funcién del campo de fuerzas, como se describe
en el capitulo 3. La tercera parte consistié en la aplicacion del Protocolo predictivo de formacién
de EX basado en el entorno (Xenv), para predecir la pose con el entorno mas propicio del
LDX en el sitio ortoestérico del receptor, como se describe en el capitulo 4. Finalmente los
resultados predichos se confirmaron mediante calculos mecanocuanticos de la densidad

electrdnica, utilizando QTAIM.
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5.4. Introduccién

5.11 Receptores acoplados a la protetna G (GPCR)

Los receptores de Dopamina pertenecen a una gran familia de receptores denominados
Receptores acoplados a la proteina G que se caracterizan por poseer siete segmentos
transmembranas (7TM) relativamente hidrofébicos los cuales estan ubicados en la membrana
celular. Estos segmentos acoplados a la proteina G (Sukalovi¢ et al., 2005) interactian con
moléculas efectoras citoplasmaticas que regulan funciones neuronales, de este modo median
la mayoria de las respuestas celulares a las hormonas y a los neurotransmisores, como los
sentidos de la vista, el olfato y el gusto y por lo tanto estan asociados con una multitud de
enfermedades que hacen de los miembros de esta familia, importantes blancos farmacolégicos.
Se estima que los GPCRs son blancos de alrededor del 50% de los farmacos que se encuentran
actualmente en el mercado (Cheng et al,, 2010). El nombre GPCR se refiere a la forma de
sefializacion de estos receptores a través de proteinas de unién a GTP (guanosina trifosfato)

que se encuentran en el interior celular (Figura 5.1).

Union del Subunidades de |a Proteina Gactiva  Hidrolisis de GTP e inactivacion de la

Unidn ala ProteinaG

agonista regulan las proteinas efectoras proteina Ga

T e | i |
i by o’

| i
aed i

|
] 660

Reensamble del heterotrimero

Figura 5.1: Ciclo de la proteina G. La unién del agonista extracelular al receptor R provoca el reordenamiento de los
segmentos trasmembrana en sus extremos citoplasmaticos, lo cual permite que el heterotrimero de proteina G (o,
y ¥ ) se una al receptor. Luego de la formacién del complejo R-G, el nucleétido GDP se libera de la subunidad Ga. El

GTP se une a Ga resultando en la disociacién de las subunidades a y 3 del receptor. Las subunidades regulan sus
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respectivas proteinas efectoras, adenil ciclasa (AC) y canales de Ca2+. Posteriormente, la actividad GTPasa intrinseca

de Ga lleva a la hidroélisis de GTP en GDP y el reensamble del heterotrimero a partir de las subunidades a y .

Los GPCRs son proteinas dindmicas que pueden adoptar un nimero de conformaciones en la
membrana, dos de ellas son las mas relevantes llamadas conformacién activa e inactiva, siendo
solo la forma activa capaz de transmitir “la sefial” al interior celular. Los ligandos se clasifican
de acuerdo con el efecto que tienen sobre el equilibrio de conformaciones del receptor. Los
agonistas inversos se unen y estabilizan la forma inactivada del receptor con lo cual reducen la
actividad basal o constitutiva del receptor.

Los antagonistas neutros no tienen efecto sobre la actividad de sefializacion, pero pueden evitar
que otros ligandos se unan al receptor. Por el contrario, la unién de un agonista aumenta la
afinidad por la proteina G en el interior de la célula y favorece la conformacién del receptor

activado lo cual se traduce en un aumento de la respuesta biolégica por encima del nivel basal
(Figura 5.2).
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Figura 5.2: Efecto de los diferentes tipos de ligandos en la actividad del receptor

El estado activo de un GPCR puede definirse como la conformacién que acopla y estabiliza la
proteina G libre de nucloeétido (Rasmussen et al.,, 2011a). El mecanismo general de activaciéon
de los GPCRs se debe a formacion del “complejo ternario” formado por el agonista extracelular,
el GPCR transmembrana y la proteina G intracelular. (De Lean et al., 1980) . En este complejo
ternario, la proteina G tiene mayor afinidad por GTP que por GDP (ver figura 5.1) y el GPCR
tiene varias veces mayor afinidad por el agonista que el receptor solo. La mayoria de los GPCRs
resueltos proporcionan una visiéon del receptor en su forma inactivada. Esto se debe a la

inestabilidad inherente del estado activado del GPCR en ausencia de proteina G (solo unido a
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agonista), lo cual hace dificil capturar dicho estado en una estructura cristalina (Rasmussen et
al,, 2011).

Debido a los desafios técnicos de trabajar con complejos de sefializacidn nativos que incluyan a
la proteina G, se han desarrollado varios sustitutos que imitan la proteina G para simplificar la
cristalizacién de los GPCR en su estado activo (Carpenter & Tate, 2017). La primera estructura
resuelta de un GPCR en estado activado fue la opsina (Scheerer et al, 2008). En 2011, la
estructura del receptor adrenérgico B2 (pP2-AR) se determindé en complejo con un
nanoanticuerpo (Rasmussen et al.,, 2011) y con Gs heterotrimérica (Rasmussen et al., 2011).
Desde entonces se han determinado tres GPCRs adicionales en su estado activo, el receptor
muscarinico de acetilcolina M2 (Kruse et al., 2013), el receptor p-opioide(Huang & Thathiah,
2015)(Carpenter et al,, 2016) y recientemente, durante el desarrollo de esta tesis, el receptor
D2 de dopamina (Yin et al., 2020), el cual se encuentra cristalizado formando un complejo con
el compuesto agonista bromocriptina.

La cuestion fundamental acerca del mecanismo de activaciéon de GPCRs sigue siendo entender
;como la unién de un agonista y los cambios resultantes a nivel de las interacciones del ligando
en el bolsillo de unién conducen a cambios conformacionales que se propagan desde la porciéon
extracelular del receptor hacia la superficie citoplasmatica involucrada en la unién a proteina
G?

Los métodos bioquimicos y cristalograficos junto con las simulaciones de dindmica molecular
y otras técnicas tedricas proporcionaron modelos de activaciéon del receptor basados en la
accion de los llamados "interruptores moleculares” que estan “escondidos” en la estructura del
receptor (Trzaskowski et al.,, 2012).

El analisis topoldgico de la densidad electrénica a partir de la teoria de Bader de 4tomos en
moléculas, puede ser determinante en este estudio. La informacién crucial que brinda predice
cémo el efecto de la interaccion intermolecular redistribuye la densidad de carga electrénica
del ligando en el sitio activo de la proteina. La caracterizaciéon topolégica de la densidad
electrénica del sitio activo con el ligando, a su vez define el enlace quimico entre ellos; es decir,
el analisis topoldgico de interacciones intermoleculares confirma la existencia de tales
interacciones. La densidad electronica de las interacciones intermoleculares se correlaciona en
gran medida con la energia de disociacién de los grupos que interactiian. Ademas, el andlisis de
densidad electrénica del ligando y del bolsillo de unién de la proteina (complejo ligando-

proteina) permite también comprender las propiedades electrostaticas del ligando en el sitio
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activo y la superficie de potencial electrostatico de la molécula proporciona la forma o figura de

localizacion de los sitios reactivos.

Los interruptores moleculares o switchs descriptos hasta el momento incluyen: el bloqueo
ionico (ionic lock switch), el interruptor de transmision (transmission switch o rotamer toggle
switch), el bloqueo 3-7 (3-7 lock switch) y el interruptor de tirosina (tyrosine toggle switch)
(Figura 5.3).

Dado que los interruptores moleculares estan usualmente altamente conservados dentro de los
GPCRs (particularmente en los GPCR de tipo A, de la familia de la Rodopsina), se piensa que
éstos serfan parte de una via o mecanismo comun de activacién de los GPCRs. Sin embargo,
varios experimentos posteriores mostraron que probablemente no exista tal via comun para
todos los miembros de la familia de GPCRs(Trzaskowski et al.,, 2012) .

A continuacion, se describen los interruptores mas importantes:

+ Interruptor de bloqueo iénico: En la superficie citopldsmica, una diferencia estructural
importante entre los GPCRs activados por ligando y GPCRs en estado inactivado reside
en el “bloqueo idnico”, una fuerte interacciéon intramolecular entre residuos E3.49 /
R3.50 del motivo (e/d)Ry en TM3 y los residuos Glu6.30 / T6.34 en TM6 que mantiene
juntas ambas hélices transmembrana estabilizando asi al receptor en su estado
inactivado (Figura 5.3). La ruptura de esta interaccion provoca el desplazamiento de
TM6 hacia afuera del ovillo de TMs (alrededor de 144 en el complejo ternario agonista
B2-AR-Gs (Rasmussen et al,, 2011) y de 64 en una forma activada de rodopsina(Park et
al,, 2008); TM5 también sufre un desplazamiento menor. El resultado de los cambios
conformacionales genera una cavidad entre TM3, TM5 y TM6 en la cual la proteina G
puede anclarse.

+ Interruptor de transmisién: Este interruptor que involucra la secuencia conservada
cwxP, describe los cambios conformacionales inducidos por el agonista en las interfaces
inter-hélice que dan como resultado la rotaciéon de TM6 y el rearreglo de TM5 y TM7
(Figura 5.3). El movimiento de Trp6.48 conduce a la reubicacién de una red de enlaces
de hidrégeno mediada por agua, que en estado activo abarca desde el sitio del ligando
hacia el sitio de unidén a proteina G, seguido del movimiento de W6.48 en rodopsina el
residuo F6.44 situado en un giro de hélice hacia el lado citoplasmico de TM6, rota hacia
Leu5.51 ya que todo el TM6 esta girando horizontalmente, mientras que 13.40 se aleja

de P5.50 iniciando asi un cambio estructural en TM5 inducido por la prolina. Tales
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translocaciones forman parte del "interruptor de transmisién" descripto por Deupi y
Standfuss (Deupi & Standfuss, 2011) (previamente conocido como “rotamer toogle

switch”).

Interruptor de bloqueo 3-7: Este interruptor se denomina bloqueo 3-7 porque involucra
alos segmentos TM3 y TM7. En los receptores aminergicos (ej. de dopamina, histamina
H1, etc), el interruptor se compone generalmente de los residuos Y7.43 (TM7) y D3.32
(TM3) que forman un puente entre ambos segmentos en la forma inactivada del
receptor que tras la activaciéon se rompe.

Interruptor de tirosina y barrera hidrofébica: Para explicar el reordenamiento de
enlaces de hidréogeno mediado por moléculas de agua durante la activacion de
GPCRs, se ha propuesto un interruptor denominado “tyrosine toggle switch” que
involucra la secuencia conservada nPxxy. En la forma inactivada de GPCRs una regién
llamada barrera hidrofébica separa la red de enlaces de hidrégeno mediados por

moléculas de agua del motivo (d/e)Ry que es critico para la activacion de los GPCRs.
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Figura 5.3: Accién de interruptores moleculares en GPCRs. Se muestran cuatro interruptores: interruptor de
transmision, interruptor de palanca de tirosina, bloqueo idnico y bloqueo 3-7. Se muestran basados en las
estructuras cristalinas de la rodopsina, Adrenoreceptor y receptor de Adenosina A2 con agonistas, antagonistas,
agonistas inversos. Se proporcionan sus nimeros de Id del Protein Data Bank: primer niimero para inactivo y

segundo para receptor activo. Ademas, se muestran las formulas estructurales de los agonistas de las estructuras
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cristalinas de los receptores activos. El esquema general de la estructura de GPCR se muestra en base a la estructura
cristalina del receptor de quimiocinas CXCR4 con un ligando pequefio. Las flechas azules en paneles circulares
indican movimientos de la estructura del receptor durante la accién de un interruptor en particular. La estructura
inactiva del receptor se muestra en gris mientras la activa se encuenta en color. Los residuos estan numerados de
acuerdo con el esquema de numeracion de Ballesteros-Weinstein. (Figura reproducida de Trzaskowski et al, 2012).
Los interruptores moleculares junto con la red de enlaces de hidrogeno entre residuos conservados, motivos y
moléculas de agua estructurales constituyen una interfaz extendida entre diferentes areas de los GPCRs que facilitan

los movimientos concertados que conectan la unién del ligando con la sefializacion celular.

5..2 Receptores Dopaminérgicos

La Dopamina o 3,4-dihidroxifeniletilamina (Figura 5.4), es una de las catecolaminas naturales
que se biosintetizan por acciones enzimadticas en las neuronas terminales dopaminérgicas
usando como precursor L-Tirosina proveniente del aminoacido esencial Tirosina. La Dopamina
se sintetiza en neuronas especificas, localizadas fundamentalmente en el cuerpo estriado y en
el sistema limbico, almacendndose en las vesiculas sinapticas. Este neurotransmisor
catecolaminérgico precursor de la sintesis de noradrenalina y neuromediador del sistema
nervioso central y periférico, se libera a la hendidura sinaptica por influencia de estimulos

nerviosos.

HO

meta—-0H

Figura 5.4: Estructura de la dopamina.

La neurotransmisién dopaminérgica juega un papel muy importante en los desérdenes que
involucran el sistema nervioso central (SNC) tales como la esquizofrenia, la enfermedad de
Parkinson, el sindrome de Tourette y las adicciones psicoestimulantes. Las cuatro vias
dopaminérgicas principales son la via nigroestriada, via mesolimbica, via mesocortical y via
tuberoinfundibular (Schertler, 1999; Teeter et al., 1994), por ejemplo la Esquizofrenia ocurre

por un aumento de los niveles de dopamina en las vias del sistema mesolimbico, mientras que
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en la enfermedad de Parkinson existe una disminucién de dopamina en las neuronas nigro-
estriadas.

La clasificacién farmacolégica mas utilizada de los receptores dopaminérgicos es la de Kebabian
y Calne(Andujar et al., 2008) que los subdivide en dos subtipos D1 y D2, con diferentes
propiedades bioquimicas y farmacolégicas y con distintas funciones fisiol6gicas. En la
actualidad, la aplicaciéon de técnicas de clonacion ha permitido identificar 5 subtipos de
receptores clasificados en dos subfamilias, tipo D1 (D1 y D5) y tipo D2 (D2, D3 y D4) (Lan et al,,
2006). Los receptores similares a D1 se acoplan a la subunidad alfa estimuladora de la Proteina
G (Gs), activando la adenilciclasa; mientras que los receptores similares a D2 se acoplan a la
subunidad alfa inhibidora de la proteina G (Gi), inhibiendo de este modo la adenilciclasa (Chien
etal, 2010).

Los receptores tipo D1 presentan 80 % de similitud entre si y propiedades fisiol6gicas
similares. Poseen alta afinidad por los ligandos benzacepinicos, los cuales son antagonistas
selectivos para dichos subtipos. Presentan ademas una moderada afinidad por los agonistas
dopaminérgicos tipicos como la apomorfina. Existen pequefias diferencias de afinidad de
algunos compuestos para los receptores D1 y D5 y estas se han observado especialmente en
algunos agonistas. Los receptores D1 son postsinapticos y se distribuyen en casi todas las areas
cerebrales que poseen sinapsis dopaminérgica. Su estimulacidén permite la activaciéon de la
adenilciclasa a traves de una proteina Gs produciéndose por lo tanto un aumento del AMPc
intracelular en la neurona postsinaptica. Los receptores D5 se diferencian de los D1 en que
poseen una mayor afinidad por la dopamina y se localizan tnicamente en el cortex frontal,
cuerpo estriado, hipotalamo e hipocampo (Yashar et al,, n.d.). Las funciones de los receptores
D5 no son bien conocidas, sin embargo, se sabe que los receptores D1 estan implicadas en
importantes acciones de la dopamina relacionadas con el control de movimiento, asi como
funciones cognitivas y cardiovasculares.

En cuanto a los receptores tipo D2, se conoce que D2 y D3 muestran un 75% de similitud,
mientras que entre los receptores D2 y D4 solo hay un 53% de similitud, pero todos ellos
presentan propiedades farmacolégicas similares. Las butirofenonas son antagonistas que
poseen alta afinidad por dichos receptores al igual que las fenotiazinas y los tioxantenos. Sin
embargo, existen algunas diferencias entre las afinidades de estos tres receptores (D2, D3 y D4)
con algunos ligandos especificos. La benzamida raclopride por ejemplo, presenta una alta
afinidad por los receptores D2 y D3 y baja por los receptores D4. En general los receptores D2

presentan una fuerte afinidad frente a los neurolépticos, asi como la dopamina y la mayoria de
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los agonistas dopaminérgicos. Los receptores tipo D2 se encuentran distribuidos
mayoritariamente en los sistemas nigroestriado y mesolimbico, se localizan tanto a nivel
presinaptico como postsinaptico y su estimulacidn inhibe la adenilciclasa a través de una
proteina G, disminuyendo el contenido de AMPc intracelular. Poseen una funcién importante
en el control de movimientos, en ciertos aspectos del comportamiento cerebral y en la secrecion
de prolactina. Las funciones de los receptores D3 y D4 son desconocidas, aunque su localizacion
en el area limbica del cerebro les sugiere papeles cognitivos, emocionales y de comportamiento.
Los receptores tipo D2 presentan una gran afinidad por los fArmacos utilizados para tratar la
esquizofrenia y Parkinson.

Actualmente, el receptor D2 (D2R) es de gran interés terapéutico, incluido sus principales sitios
de accion para la mayoria de los nuevos firmacos que se estan desarrollando con actividad
antiparkisoniana y antipsicéticos. Se ha creado con gran éxito un gran nimero de agonistas de
los receptores D2, los cuales reducen los sintomas caracteristicos de la enfermedad de
Parkinson como son la bradiquinesia, la rigidez y los temblores, como asi también otros
sintomas menos comunes como son los trastornos de movimiento incluyendo el sindrome de
Ekbon (Cox et al.,, 1992; Mansour et al., 1992). Para el tratamiento de la esquizofrenia todavia
se utilizan neurolépticos tradicionales, flufenazina y haloperidol y otros mas modernos
antipsicéticos de segunda generacién, los cuales son menos potentes como agentes

neurolépticos, pero son fuertes antagonistas de los receptores de serotonina.

5.1.3 Relevamiento de ligandos dopaminérgicos halogenados

Un relevamiento de la base de datos ChEMBL (Gaulton et al., 2012) muestra que de los 11733
compuestos con anotaciones de afinidad frente a D2R (con valores de Ki), 5317 de ellos

contienen, al menos, un 4tomo de halégeno en su estructura (Figura 5.5A).

Por otra parte, de los 57 farmacos y candidatos clinicos actualmente disponibles, incluyendo
agonistas, agonistas parciales y antagonistas de D2R, 33 de ellos contienen, por lo menos, un

atomo de halégeno en su estructura (Figura 5.5B)

——

152

'



Compuestos con datos de afinidad a D2R (ki)

Drogas seleccionadas para ensayos clinicos

Figura 5.5: Relevamiento de la base de datos ChEMBL de compuestos ligandos de D2R, halogenados (X) y no-
halogenados (no-X).

La elevada frecuencia de atomos de halégeno en los ligandos dopaminérgicos obedece
principalmente a que su incorporacion en la etapa de optimizacion estructural del lider permite
mejorar sus propiedades ADMET, facilitando la absorcion y el cruce de las barreras bioldgicas,

y prolongando, ademas, su vida util.
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Sin embargo, como se expresé previamente a lo largo de esta tesis, el &tomo de hal6geno puede
interaccionar de manera no covalente (a través de enlaces de hidrégeno y de hal6geno) con los
atomos de la proteina blanco, influyendo también sobre la afinidad de la unién ligando-
receptor. En otras palabras, la incorporacién de un atomo de halégeno en la estructura de un
ligando dopaminérgico influye no solo sobre su farmacocinética sino también sobre su
farmacodinamia. Mas atn, como influye la halogenacién sobre la afinidad de unidén del ligando
al blanco terapéutico, no ha sido todavia, suficientemente estudiado.

Surge entonces en esta tesis, el particular interés de abordar esta cuestién. Mas
especificamente se pretende saber si ;es factible la formacion de una interacciéon de enlace de
halégeno en el sitio ortostérico de D2R? y ;qué implicancias puede tener su formacion desde el
punto de vista biol6gico?

Para ello, una primera cuestién que se debemos conocer es ;cuantos de los 5571 ligandos
dopaminérgicos halogenados podrian potencialmente formar un enlace de halégeno?

Entre los halégenos, el atomo de fldor reune caracteristicas especiales: es el mas
electronegativo de la tabla periddica, es el mas compacto y el menos polarizable de ellos; lo que
determina que solo en determinadas situaciones se ha demostrado su capacidad formadora de
EX, por lo que no sera considerado en este estudio.

Por otra parte, es también importante el efecto atractor de electrones del atomo unido
covalentemente al halégeno (dador de halégeno), cuanto mayor su electronegatividad mayor
serd el tamafio del agujero-o. Entre todos los compuestos, los sistemas halogenados
aromaticos, representan los andamiajes mas comunes en quimica medicinal, forman enlaces de
halégeno relativamente estables, debido a la mayor electronegatividad del carbono aromatico
(Car) en relacion a uno alifatico (Cal). Aplicando los filtros previos, es decir considerando
unicamente los ligandos que contienen la siguiente subestructura: Car-X donde X=Cl, Bro |, el
numero de dadores de haldgeno potenciales se reduce a 3199, que representa alrededor del

60% del total de ligandos dopaminérgicos halogenados (Figura 5.6)
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Figura 5.6: Distribucion de los Ligandos dopaminergicos halogenados segin su potencialidad de formar EX.

Para conocer si estos potenciales dadores de haldgeno pueden efectivamente establecer un
enlace de haldgeno, se deberia modelar explicitamente al ligando en el sitio orto estérico del

receptor D2R y considerar explicitamente sus interacciones intermoleculares (Figura 5.7)

Figura 5.7: Sitio de unién de ligandos del D2R, se detallan los residuos mas relevantes de acuerdo con el esquema

de numeracién de Ballesteros-Weinstein.
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En la siguiente seccidon se describen las interacciones de algunos potenciales dadores de
haldgeno en el sitio ortostérico de D2R, que fueron estudiados por el grupo de investigacion,
en trabajos previos. (Angelina et al.). Para comprender mejor el rol que jugaba el atomo de
halégeno en la union ligando-receptor, la estrategia adoptada en los trabajos mencionados fue
evaluar el efecto de la sustitucion del atomo de halégeno por un grupo OH, analizando a la vez

como se modificaban las afinidades de unién con dicha sustitucion.

5.1.4. Rol del halégeno en la interaccién ligando-D2R

Angelina et al. (Angelina et al., 2015) estudiaron el efecto del reemplazo de los grupos OH de la
dopamina por un dtomo de halégeno y encontraron que al reemplazar el OH en posicion meta
por Cloro (m-clorotiramina) la afinidad del ligando por D2R se conservaba, sin embargo cuando

se reemplaza el OH en posicién para (p-clorotiramina), ésta se reducia notablemente.

El andlisis basado en la densidad electrénica del entorno del &tomo de halégeno muestra que
p-Cl esta anclado en un sub bolsillo altamente hidrofébico del D2R, donde el hal6geno forma
solo enlaces de hidrégeno del tipo C-H...Cl. Por el contrario, m-Cl est4 alojado en un sub bolsillo
mas polar en donde forma interacciones hidrofébicas, pero también un enlace de halégeno O...Cl

con Ser5.42 del segmento transmembrana 5 (TM5).

Si bien en el trabajo descrito se logré explicar las diferencias en afinidades de unién en término
de interacciones moleculares, es importante aclarar que en estos estudios anteriores, se utiliz6
el campo de fuerzas de AMBER sin corregir o sin modificar, en las simulaciones de dindmica

molecular, es decir, se lo consider6é como un atomo con distribucién de carga esférica.

Esta tesis aporta (en el capitulo 3) una mejora en la herramienta de estudio al tomar en cuenta
el caracter anisotrépico de la distribucién de carga electréonica del dtomo de haldgeno

incorporando la aproximacién del extra punto positivo (PEP) de Ibrahim..

Empleando el protocolo de Ibrahim (Ibrahim, 2012) en las simulaciones de dindmica molecular,
Luchi et al. (Luchi et al., 2016) estudiaron la formacién de enlaces de halégeno en el receptor

D2R ,modelado en base al D3R,(Chien et al.,, 2010).

Para poner en evidencia el rol del enlace de halégeno en la estabilizaciéon de los complejos
ligando-receptor, se realizé una busqueda en bases de datos publicas de pares de ligandos
dopaminérgicos que difieran inicamente en la presencia de un halégeno (LX) o un hidroxilo

(LOH), en la misma posicién. En particular, se seleccionaron pares LX/LOH en los cuales el
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compuesto halogenado tenia mayor afinidad de unién por D2R (medida experimentalmente)

que su contraparte hidroxilado (Figura5.8)

¢Existe en la base de datos?

Ligandos activos Seleccion de ligandos
de8 DRD2 conteniendo halégeno Reemplazo de X por OH
(ZINC) 1 2
|
|
|
\
\_
Descartar
NO Sl
/

DRD2
model

Figura 5.8: Diagrama de flujo empleado para la compilacion de los pares de ligandos LX/LOH tomados de la base

de datos ZINC (figura tomada de Luchi et al, 2016)

El andlisis de las trayectorias de dindmica molecular mostr6 que los compuestos halogenados
parametrizados con un extra-punto forman un enlace de halégeno X...0 con el oxigeno del
backbone del residuo Ser5.42 mientras que su contraparte hidroxilada no tiene la misma

tendencia a formar el correspondiente enlace de hidréogeno OH...O.

A su vez, las simulaciones muestran que este enlace de halégeno atentia o reduce la inherente
propension a desplegarse/desenrollarse de la parte extracelular del segmento de
transmembrana 5 (TM5) de D2R. Estos resultados sugieren un posible rol del enlace de halégeno
como modulador de la estructura secundaria de las proteinas, como consecuencia de la capacidad

del halégeno para interactuar con el backbone de las proteinas.

La incorporacion de un extra-punto en los campos de fuerza de los algoritmos de docking y en
las simulaciones de dindmica molecular constituye ciertamente una mejora en el tratamiento
del enlace de halégeno, con respecto a los campos de fuerza de potencial esférico clasicos. Sin
embargo, se hace mucho énfasis en esta tesis en que el entorno del enlace de halégeno es tanto
o mas importante que el enlace de hal6geno en si mismo. En este capitulo se aplica el protocolo
de deteccion de enlace de halégeno basado en el entorno (EXent) para predecir el modo de

unioén de ligandos halogenados sobre D2R.
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En los ultimos afios, la irrupcién de la tecnologia de criomicroscopia electrénica (cryo-EM) ha
acelerado la resoluciéon de la estructura tridimensional de las proteinas, a tal punto que
actualmente se encuentran disponibles las estructuras del D2R tanto en su forma inactiva
(D2Ri) como su forma activada acoplada a la proteina Gi (D2Ra-Gi). Esta situacion o permitiria
predecir con mayor exactitud el modo de unién y las interacciones de ligandos halogenados con

D2R, respecto a los estudios previos realizados sobre receptores modelados por homologia.

Mas aun, la disponibilidad de ambas formas del receptor, activado (7jvr) e inactivado (6cm4),
proporciona una oportunidad para intentar predecir no sélo la afinidad de unién de los ligandos
halogenados sino también su perfil funcional, es decir si actuarian como agonistas o

antagonistas del D2R.

En este capitulo se simularon por Dinamica Molecular ambas estructuras del receptor
D2R inserto en una membrana fosfolipidica y se analizaron sus diferencias estructurales

en término de los interruptores moleculares.

Luego se modelaron las interacciones moleculares de la dopamina sobre diferentes
conformaciones de ambas formas del receptor, verificando que ésta se une con mayor afinidad

a la forma activada, como era de esperarse, por tratarse del agonista endégeno del D2R.

Posteriormente se realizé el docking del analogo halogenado de dopamina sustituido por cloro
en posicion meta (m-clorotiramina) para investigar a qué forma del receptor se uniria mas
fuertemente, o con mayor afinidad con el fin de predecir si tras la halogenacion, se conservaria
su funciébn como agonista, o si por el contrario se convertirfa en un agonista

inverso/antagonista.

De esta manera se constatd que el docking sobre un “ensemble” de conformaciones activas e
inactivas del receptor fue capaz de predecir no solo la afinidad de los ligandos dopaminérgicos

sino también su perfil funcional.

Finalmente, en la dltima parte se aplicé el protocolo de deteccion de enlace de halégeno
basado en el entorno para conocer cudl serfa la orientacién mas probable del halégeno de m-
Cl dentro del sitio ortostérico de D2R del receptor activado. En el caso del receptor inactivado
se aplicd el protocolo para el agonista inverso, clorpromazina. Los resultados predictivos se

confirmaron mediante calculos mecano cuanticos de la densidad electrénica, con QTAIM
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5.2 Métodos

5.21 Construccién de modelos de receptores de dopamina por modelado por homologta

Al inicio del desarrollo de esta tesis no se encontraba resuelta la estructura del receptor D2R,
por lo cual se debid construir un modelo por homologia del receptor en las formas inactiva y
activa acoplada a la proteina Gi para poder aplicar el estudio de compuestos halogenados. La

figura 5.9 resume los pasos del procedimiento.

‘ P Clusterizado S

membrana
- sObtencion de
\ estructuras

representativas de

\_/. \\\\_/— la dinamica

Figura 5.9: Esquema de los pasos de trabajo para obtener los modelos por homologia

5.211 Modelado por homologta

Se conocen al menos dos formas del receptor D2, D2A o forma corta y D2B o forma larga, la
diferencia entre estas formas se basan en la constitucion del loop intracelular, hasta el momento
la forma larga del receptor se encuentra mas implicada en patologias nerviosas
(Soriano,2011).En los ultimos afos se ha construido un modelo por homologia de dicho
receptor utilizando como molde las estructuras cristalinas del receptor D3 de dopamina (D3R),
receptor 32 adrenérgico y receptor A2a de adenosina; posteriormente Ralf C. Kling describi6 el
primer modelo de homologia del D2R unido a la proteina G basandose en la estructura cristalina
del receptor 2 adrenérgico en complejo con la proteina Gs (Kling et al,, 2013) y durante la
realizacion de esta tesis se ha cristalizado el D2R en su forma inactiva y activa(Wangetal., 2018;
Yin et al., 2020).

El modelado por homologia se emplea para encontrar la conformacién mas exacta de una

proteina (Orry & Abagyan, 2012). Entre los receptores dopaminérgicos el inico cuya estructura
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habia sido resuelta hasta el momento en que se inicié esta tesis era el D3R (Chien et al., 2010),
por ese motivo y debido a la elevada homologia de la secuencia entre los diferentes subtipos de
receptores de dopamina, la estructura de D3R constituye una buena plantilla para modelar por
homologia la estructura del D2R. Sin embargo, D3R fue capturado en una forma inactiva con lo
cual los modelos resultantes también estaran en dicha forma, por lo que, a diferencia de los
trabajos citados previamente, la estrategia utilizada en este trabajo consisti6 en emplear mas
de una plantilla para poder modelar el D2R en su forma activa. Esta estrategia de alineamiento
con plantillas maultiples implica la escisiéon del receptor en varios dominios y la posterior
seleccion de la plantilla mas adecuada para cada uno de estos dominios, aumentando asi la
precision de los modelos (Orry & Abagyan, 2012). Aplicando esta estrategia se ha construido
un modelo del receptor D2 acoplado a la proteina Gi, tomando como modelo las estructuras
cristalizadas del DRD3 (PDB:3PBL),y la estructura del receptor B2 adrenérgico acoplado a la
proteina Gs (PDB:3SN6). A través del modelado por homologia basado en multiples plantillas
se lograron obtener dos modelos del D2R, en su forma activada e inactivado, se realizo
posteriormente un refinamiento manual del alineamiento, en el cual se corroboro la presencia
de las secuencias conservadas correspondientes a cada hélice transmembrana. (Figura5.8).
Para el modelo del D2R acoplado a la proteina Gi, la plantilla de #2-Gs permitié6 modelar el
acoplamiento de D2R con la proteina G en la region intracelular mas conservada entre los
GPCRs mientras que la plantilla de D3R permiti6 modelar con mas precisiéon la region
extracelular de uni6n al ligando de D2R, la cual estd menos conservada entre los GPCRs

(Figura5.10)
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1GP2: sequence NP_002060.4

Figura 5.10: Moldes utilizados para modelado por homologia para cada parte del receptor (3PBL,3SN6 y 1GP2),ala
izquierda el modelo obtenido del receptor D2 en su forma inactiva y a la derecha el modelo obtenido en su forma

activada acoplado a la proteina Gi.

En resumen, para construir el modelo del receptor activado se utilizaron dos plantillas, el
receptor de dopamina D3 (PDB-ID: 3PBL), y el receptor B2 adrenergico (PDB-ID: 3SN6),
acoplado a la proteina Gs, ambas estructuras cristalinas fueron obtenidas del Protein Data
Bank y se les removio el loop intracelular 3, ya que se ha demostrado que su ausencia no

interfiere en la union del receptor a la Proteina G (Rubenstein et al., 1987).

Para la construccién de los modelos se utilizé Modeller v.9.15 (Sali & Blundell, 1993) se usé6
la secuencia de la isoforma larga del receptor D2 (NP_000786.1) la cual fue obtenida de la
base de datos BLAST. Para el modelado de la proteina G se utilizé solamente la subunidad
alfa del trimero de dicha proteina debido a que se ha demostrado que incluir solo esta
region es suficiente para que se produzca la interacciéon entre la proteina G y el receptor

(Herrmann et al., 2006)

Se alinearon las secuencias del receptor D2 y de la subunidad alfa inhibitoria (Gi) de la
proteina G con las dos plantillas. A diferencia del receptor 2 adrenérgico que se acopla a
Gs, D2R se une a la proteina Gi, sin embargo ambas isoformas presentan alta homologia se

secuencia por lo tanto la proteina Gs acoplada a 82 en la estructura 3SN6 puede utilizarse




para modelar la estructura de Gi acoplada a D2R. En el caso del modelo del receptor
inactivado no se considerd la proteina G en el modelado, utilizando como tUnica plantilla la

estructura del D3R.

Los alineamientos obtenidos fueron sometidos a una inspeccién visual y a un refinamiento
manual, teniendo en cuenta las secuencias conservadas en cada dominio de transmembrana

(Figura 5.11).
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Figura 5.11: Secuencias conservadas de los receptores transmembrana presentes en el alineamiento del modelo del

DR2.
5.2..2 Validacién del modelo

Para analizar estas caracteristicas, en primer lugar se hizo una seleccion de los mejores
5 modelos obtenidos en funcién de su puntuacion DOPE (Discrete Optimized Protein
Energy, de sus siglas en inglés), provista por el software Modeller (Sali & Blundell, 1993),
la cual esta disefiada para la seleccién de la mejor estructura de una coleccién de modelos
construidos por este software; se seleccioné el modelo de valor mas bajo de energia de
cada uno y este fue sometido a la validacion de sus parametros energéticos y

estereoquimicos con PROCHECK (Laskowski et al, 1993) (ANEXO B). Ademas,
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posteriormente se compard el modelo obtenido del D2R con la estructura recientemente

cristalizada.

5213  Insercién del receptor en la membrana

Posteriormente a haber obtenido ambos modelos del receptor de dopamina D2 acoplado a
la proteina Gi y en su forma inactiva, cada uno fue insertado en una membrana bioldgica,
con este fin sus coordenadas fueron preorientadas con respecto a las de una membrana
normal con el servidor OPM (Database of orientation of proteins in membranes) (Lomize et

al, 2006).

Cada receptor fue colocado dentro de una membrana heterogénea compuesta por CHL:
POPC: POPE (25:50:50, replacement method) con el servidor CHARMM-GUI (Mahmood et
al,, 2013), el sistema fue solvatado con agua; se agregaron iones de Ky Cl hasta obtener una

concentracion 0.15M.

Figura 5.12: Modelo por homologia del D2R orientado por OPM (A) y luego insertado en la membrana lipidica

(B).

5.2.1.4 Dindmica Molecular

Con el fin de refinar los modelos de homologia se realizaron simulaciones de dinamica
molecular de los modelos embebidos en membrana. La intencién es que las simulaciones
permiten relajar los sistemas moleculares para permitirles que alcancen (o al menos se

aproximen) a la estructura que estas presentan en su estado nativo.




Los sistemas para la simulacién fueron preparados con ayuda del servidor CHARMM-GU], se

utiliz6 el campo de fuerza CHARMM 36 para proteinas, lipidos, agua e iones.

Las simulaciones fueron realizadas con AMBER 14, luego de la minimizacién el sistema fue
sometido a seis pasos de equilibracién seguido por el paso de produccién de 100 ns. Los
resultados de la trayectoria fueron analizados con CPPTRAJ, mdédulo de AMBER 14; para la
visualizacién se utilizaron los programas Chimera (Pettersen et al, 2004) y Pymol

(Schrodinger, 2010).

Con el médulo CPPTRA] de AMBER 14 se realizé un clusterizado de las simulaciones de
dindmica molecular de cada receptor, asi se obtuvieron 10 estructuras representativas de la

trayectoria de cada uno.

5.2.2 Refinamiento de los modelos de homologia guiado por el ligando

En un ultimo paso de refinamiento de los modelos de homologia se realizaron simulaciones de
un agonista y un agonista inverso en el sitio ortostérico de las formas activada e inactivada del
receptor, respectivamente, con la intenciéon de hacer mas evidentes los cambios que ocurren
durante la activacion en el lado extracelular del receptor, donde se une el ligando. El siguiente

esquema resume el procedimiento:

nsemble Docking

| Dinamica |
Molecular

*Obtencion de estructura
de minima energia.

Figura 5.13: Esquema de trabajo para el refinamiento de los modelos por homologia. Con flechas se indican los pasos

subsiguientes, hasta realizar el estudio de interacciones intermoleculares




Para definir las modos de unioén iniciales de los ligandos se realizé Docking Molecular de las
estructuras resultantes del clusterizado de la dindmica molecular de los modelos 3D de los
receptores, utilizando como ligandos un agonista como la apomorfina (Trujillo et al., 2000) para
el caso del receptor en su forma activada, acoplado a la proteina Gi, y un agonista inverso,

spiperona (Lan et al., 2006), en el caso del receptor de D2R en su estado inactivado.

N—CHj3

N
< (XA
(0]

HO apomorfina spiperona

Figura 5.14: Estructura de los ligandos agonista (apomorfina) y agonista inverso (spiperona).

Los ligandos y los receptores fueron convertidos de pdb a formato pdbqt con MGLTools,los
calculos de docking fueron realizados utilizando AutoDock4(Morris et al,, 2009). De los
diferentes complejos obtenidos del Docking de cada receptor, la conformaciéon de menor
energia de cada uno fue considerada como la orientaciéon mas favorable y fue usada para la

simulacion de Dindmica molecular del complejo.

Ambos complejos, del D2R acoplado a la proteina Gi y en su forma inactivada con sus
respectivos ligandos, fueron insertados en una membrana biolégica y se realizaron
simulaciones de Dinamica Molecular siguiendo los pasos explicados previamente en el punto

anterior.

5.2.3 Andlisis topolégico de la distribucién de la densidad electrénica

Se construyeron sistemas reducidos de los complejos de menor energia de las trayectorias de
DM, del D2R inactivado y activado, conservando en cada receptor solamente los residuos que
interaccionan directamente con los ligandos. La densidad electrénica de estos sistemas se
obtuvo a través de calculos DFT con funcional hibrido PBE y conjunto de bases 6-31G(d),
utilizando Gaussian 09 (M. ]. Frisch, G. W. Trucks, H. B. Schlegel, G. E. Scuseria, M. A. Robb, J. R.
Cheeseman, G. Scalmani, V. Barone, G. A. Petersson, H. Nakatsuji, X. Li, M. Caricato, A. Marenich,

J. Bloino, B. G. Janesko, R. Gomperts, B. Mennucci, H. P. Hratchian, J. V. Ort, 2016). El analisis
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topologico de la densidad de carga se realizé en base a la Teoria cudntica de Atomos (QTAIM)

con ayuda del software Multiwfn.

5.2.4 Estructuras cristalinas y comparacién con los modelos de homolog(a_

Como se dijo previamente durante el desarrollo de esta tesis se cristalizaron las estructuras del
receptor D2 tanto en su forma inactiva (PDB: 6CM4 )(Wang et al., 2018) unida a las droga
antipsicotica Risperidona como en la forma activa formando un complejo ternario con la

proteina Gi y el compuesto agonista Bromocriptina (PDB: 7]JVR)(Zhuang et al,, 2021).

Esta situacion proporcioné la posibilidad de evaluar la calidad de los modelos de homologia
obtenidos previamente, tanto de forma cuantitativa (ej. mediante superposicion de los modelos
de homologia con las correspondientes estructuras resueltas y calculo de la desviaciéon
cuadratica media de los Ca (RMSD)) como de forma cualitativa (ej. mediante analisis
comparativo de los “switches” moleculares presentes). Los resultados de este andlisis

comparativo se muestran en el ANEXO B

Asimismo, los estudios y andlisis subsiguientes fueron realizados empleando las estructuras

resueltas experimentalmente.

5.2.5 Docking de Dopamina y m-clorotiramina

Para lograr un mejor muestreo de las conformaciones de dopamina y m-clorotiramina en el
sitio ortostérico D2R, se profundizo mas alla de la simplificacién del modelo de dos estados de
activacion del receptor y se realizé el docking sobre un conjunto de varias conformaciones de

ambos estados del receptor.

Para generar las diferentes conformaciones del receptor se realizaron previamente
simulaciones de dindmica molecular de 100 ns de las estructuras cristalinas de ambas formas
insertadas en una bicapa fosfolipidica, siguiendo un procedimiento similar al descrito para los

modelos de homologia.

Luego se realizé el docking de ambos ligandos sobre las conformaciones pre-generadas del
receptor. Para el andlisis de las poses de docking se calcularon las “fingerprint” basadas en
interacciones estructurales (SIFt), siguiendo el protocolo descrito por Deng et al. (Deng et al,,

2004). Brevemente, para cada pose se tomaron 23 residuos correspondientes al bolsillo de
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unién del receptor junto con el ligando y se calcularon 7 tipos de interacciones intermoleculares
para cada residuo: (i) Interacciones débiles (del tipo dispersién de London); (ii) Nube m (cara a
cara); (iii) Nube 1 (borde a cara); (iv) Puente de hidrégeno (proteina dador/ ligando aceptor);
(v) Puente de hidrégeno (proteina aceptor/ ligando dador); (vi) Puente salino (proteina +/
lignado -); y (vii) Puente salino (proteina -/ ligando +). Dichas interacciones fueron codificadas
en una “fingerprint” de 7 bits binarios para cada residuo (7 x 23 bits) donde cada bit esta
“encendido” (ej. toma el valor 1) cuando esta presente la interaccién o “apagado” (ej. toma el
valor 0) en otro caso. Mediante la comparacién de las “fingerprint”s calculadas para cada pose,
empleando el coeficiente de Tanimoto, es posible agruparlas por similaridad en base a las

interacciones intermoleculares que se establecen en cada caso.

Empleando este protocolo se seleccionaron poses representativas de los ligandos en ambos
receptores y se calcularon las energias libres de unién relativas A(AG) siguiendo protocolo MM-

GBSA incluido en AMBER.

5.2.6 Aplicacién del protocolo para predecir EXs basado en las interacciones de los entornos proteicos

Se seleccionaron dos compuestos clorados, un agonista, m-clorotiramina, y un agonista inverso,
clorpromazina. Las estructuras 3D de estos compuestos se obtuvieron mediante la utilizacion

de herramientas quimioinformaticas incluidas en OpenBabel(O’Boyle et al., 2011).

Luego se realizé Docking Molecular parametrizado para EXs del compuesto agonista con el
receptor en la forma activada y del agonista inverso con la estructura del receptor en la forma
inactiva, finalmente se aplicé el protocolo descripto en el capitulo 4 (xenv) para la predicciéon
de la pose con el entorno mas propicio para la formacién de un EXs, ademas simultdaneamente
se calcularon con la metodologia QTAIM las propiedades derivadas de la densidad de carga de

los enlaces H::-Cl que conforman los entornos de enlace X para poder comparar los resultados.

5.3 Resultados

5.31 Andlisis de los modelos de homologfa

La Figura 5.15 muestra la superposicion de los modelos de homologia de D2R activado (D2Ra)
e inactivado (D2Ri) luego del refinamiento de los modelos mediante simulaciones guiadas por

ligando. Al pasar de la forma inactivada a la activada de D2R se observa un marcado

167

——
| —



desplazamiento del segmento intracelular de TM6 hacia fuera del ovillo de segmentos

transmembrana lo que permite el acoplamiento con la proteina Gi.

Figura 5.15: Superposicion de las estructuras de las formas activa e inactiva del DR2 formando complejo con el

ligando.

La Figura 5.16 muestra con mas detalle las interacciones de los ligandos en el sitio ortostérico.
Tanto en el caso de la apomorfina con el receptor activado, como en la spiperona con el receptor
inactivado, las orientaciones de los ligandos coinciden con los reportados previamente (Lan et
al,, 2006). Ambos se anclan al receptor mediante el caracteristico puente salino entre el grupo
amino protonado del ligando y D3.32 (Figura 5.16). Esto se evidencia con los caminos de enlace
que conectan el protén del grupo amonio del ligando con uno de los 4&tomos de oxigeno del
carboxilato de la cadena lateral de D3.32. Estudios previos de mutagénesis han revelado que
esta interaccion es clave para el evento de reconocimiento molecular (Mansour et al., 1992).
Otra interaccion clave establecida por la apomorfina a través de sus grupos OH catec6licos son
los enlaces de hidrégeno con S5.46 y S5.42. La capacidad de la apomorfina para formar
interacciones con el grupo de residuos de serina de TM5 es una caracteristica comun de los
agonistas de la dopamina; es bien conocido que estas interacciones estan involucradas en la

activacion de D2R.
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Por el contrario, el agonista inverso no forma interacciones con las serinas de TM5; el anillo
fluorobencénico de la spiperona se aloja mas abajo en un bolsillo hidrofébico formado por

W6.48, F6.44, F6.52, F5.47 e 13.40.

La formacién del bolsillo hidrofébico es impulsada por el agonista inverso, por desplazamiento
de la cadena lateral de W6.48 (de lo contrario este chocaria con el anillo fluorobencénico de la
spiperona) que es acompafado por el desplazamiento del segmento TM6 en su parte central
hacia TM7. Dicho desplazamiento se ve facilitado por la presencia de un residuo de prolina
P6.50 altamente conservado, el cual, al carecer de un grupo amino libre no puede participar en
la red de enlaces de hidrégeno del backbone de las a hélices y por lo tanto constituye un punto

de facil perturbacion de la hélice.




Figura 5.16: Bolsillo ortostérico de D2R en sus estados activo (A) e inactivo (B) unido al agonista apomorfina
(naranja) y al agonista inverso spiperona (verde), respectivamente. También se representan los elementos
topoldgicos de la densidad de carga para las interacciones ligando/receptor. Los caminos de enlace (BP) que
conectan los &tomos del ligando con los &tomos del receptor se representan con lineas amarillas y los puntos criticos
de enlace (BCP) se representan con pequefias esferas rojas sobre los BP. En A, se superpuso la estructura del agonista
inverso (verde) tal como estd unido a D2Ri para hacer evidentes las diferencias en el modo de unién de los distintos
ligandos. Se utilizé la convencién de Ballesteros-Weinstein para la numeracion de los residuos de GPCR (Ballesteros

et.al, 1995)

Por otra parte, mediante el analisis de densidad electronica se observé que los valores de
densidad electrénica para cada residuo son mucho mayores en el D2Ra, principalmente D3.32

(ANEXO B)

5.3.2 Descripcién de los “switches” moleculares

Como se describi6 previamente la activacion de los receptores acoplados a la proteina G ocurre
a través de una serie de cambios conformacionales denominados scwitches moleculares, los
cuales se pueden observar comparando la estructura del mismo receptor unida a un agonista o
un agonista inverso. De este modo a través del analisis de las estructuras de menor energia de
cada dindamica se pudieron observar dichos cambios en las dos formas del receptor

(TrzaskowskKi et al., 2012).

La superposicion de los modelos activado e inactivado en la Figura 5.17 permite visualizar los

“switches” moleculares, particularmente en el lado extracelular del receptor.

Tras la activacion de D2R, el residuo W6.48 (y con él la region central de TM6) se desplaza para
llenar el bolsillo hidrofébico que es ocupado usualmente por los agonistas inversos como la
espiperona que se unen a la forma inactiva del receptor. Estos cambios alrededor de W6.48
forman parte del interruptor de transmisién observado previamente en rodopsina, entre otros
GPCRs. Similarmente a D2R, en la rodopsina, el anillo de beta-ionona del 11-cis-retinal es el que

ocupa el bolsillo hidrofébico que luego sera ocupado por W6.48 tras la isomerizacién de retinal.

Otros de los residuos de TM6 que muestran un marcado movimiento al comparar las formas
activada e inactivada de D2R son [3.40 y F6.44. Al pasar de la forma inactivada a la activa se
produce un desplazamiento de F6.44 hacia TM5 lo que posibilita la formacion de interacciones

de tipo stacking con F5.51 y F5.47 (Figura 5.17B). Estas interacciones podrian explicar en parte
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el acercamiento de TM5 hacia el centro del ovillo de TMs y la menor separacién TM5-TM6 que
se observa en la parte extracelular de D2R tras la activacion del receptor (Figura 5.17A). El
desplazamiento de F6.44 también es acompafiado por la translocacién de la cadena lateral de
[3.40, de lo contrario se produciria un choque estérico entre ambos residuos. En la forma
inactivada la cadena lateral de Ile3.40 se encuentra en proximidad a P5.50 bloqueando el
movimiento de TM5 hacia el interior del ovillo de TMs. Tras la activacion, la cadena lateral de
1340 se aleja de P5.50 y se desbloquea el desplazamiento de TM5 hacia el centro de los TMs en
la parte extracelular de D2R (Figura 5.17B). Estas translocaciones de los residuos de F6.44 e
13.40 en D2R forman parte del interruptor de transmisién y son notablemente similares a las

descriptas en rodopsina y otros GPCRs.

Finalmente, las interacciones del agonista con las serinas de TM5 también facilitarian (junto
con las translocaciones mencionadas) el acercamiento de este segmento transmembrana hacia

el interior del ovillo de TMs que se observa tras la activaciéon de D2R.
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Figura 5.17. Superposicidn estructural de los estados D2Ra-Gi y D2Ri unidos al agonista apomorfina (naranja) y al
agonista inverso spiperona (verde), respectivamente. Se muestran los residuos implicados en el cambio de
transmision en el lado extracelular de las hélices transmembrana. Las flechas indican los desplazamientos de
atomos/hélices provocados por la activacion del receptor. En A se muestra una vista lateral de los elementos
estructurales que intervienen en el interruptor de transmision. En B, se representa una vista superior/girada de los
mismos residuos junto con los elementos topolégicos de la densidad de carga correspondientes a las interacciones

de los residuos clave F6.44 e 13.40.
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La Figura 5.18 muestra la superposicion de las formas activada e inactivada de D2R en el lado
citoplasmatico del receptor. La diferencia mas sobresaliente entre ambas formas del receptor
en el lado citoplasmatico es el desplazamiento hacia afuera del TM6 para dar lugar a la
subunidad alfa de la proteina G en el estado activado . Este desplazamiento de TM6 implica la
ruptura de interacciones de este segmento con residuos de TM3 que mantienen ambos
segmentos juntos en el estado inactivado del receptor. En D2R se produce la ruptura del puente
entre los residuos R3.50 y T6.34, dicha interacciéon forma parte del interruptor de bloqueo

ionico previamente descripto en rodopsina y otros GPCRs.
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Figura 5.18: Superposicion del lado citoplasmatico de D2R en sus formas inactivada (verde) y activada acoplada a
proteina G (naranja). Se indican con flechas los movimientos de residuos al pasar de la forma inactivada a la activada
del receptor. Con lineas verdes y anaranjadas se muestran las moléculas de agua de la forma inactivada y activada,
respectivamente. Nétese que solo en la forma activada las moléculas de agua pueden atravesar el canal central del

ovillo de TMs desde el lado extracelular hasta el citoplasmatico.

El desplazamiento hacia afuera de TM6 en su extremo citoplasmatico al activarse el receptor
hace que éste segmento se separe de TM3 y TM7 y al mismo tiempo se acerque a TM5 con lo
cual se refuerza la interaccion TM5-TM6. Dado que el efecto de 1a union del agonista en el lado
extracelular del receptor es el acercamiento y aumento de la interaccién entre TM5 y TM6, es

l6gico pensar que estos efectos se puedan transmitir hacia el lado citoplasmatico del receptor.
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Es decir que el desplazamiento/rotacién de TM6 hacia afuera del ovillo de TMs en el lado
intracelular podria ser (al menos en parte) una consecuencia del refuerzo de la interaccion
TM5-TM6 impulsada por el agonista en el lado extracelular del receptor, proporcionando asi
un mecanismo de transmision de la sefial desde el lado extracelular al lado intracelular del

receptor.

La Figura 5.19 representa los elementos topoldgicos de densidad electrénica asociados con las
interacciones no covalentes en la interfaz TM5-TM6 para ambas formas de receptor. Queda
claro a partir de esta figura que la asociacion entre ambos segmentos TM se fortalece con la
activacion del receptor en los extremos extracelular e intracelular del receptor. Mientras que
en la regién media de la interfaz TM5-TM6, el cambio mas notable en la red de enlaces H del
residuo Y5.58 que, a medida que se acerca a TM5, se apila encima de L6.37, como lo demuestran

los caminos de enlace que conectan ambos residuos.

Figura 5.19. Interacciones entre residuos en la interfaz TM5-TM6 para formas inactivas (verde) y activas (naranja)
de D2R. Las interacciones se evidencian representando los elementos topoldgicos de la densidad de carga: puntos

criticos de enlace (BCP) y los caminos de enlace (BP) correspondientes que conectan los nucleos enlazados.




Por otra parte en la bibliografia se encuentra que las moléculas de agua también han sido
sefialadas como involucradas en la activaciéon de los GPCRs (Trzaskowski et al., 2012). Notese
en la Figura 5.18 que solo en la forma activada las moléculas de agua pueden atravesar el canal
central del ovillo de TMs desde el lado extracelular hasta el citoplasmatico (moléculas de agua
en anaranjado). Asi, podria pensarse que la ruptura del interruptor de bloqueo i6nico se veria
también facilitada por el ingreso de moléculas de agua en el canal central desde el lado

extracelular.

5.3.3 Activacién de D2R por Dopamina

Mas alla de la descripcion de los “switches” moleculares, una cuestién adn no resuelta es
entender la serie de eventos moleculares que desencadenarian el encendido de los “switches” y
en ultima instancia la activacion del D2R. Desde esa perspectiva, resulta interesante indagar
cémo la unién del ligando enddgeno, la dopamina, estaria involucrada en dichos eventos de
activacion. De acuerdo con un modelo de activacion por ajuste inducido, la dopamina al unirse

a la forma inactiva del receptor induciria de alguna manera al encendido de los interruptores.

Por otra parte, de acuerdo a la teoria de selecciéon conformacional, los agonistas deberian
estabilizar primordialmente la forma activada del receptor mientras que los agonistas inversos

deberian unirse con mayor afinidad a la forma inactivada.

La disponibilidad de estructuras de D2R en ambas formas, activada e inactivada , brinda la

posibilidad de analizar estos aspectos relativos a la activacion del receptor por dopamina.

Siguiendo el protocolo descrito en métodos, se obtuvieron las poses de docking de dopamina

en diferentes conformaciones de ambas formas del receptor.

Las huellas dactilares (“fingerprint”s) de interaccion estructurales (SIFt) se calcularon para las
poses de docking y se realizd6 un clusterizado jerarquico aglomerativo de las mismas
(dendograma). Para obtener los clusters se realizé corte del dendograma a una altura h=5,
revelando dos modos principales de unién C1 y C2 (Figura 5.20). Los dos grupos muestran la
interaccion caracteristica del puente salino con D3.32, pero solo en C1 la dopamina esta bien

posicionada dentro del sitio ortostérico para interactuar con los residuos de TM5 y TM6. Luego,
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se tomo el grupo C1 y se fragment6 en grupos mas pequefios con un agrupamiento con altura

h=1, obteniendo 10 grupos diferentes.
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Figura 5.20: Agrupacién jerarquica de los “fingerprint” de interaccion estructural (SIFt) de las poses de

acoplamiento de dopamina en conformaciones D2R activas e inactivas. Las filas en el mapa binario representan los

SIFts (es decir, una pose de acoplamiento). Los bits (interacciones) que estan “encendidos” se muestran en rojo, en

las columnas del mapa binario. El dendograma de la izquierda representa los resultados del agrupamiento jerarquico

en las huellas dactilares. Los SIFts (filas) en el mapa binario se reorganizan de acuerdo con el orden dado por la

agrupacion jerarquica. El agrupamiento se realizo realizando el corte del arbol dendrograma a dos alturas diferentes,

h =5y h = 1. Marcadas a la derecha en color naranja y celeste, las poses seleccionadas con el D2Ra y D2Ri

respectivamente.
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Figura 5.21: Grafico de energia de las diferentes poses de acuerdo al agrupamiento que se realizé a la altura h=>5.

Los grupos naranjas corresponden a la forma activa del receptor y los grupos celestes a la forma inactiva.
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Figura 5.22: Grafico de energia de las diferentes poses de acuerdo al agrupamiento que se realiz6 a la altura, h = 1.

Los grupos naranjas corresponden a la forma activa del receptor y los grupos celestes a la forma inactiva.




La comparacion de la estabilidad general de los diferentes modos de unién de dopamina
(Figuras 5.21 y 5.22) reveld que las poses de docking en las conformaciones de receptores

activos son, en promedio, mas estables que las de las conformaciones de receptores inactivos.

Para corroborar estos datos, se seleccionaron dos poses , una con el receptor en la forma
inactiva (C1_4, Figura 5.20), en la cual el anillo de catecol de dopamina se une al bolsillo
hidrofébico en la parte inferior del sitio ortostérico del receptor, adoptando asi un patrén de
union similar al de los agonistas inversos, y otra del receptor en la forma activa en la cual la
dopamina adopta un modo de unién similar al agonista e interactua con los residuos de serina
relevantes de TM5, como se esperaba (C1_2, Figura 5.20). Se realizaron simulaciones de DM de

100ns.

Figura 5.23: Poses de docking seleccionadas a través del analisis de SiFt. En color naranja la pose con el receptor

en la forma activa (grupo C1_2) y en verde la pose seleccionada de la dopamina con el receptor en la forma inactiva

(grupo C1_4).

Al analizar las poses seleccionadas (Figura 5.23), se puede observar los cambios en el sitio
activo del receptor en sus diferentes formas, lo que lleva a que la dopamina, aunque sea un
ligando pequefio, adopte diferentes poses dependiendo de la conformacién del receptor. En
otras palabras, el modo de uniéon de dopamina viene determinada por la distribucién espacial
de los residuos proteicos, particularmente de aquellos involucrados en los “switches”

moleculares. Por ejemplo, el interruptor de tirosina, el cual se encuentra “apagado” en este caso




en la forma inactiva permite que dopamina adopte un modo de unién en el cual interacciona
con los residuos de TM6 y TM7, pero se encuentra alejado para formar puentes de hidrégeno
con el cluster de serinas de TM5. En cambio, en la forma activada, la formacién de la interaccién
entre Y7.43 y D3.32 disminuye las posibilidades conformacionales de dopamina dentro del sitio

ortostérico, con lo cual ésta termina necesariamente interaccionando con los residuos de TM5.

Asimismo, el switch de transmisién que involucra la translocaciéon del W6.48, también
determina la conformaciéon que adopta la dopamina, en la forma activada este residuo se
encuentra desplazado hacia el centro del ovillo de hélices transmembrana, impulsando la

translocacion de dopamina hacia TM5.

De las simulaciones de DM de cada complejo se realizd el calculo de energia libre relativa de
unién (AAG) calculada a partir de las trayectorias de DM empleando el protocolo MM-GBSA
(Tabla 4.1), comprobando que las simulaciones con el receptor en la forma activa son mas
estables que con el receptor en la forma inactiva, dato compatible con los de valores de energia
obtenidos del andlisis de Docking Molecular y SiFt. Estos resultados son congruentes con el
hecho de que la dopamina es un compuesto agonista por lo cual se une de una forma mas estable
al receptor en la forma activa, lo cual esta de acuerdo con el modelo de seleccién

conformacional.

Tabla 5.1. Energias libres de unién relativas (AAG) de los complejos ligando-receptor

Complejo L-R AAG (kcal/mol) ‘

D2Ra C1_2 -19,12
D2Ri C1_4 -11,84

Por otra parte, si consideramos un modelo de ajuste inducido, la dopamina deberia unirse
primero a la forma inactiva e inducir el encendido de los “switches” moleculares. Notese que en
la forma inactiva el grupo amonio de la dopamina se ubica entre los residuos del interruptor de
tirosina Y7.43 y D3.32, formando enlaces de hidrégeno simultaneos con ambos residuos. Asi,
uno podria especular que la uniéon de dopamina contribuye de alguna manera a acercar ambos
residuos, facilitando el encendido del interruptor de tirosina. En efecto, los enlaces de
hidrégeno simultaneos, en sus diferentes configuraciones, han sido previamente implicados en

este tipo de transiciones conformacionales de proteinas (Jeffrey & Saenger, n.d.).
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5.3.4 Prediccién del perfil funcional de la m-Clorotiramina

Con el fin de estudiar el posible rol del enlace de hal6geno en la estabilizaciéon de complejos
ligando-D2R, se realiz6 docking de la m-clorotiramina (m-Cl), donde el OH en meta- de
dopamina se reemplazé por un atomo de Cloro. En estudios previos este compuesto mostré
una afinidad significativa por el D2R indicando un valor Ki de 0,146 mM (Angelina, 2014), muy
similar a la reportada para dopamina (Ki=0.52 mM) (Kozell & Neve, 1997). Asi también,
los estudios de modelado molecular previos han demostrado un modo de unién similar al de
la dopamina, en el cual el &tomo de cloro “mimetiza” las interacciones que establece el OH en
meta- de la dopamina, debido a la capacidad dual del hal6geno de actuar como dador y aceptor
(de halégeno), en analogia con la posibilidad del OH de actuar como dador y aceptor de

hidrégeno.

meta-0H

para-0H

3-clorotiramina

Figura 5.24: Estructura de 3-clorotiramina

Se aplicé el mismo protocolo de docking sobre ensembles de conformaciones de la DM
empleado para dopamina. Para realizar el clusterizado basado en “fingerprint’s de
interacciones se siguieron los pasos detallados en la seccién de métodos, las “fingerprint”s de
interaccion estructural (SIFt) se calcularon para las poses de docking y se agruparon en
consecuencia, con altura h=1, revelando dos modos principales de unién C1y C2 (Figura 5.25).
Los dos grupos muestran la interaccién caracteristica del puente salino con D3.32, pero en C1
se ubica en la zona del TM5 dentro del sitio ortosterico donde podria interaccionar con las

serinas como un compuesto agonista.

La comparacidén de la estabilidad general de los diferentes modos de unién de clorotiramina
(Figura 5.26) revel6 que las poses del docking en las conformaciones de receptores activos son

en general, mas estables que las de las conformaciones de receptores inactivos como seria de
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esperar para un compuesto agonista. No obstante, estas predicciones deberian confirmarse con

los correspondientes ensayos funcionales.
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Figura 5.25: Agrupacién jeradrquica de los “fingerprint” de interaccién estructural (SIFt) de las poses de
acoplamiento de 3-clorotiramina en conformaciones D2R activas e inactivas. Las filas en el mapa binario representan
los SIFts (es decir, una pose de acoplamiento). Los bits (interacciones) que estan encendidos se muestran en rojo, en
las columnas del mapa binario. El dendograma de la izquierda representa los resultados del agrupamiento jerarquico
en las huellas dactilares. Los SIFts (filas) en el mapa binario se reorganizan de acuerdo con el orden dado por la

agrupacion jerarquica. El agrupamiento se realizé realizando el corte del arbol dendograma a altura h = 1.
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Figura 5.26: Grafico de energia de las diferentes poses de acuerdo al agrupamiento que se realizé a la altura, h = 1.

Los grupos naranjas corresponden a la forma activa del receptor y los grupos celestes a la forma inactiva.

5.3.5 Prediccién de EXs basado en entornos proteicos

En la seccién previa se analizé la interaccion de 3-clorotiramina con el receptor y se identifico
un grupo de poses en las cuales ésta forma interacciones con los residuos de serina TM5.
Asumiendo que la 3-clorotiramina actuaria como una agonista del D2R, éste seria su modo de

unién mas probable dentro del sitio ortostérico del receptor.

En esta seccion queremos indagar mas en profundidad cudles serian las interacciones
especificas que estableceria la 3-clorotiramina con las serinas de TM5. En estudio previos de
ligandos dopaminérgicos halogenados, el enlace de halégeno mas frecuentemente observado
durante las simulaciones era el que se formaba con el oxigeno carbonilico del backbone de
Ser5.42 (0O@Ser5.42) como aceptor. No obstante, enlaces de halégeno con el oxigeno hidroxilico
de Ser5.42 (OH@Ser5.42) y con el oxigeno del backbone de Ser5.46 (O@Ser5.46) también se

formaban ocasionalmente(Luchi et al., 2016).

Para conocer cudl seria la orientacion mas probable del halégeno de la 3-clorotiramina dentro
del sitio ortostérico de D2R del receptor activado, se aplico el protocolo de deteccion de enlace

de halégeno basado en el entorno implementado en los capitulos previos.
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Se consideraron los 3 aceptores de hal6geno (OA) observados en las simulaciones previas de
LDX, 0@Ser5.42, OH@Ser5.42 y O0@Ser5.46; se realizé docking molecular parametrizado para
EXs y calculé la fortaleza del entorno del atomo de halégeno en cada caso como lo indica el
protocolo del capitulo 4. Para confirmar las predicciones se realiz6 el calculo de la distribucién
de la densidad electrénica y se obtuvieron los grafos moleculares (red de caminos de enlaces)

de las poses seleccionadas.

Las figuras 5.27, 5.28 y 5.29 muestran los grafos moleculares de densidad de carga de los
complejos 3-clorotiramina/D2Ra enlazados por EX. Para cada enlace de hidrégeno del entorno
del halégeno H---Cl, se muestra el valor verdadero de la relacién A;/As. De los tres entornos
posibles se obtuvo mejores resultados con el oxigeno carbonilico de S5.42 ya que el protocolo
predijo correctamente las interacciones H-:-Cl, ademas dio un valor de )} A; /A3 mayora -0,60
au. lo que indica un entorno de EX de fuerza elevada, a diferencia de los otros dos casos donde
el protocolo predijo solamente la formacidn de una interaccion (Figura 5.28) y los valores de )

A1 / Azson mas bajos, indicando un entorno de EX mas débil.

Mediante este analisis pudimos aplicar el protocolo para obtener la forma mas probable de
union de la 3-clorotiramina en el sitio activo del receptor, basdndonos en el entorno y la fuerza

del mismo para formar EX.

W N =

A /A

Figura 5.27. Grafos de densidad electrénica del complejo clorotiramina/D2Ra con el oxigeno carbonilico de la

Ser5.42 como OA. Los caminos de enlace (BP) que conectan el cloro con el atomo de O (enlace X) y los atomos de H

(
| 183

'


mailto:O@Ser5.46

(enlace H) se representan amarillo. Los circulos rojos en la parte superior de los BP son los puntos criticos de enlace
(BCP). Los BCP para los enlaces de hidrogeno H-Cl estdn numerados y sus propiedades correspondientes se

enumeran en la tabla insertada (valor de la relacion A; / A3).

D3.32

1 -0,1773 Vv3.33

A, /A3 -0,1773

Figura 5.28. Grafo de densidad electrénica del complejo clorotiramina/D2Ra con el oxigeno del hidroxilo de la
Ser5.42 como OA. Los caminos de enlace (BP) que conectan el cloro con el &tomo de O (enlace X) y los atomos de H
(enlace H) se representan en amarillo. Los circulos rojos en la parte superior de los BP son los puntos criticos de
enlace (BCP). Los BCP para los enlaces de hidrogeno H-Cl estan numerados y sus propiedades correspondientes se

enumeran en la tabla insertada (valor verdadero de la relacion A1 / A3).




1 -0,1283
2 -0,0979
3 -0,1536
4 -0,1215

SA;/A; -0,5013

Figura 5.29. Grafo de densidad electrénica del complejo clorotiramina/D2Ra con el oxigeno carbonilico de la
Ser5.46 como OA . Los caminos de enlace (BP) que conectan el cloro con el &tomo de O (enlace X) y los &tomos de H

(enlace H) se representan en amarillo. Los circulos rojos en la parte superior de los BP son los puntos criticos de
enlace (BCP). Los BCP para los enlaces de hidrogeno H-Cl estdn numerados y sus propiedades correspondientes se

enumeran en la tabla insertada (valor verdadero de la relacion A; / A3).

Con el fin de presentar un caso de estudio con el receptor en la forma inactiva, se utilizo el
agonista inverso halogenado, clorpromazina (Figura 5.30). El protocolo predijo correctamente
la formacién del EX y de dos interacciones H:--Cl que estan realmente presentes en el grafo
molecular calculado y con valores estimados de la relacion A1/A3 que estdn muy cerca de sus
valores reales. Ademas, de acuerdo al histograma de la Figura del capitulo4, este complejo
estudiado tiene un entorno de enlace X de fuerza intermedia, con valores de ) A1 / A3 que entre

-0,28 a-0,60 au.

Cl N

N CHs
clorpromazina !

CH3

Figura 5.30: Estructura del agonista inverso clorpromazina
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La Figura 5.31 clorpromazina/D2Ri respectivamente con EX junto con la probabilidad estimada
de formacion de EH (BCP) (prob EH), asi como los valores verdadero y predicho de la relacion
A1/A3 para cada H---Cl. BCP. En la pose seleccionada por el protocolo, el Cloro se encuentra

formando un EX con el Oxigeno del residuo D3.32.

| $5.42 i,
|
.
\\\ i /
1A
Y 4 "’\\- / 7
)//"\i{" )&

BCP Prob M/Xs (in a.u) D
EH(BCP) pred verd !""3 Sy / ’(

1 0891 -0,1853 -0,1586 1% 9
2 0774 -0,1505 -0,1248
3 0913  -0,1446 -0,1463

c3.36 /
SA;/A; -0,4805 -0,4298 N

Figura 5.32. Grafo de densidad electrénica del complejo clorpromazina/D2Ra. Los caminos de enlace (BP) que
conectan el cloro con el atomo de O (enlace X) y los &tomos de H (enlaces H) se representan en amarillo. Los circulos
rojos en la parte superior de los BP son los puntos criticos de enlace (BCP). Los BCP para los enlaces de hidrégeno
H-Cl estdn numerados y sus propiedades correspondientes se enumeran en la tabla insertada (probabilidad

estimada de formacién de EH (BCP) y valor predicho/verdadero de la relacién A; / 23)
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5.4 Conclusiones

En este capitulo se modelaron las estructuras 3D del D2R en estados activo e inactivo
en funcién de los datos cristalograficos existentes. Luego, los modelos predichos se
validaron utilizando diferentes métodos. Para obtener un modelo de homologia del
receptor en su forma activada acoplado a la proteina Gi se propuso el uso de multiples
plantillas combinadas con el refinamiento de dichas estructuras por simulaciones de
Dindmica Molecular embebidas en un modelo de membrana. Los modelos obtenidos se
usaron para estudiar los cambios conformacionales que se producen en el D2R durante
su activacion a nivel molecular y en las interacciones entre atomos, asi se pudo analizar
la presencia de los “switches” moleculares de activacién estudiados previamente en
otros receptores acoplados a la proteina G. Se validaron los modelos estructurales de
formas activas e inactivas de D2R generadas mediante simulaciones de dinamica
molecular y “docking” molecular. El estudio detallado de las interacciones moleculares

en el sitio de union se realiz6 mediante analisis QT AIM.

Una vez obtenidas las estructuras cristalinas de ambas formas del receptor, en una
segunda etapa, se procedié ala comparacion con los modelos obtenidos durante la tesis.
Se trabajo con estas estructuras con el fin de explorar el comportamiento
conformacional y el modo de unidn en el sitio activo de los agonistas dopamina y 3-
clorotiramina, con este fin se realizé un estudio de las interacciones sobre ambas
formas del receptor. Los resultados obtenidos demostraron que estos compuestos
presentan un modo de unién mas estable con las formas activa del receptor, lo que se
comprobé a través de los perfiles de energia del Docking Molecular corroborando asi el

hecho de que agonistas actiian preferentemente con el receptor activado.

Como un resultado importante del trabajo realizado en este capitulo se considera que
este tipo de analisis podria ser de utilidad en la clasificacidon de ligandos agonistas y

agonistas inversos de receptores dopaminérgicos.
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Finalmente, se pudo aplicar el protocolo para predecir la formacién de EXs (xenv) en
entornos proteicos, detallado en el capitulo 4, a ambas formas del receptor D2Ra y D2Ri,
unido al compuesto agonista 3-clorotiramina y al agonista inverso, clorpromazina,
respectivamente, y se compararon los resultados de la predicciéon con los datos

obtenidos del analisis QTAIM, comprobando que concuerdan correctamente.
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CAPITULO 6

El presente capitulo de esta tesis tiene como objetivo estudiar la importancia de los EX en la
estabilidad y afinidad de inhibidores halogenados de la enzima Cruzipaina, a través de la
Mecanica Cuantica/Mecanica Molecular (QM/MM) aplicando el analisis de densidad electrénica
y simulaciones de dindmica molecular. Para ello se trabajé con ligandos covalentes y no
covalentes de la enzima, comparando los resultados de los ligandos halogenados con sus

respectivos analogos no halogenados.

6.1 Introduccién

611 Enfermedad del Chagas

La enfermedad de Chagas, causada por el parasito protozoario Trypanosoma cruzi, es endémica
en América Central y Sudamérica y representa la miocarditis mas frecuente a nivel mundial. El
establecimiento de la infeccién crénica conduce a una patologia cardiaca debilitante que puede
llevar a la muerte. El parasito T. cruzi es trasmitido por vectores hematéfagos pertenecientes a
la subfamilia Triatominae, familia Reduviidae, orden Hemiptera, los cuales depositan sus heces
infectadas sobre la piel al picar. Triatoma infestans, Rhodnius prolixus y Panstrongylus
megistus son los vectores mas importantes (Ibafiez De Barrett et al, 2004). Actualmente,
existen 8-9 millones de personas infectadas por T. cruzi y otros 40 millones con riesgo de
adquirir la enfermedad. Investigaciones recientes indican que cada afo ocurren 14.000
muertes asociadas con esta condicién ubicindose a nivel mundial en tercer lugar entre las

afecciones parasitarias (https://dndial.org/es/). (Figura 6.1)
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Figura 6.1: Distribucion geogréfica de la enfermedad de Chagas. Adaptado de www.dndi.org

El principal factor de transmisién del Trypanosoma cruzi es la picadura de la vinchuca, Triatoma
infestans. En cada ingesta de sangre la vinchuca deposita sus heces sobre la piel del mamiferoy
el Trypanosoma penetra por las microescoriaciones que la victima genera en su piel través del
rascado o por casualidad, al poner en contacto las heces del insecto con mucosas o conjuntivas.
El segundo mecanismo de transmision de la enfermedad es la transfusion de sangre infectada,
que ocurre con frecuencia y es la responsable de miles de casos nuevos cada afio. La incidencia
esta estrechamente relacionada con los programas de salud en vigencia en las zonas donde se
efectian las transfusiones. El tercer factor en importancia es la transmisién congénita, que
genera hasta 8000 casos nuevos por afio en las regiones endémicas (Gloss et al., 1990).

La enfermedad de Chagas tiene 3 etapas: una aguda, una indeterminada y una cronica
(Carlomagno M, Cura E, 1989). La fase aguda se presenta inmediatamente después de la
infeccion, suele producir manifestaciones especificas, como la oclusién de un ojo o signo de
Romagna y va acompafiada de una fuerte parasitemia, inrnunosupresiéon y activacion
policlonal. Una vez concluida la fase aguda, los infectados pasan por un largo periodo
intermedio en el cual no hay manifestaciones clinicas de la infecciéon. En un tercio de la
poblacién infectada se desarrollan los sintomas propios de la etapa croénica, como la
miocardiopatia o las patologias del aparato digestivo con diversos grados de severidad. La
infeccion en los adultos suele pasar desapercibida. En los nifios, en cambio, es alta la
probabilidad de desarrollar los sintomas de la etapa aguda, en la cual los parasitos pueden ser

detectados en la sangre. Si bien en algunos casos la fase aguda resulta fatal, en la mayoria de los
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enfermos la respuesta inmune logra reducir el nivel de parasitemia a niveles indetectables, y el
hospedador entra en la etapa cronica de la enfermedad.

El T. cruzi presenta un ciclo de vida complejo, con estadios especializados para la supervivencia
tanto en el vector como en el mamifero (Figura 6.2). Es un parasito con un ciclo cerrado que
involucra vertebrados e invertebrados y que asume tres distintas morfologias y caracteristicas
bioquimicas en cada estadio (Bern, 2015; Carr et al., 2021).

Las dos formas replicativas, epimastigote y amastigote, estan presentes en el intestino medio
delinsecto y en el citoplasma de una célula de mamifero, respectivamente. Los trypomastigotes,
una forma no replicativa que puede invadir activamente las células de mamiferos, esta presente
en el torrente sanguineo o en el intestino posterior del insecto (tripomastigotes

metaciclicos)(Brener, 2003).

VECTOR EPIMASTIGOTAS (forma proliferativa, no
infectiva)
——
a:" \\
/ . TRIPOMASTIGOTAS METACICLICOS
/IG — (forma no proliferativa, infectiva)
ﬁ o g
TRIPOMASTIGOTAS 7 \ 0

SANGUINEOS (forma no
proliferativa, infectiva)

MAMIFERO
AMASTIGOTAS

(forma proliferativa, infectiva)

Figura 6.2: Ciclo de vida de T. cruzi. Adaptado de Urbina,1999.

Amastigote: esférico u ovalado, es la forma reproductiva en el interior de las células mamiferas.

Epimastigote: alargado y con el cinetoplasto localizado con anterioridad al nucleo, es la forma
reproductiva en el tracto digestivo de los invertebrados y en medios de cultivo.

Trypomastigote: también alargado, pero con el cinetoplasto localizado posteriormente al
nicleo. Se encuentra en la sangre de los mamiferos (en donde es el estadio infectante), asf como

también en las heces de los insectos. Esta forma no se divide.
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Después de ser ingeridos por el insecto, los trypomastigotes sanguineos se transforman en
epimastigotes, los cuales proliferan en la luz del tracto gastrointestinal. Los epimastigotes se
adhieren a la superficie epitelial en la porcién terminal del tubo digestivo (recto) y se
diferencian a la forma infectiva trypomastigote metaciclica. Estas formas son eliminadas en las
heces cuando el insecto pica a un mamifero e ingresan a éste a través de la piel o mucosas. Estas
formas no proliferativas evaden el sistema inmune y pueden invadir diversos tipos de celulas,
incluyendo células musculares y nerviosas del corazon y el tracto gastrointestinal, asi como
también células del sistema reticulo endotelial e incluso neuronas(Tyler & Engman, 2001;
Urbina, 1999).

La membrana plasmatica de Trypanosoma cruzi tiene moléculas (péptidos y carbohidratos) que
participan en distintas etapas de la invasién a la célula hospedadora. Algunas intervienen en la
adhesion del parasito, otras en su intemalizacién y una vez en el interior de la célula, algunas
moléculas participan en el escape de la vacuola fagocitica. Trypanosoma cruzi tiene la capacidad
de invadir y replicarse en células fagociticas o no fagociticas del hospedador mamifero.
Producida la penetracidn, el trypanosoma queda encerrado en una vacuola fagocitica de la cual
escapa rapidamente hacia el citoplasma. Los receptores de T. cruzi presentes en la superficie
de las células de mamiferos estan sialilados y se ha visto que su remocidon afecta a la invasion.
Por otro lado, existen evidencias de que la presencia de acido sidlico en la superficie del
trypanosoma beneficia dicho proceso (Schenkman & Eichinger, 1993).

La invasion por T. cruzi es un proceso activo y de eventos simultaneos. En primer lugar, el
parasito debera adherirse a moléculas ricas en acido sialico, proteoglicanos o moléculas en la
matriz extracelular, como el colageno y la fibronectina. En el proceso de penetraciéon parecen
sucederse reacciones de sialidacién y trans-sialidaciéon de las moléculas del parasito y de la
célula huésped (Schenkman & Eichinger, 1993). Luego de atravesar la membrana plasmatica,
el trypomastigote se encontrara en el fagolisosoma o vacuola parasitéfora, que estd adosada a
la membrana plasmatica y tiene un pH acido. La trans-sialidasa esta involucrada en el escape
de la vacuola parasitéfora a través de la remocién del acido sidlico de las glicoproteinas
lisosomales. Ademas, Trypanosoma cruzi posee una proteina llamada TcTOX, relacionada
inmunolégicamente con el factor C9 del sistema de complemento. Es una toxina acidica
formadora de poros transmembranares, también conocida como penetrina (Andrews et al,,
1990).

Después de la invasion, los parasitos abandonan los fagolisosomas y se diferencian a la forma

amastigota, la cual prolifera por fisién binaria y eventualmente se diferencia a la forma
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trypomastigote sanguinea a través de formas intermedias, algunas de las cuales presentan una
morfologia epimastigote (Almeida et al.,, 1999; Tyler & Engman, 2001). Una vez formados, los
trypomastigotes sanguineos destruyen la célula hospedera pasando a la sangre pudiendo
invadir otras células o ser ingeridos por un vector apropiado, completandose asi el ciclo
(Urbina, 1999).

Los amastigotes alteran la fisiologia de las células influenciando directamente la homeostasis
microvascular. Un ejemplo de ello es que la adherencia plaquetaria a las células endoteliales
infectadas es mayor que la observada en células normales. Estos estudios han generado una
hipdtesis alternativa para la cardiopatia chagasica: las lesiones en la microcirculacién pueden
ser la base de la disfuncién y la patologia cardiaca. Los factores que contribuyen a la disfuncién
endotelial son varios y estan directamente asociados con los amastigotes, asi como lo estan
indirectamente con la respuesta inmune.

Las proteasas de Trypanosoma cruzi participan en la nutricién del parasito a expensas del
hospedador y en otros aspectos de dicha relacion (Cazzulo, 1994); hay algunas evidencias que
sugieren un rol en la penetracion del trypomastigote en la célula hospedadora. Dicho evento es
sensible a algunos inhibidores de proteasas, tal como demostraron Piras et al. (Piras et al,,
1985). Las proteasas también podrian participar en la evasion de la respuesta inmune mediante
la digestién intracelular de inmunoglobulinas G humanas endocitadas una vez reconocido el
antigeno (Santana et al., 1992).

Dentro de las proteasas presentes en el parasito se destaca la Cruzipaina (Cz) (Burleigh et al,,
2002; Dos Reis et al,, 2006). La cual fue purificada a través de electroforesis por Bontempi et
al, (Bontempi et al.,, 1984) a partir de epimastigotes de la cepa Tul2 de T. cruzi. La enzima
resultdé ser monomérica y de 60 kDa de peso molecular aparente. Entre sus caracteristicas
principales se destacd la utilizacion de azocaseina, caseina, seroalbimina bovina y hemoglobina
como sustratos. La maxima actividad se obtuvo sobre seroalbiimina bovina a pH 4 y también se
observo actividad sobre las proteinas solubles del parasito, con un pH éptimo 3.

Estudios posteriores demostraron que la Cruzipaina tiene la capacidad de degradar IgGs
humanas (Bontempi & Cazzulo, 1990). El fragmento Fab de tales inmunoglobulinas fue
degradado levemente, no asi el fragmento Fc, que fue extensamente hidrolizado a péptidos
menores. La cistein-proteasa principal de T. cruzi es también capaz de degradar las cadenas A
y B de la insulina bovina oxidada (Raimondi et al, 1991). Ambas resultan extensamente
hidrolizadas, con 4 sitios de corte en la cadena A y 6 en la cadena B, varios de los cuales

pertenecen a residuos de tipo hidrofébico.
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Al no existir vacunas, la quimioterapia sigue siendo el Gnico método para tratar individuos
afectados o para disminuir la trasmisién poblacional. El tratamiento de la enfermedad de
Chagas involucra los medicamentos de primera linea nifurtimox y benznidazol. Estos dos
medicamentos antiguos son efectivos para curar la infeccion principalmente en la fase aguda,
con una cura exitosa de hasta el 80%, pero muestran escasa efectividad en pacientes con
infeccion cronica. Ademas, debido a sus efectos colaterales, nifurtimox ya no esta disponible en
la mayoria de los paises latinoamericanos. Asi también, se ha observado resistencia a los
medicamentos en algunas cepas de trypanosomas. Por lo tanto, es necesario el descubrimiento
de medicamentos nuevos, mas seguros y mas efectivos para tratar el Chagas. Dadas las
limitaciones del restringido arsenal terapéutico disponible actualmente, se han sefialado como
necesidades de investigacién prioritarias la investigaciéon de nuevas dianas moleculares, la
exploracién/screening de bibliotecas quimicas publicas y privadas, la explotacién de la
biodiversidad de las Américas en la biisqueda de nuevas terapias contra la enfermedad de
Chagas y el ensayo preclinico y clinico de nuevos candidatos (WHO, 2007).

Algunos procesos y/o enzimas que se utilizan actualmente como blancos terapéuticos son:
tripanotion reductasa; biosintesis de esteroles de membrana; metabolismo del pirofosfato;
enzimas glicoliticas; trans-sialidasas y cistein-proteasas, entre otras (V. Duschak & Couto,
2007). El papel fundamental que juegan las cistein proteasas en las infecciones parasitarias
sumado a las sutiles diferencias que presentan con respecto a las correspondientes enzimas
mamiferas, han validado esta familia de proteasas como blancos atractivos para el desarrollo
de nuevos agentes quimioterapicos (Engel et al., 1999). Dentro de estas enzimas, Cruzipaina, la

principal cistein proteasa presente en T. cruzi ha sido una de las més estudiadas.

6.1.2 Cruzipaina

La Cruzipaina (Cz), es un miembro de la superfamilia de las papainas, se expresa como una
mezcla compleja de isoformas en los diferentes estadios de desarrollo del parasito. Esta
glicoproteina participa en la internalizacion del T. cruzi en las células mamiferas, lo que ha sido
demostrado con inhibidores especificos de la enzima que interfieren en la invasién celular y la
replicacién del parasito (Engel et al,, 1999). Ademas, esta enzima genera una fuerte respuesta
immune en individuos infectados. Estas caracteristicas hacen de la Cruzipaina un potencial

blanco de drogas terapéuticas.
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La Cz es una cistein-proteasa analoga a la catepsina L (también conocida como gp51/57 o
cruzaina, en su forma recombinante), responsable de la mayor parte de la actividad proteolitica
de T. cruzi, en todos los estadios de su ciclo de vida (Caffrey et al., 2000; Inst et al., 2009), es
codificada por diversos genes colocados en serie y separados por espacios intragénicos de algo
mas de 400 pares de bases (Campetella et al., 1992). Esta variabilidad génica resulta en la
expresion de diversas isoformas de la enzima, algunas de las cuales presentan variaciones no
conservativas en la secuencia de aminoacidos que influyen en la especificidad de la misma (V.
G. Duschak et al., 2003; Lima et al., 2001). Se ha demostrado que la composicién de isoformas
varia entre cepas y en diferentes estadios del ciclo de vida del parasito lo cual podria explicar
las variaciones inter-cepa observadas en la susceptibilidad a distintos inhibidores (Gomes et
al,, n.d.).

Diferentes estudios han demostrado que Cz se expresa de manera diferencial en los cuatro
estadios principales del ciclo de vida de T. cruzi (Inst et al, 2009) (McKerrow et al., 2009),
encontrandose en mayores niveles en la forma epimastigotes localizdndose en organelas
analogas a los lisosomas que almacenan proteinas que son digeridas por el parasito durante la
etapa de diferenciaciéon a la forma tripomastigote metaciclico (Souto-Padron et al, 1990);
también se localiza en menor proporcion en la membrana plasmatica del parasito en todas sus
formas, pero en mayores niveles en la forma amastigote (Nascimento and de Souza, 1996).
Segun la convencion adoptada por Schefter y Berger (Schechter & Berger, 1967) para identificar
los residuos del sustrato y los subsitios de la enzima, P designa a residuos presentes en el
sustrato y S refiere a los correspondientes subsitios de la enzima. Con una prima (P") se
identifica a los residuos ubicados hacia el extremo C-terminal del enlace peptidico hidrolizado,
para diferenciarlos de los que se ubican en el extremo N-terminal.

Estructuralmente, consta de una tnica cadena polipeptidica que posee un dominio catalitico de
215 aminoacidos y un domino C-terminal de 130 aminoacidos, que es caracteristico de las
cistein proteasas de tripanosomatideos (Figura 6.3). La estructura cristalografica muestra que
la cadena polipeptidica de 215 aminoacidos se pliega en dos dominios definidos. El dominio
izquierdo presenta tres regiones de hélices alfa, una de las cuales contiene el residuo Cys25 en
su extremo N-terminal. El dominio derecho presenta principalmente una disposicién de hojas
beta antiparalelas. La triada catalitica, formada por los residuos de Cys25, His162 y Asn182, y
los distintos subsitios (S1-S4 y S1°-S3”) de unién al sustrato se encuentran en una hendidura
entre los dos dominios (Huang et al., 2003; McGrath et al., 1995)(Huang et al., 2003; McGrath
et al., 1995).

202

——
| —



Con respecto al domino C-terminal, el mismo es caracteristico de las cistein proteasas de Tipo
I de los trypanosomatidos y otras proteasas de parasitos (Eakinsb et al.,, 1992). Este dominio se
elimina de forma autocatalitica al madurar la enzima (Hellman et al,, 1991) y se ha demostrado,
en pruebas de inhibiciéon por sustrato, que este fragmento de la enzima no interfiere en la
misma (Stoka et al., 1998) .

Como se detalld previamente los distintos subsitios (S1- S4 y S1°-S3") de union al sustrato se
encuentran en una hendidura entre los dos dominios (McGrath et al., 1995). La especificidad de
los distintos subsitios de Cz ha sido ampliamente estudiada y se ha observado que S1” presenta
una notoria especificidad por agrupamientos aromaticos en P1’, definida principalmente por la
presencia del residuo de Trp184 (Brinen et al., 2000). Los sitios S1 y S3 presentan especificidad
por agrupamientos basicos. La especificidad del sitio S2'no es clara, pero el residuo de Gln19
presente en el mismo juega un rol fundamental en la estabilizacién del oxianién formado
durante la catdlisis (Leung et al., 2000). Se ha notado que el sitio S2 es el principal determinante
de la especificidad de esta enzima. Este subsitio es capaz de unir tanto residuos hidrofébicos
como basicos debido al comportamiento del residuo de Glu205. Este residuo, cargado
negativamente a pH fisioldgico, es capaz de adoptar una conformaciéon orientada hacia el
sustrato cuando el mismo presenta agrupamientos bdsicos en P2, con los que establece
interacciones electrostaticas. Cuando P2 sustenta agrupamientos hidrofébicos, Glu205 adopta
una conformacion orientada hacia el disolvente. Este comportamiento también explica la mayor
selectividad de la enzima por sustratos hidrofébicos a pH acido debido a la protonacién de

Glu205 (Gillmor et al., 1997).
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Figura 6.3: Estructura de Cz determinada por difraccién de rayos X a una resolucién de 1.28 A, (PDB:3KKU). El
inhibidor fue retirado del sitio activo para mayor claridad. En colores se muestran los principales residuos que
delimitan la hendidura del sitio activo: azul S1; amarillo S2; rojo S3; verde S1'.

En relaciéon al mecanismo de accién propuesto (Leung,2000) a través del cual ocurre la
hidrolisis, se postula que la Cys25 y la His162 forman parte del sitio activo de la enzima, pero
se ha cuestionado si alcanzan esos dos residuos, Unicamente, para una actividad catalitica
completa. El grupo imidazol de la histidina polariza el tiol de la cisteina permitiendo la
desprotonacién adn en condiciones neutras o débilmente acidas. El par iénico S-imidazolium
que se produce es altamente nucleofilico. Las cistein proteasas hidrolizan el enlace amida de
manera similar a las serin proteasas. Luego de la unidén al sustrato se forma un complejo no
covalente de Michaelis. El anidn tiolato ataca al grupo carbonilo del enlace carbonilo que se
rompera (Figura 6.4a). Luego se forma un complejo tetraédrico el cual es estabilizado por el
hueco del oxianidn (Figura 6.4b). A continuacion, el grupo tiol de la enzima es acilado y el

primer producto es liberado. La hidroélisis del complejo aciloenzima da como resultado la
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formacién del segundo intermediario tetraédrico (Figura 6.4c). Luego el intermediario colapsa

y el acido se libera regenerando la enzima (Figura 6.4d)(Leung et al., 2000) .
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Figura 6.4: Mecanismo de accién propuesto para cistein-proteasas (Leung,2000)

La relevancia funcional del blanco molecular Cz es evidente, la misma juega un rol importante
en diversas funciones del parasito tales como la invasion de las células huésped, degradando
tejidos del huésped y facilitando la penetracion del parasito en las células(Aparicio et al., 2004),
y ademas participa en la evasién de la respuesta inmune por diferentes mecanismos(Benitez-
Hernandez et al., 2010). La participaciéon de la enzima en la proliferacion de epimastigotes y
amastigotes y en la metaciclogénesis también ha sido demostrada (Santos et al., 2005; Tomas
& Kelly, 1996); por otro lado, dada su funcién autocatalitica, la inhibiciéon de Cz conduce a la
acumulacién de un precursor en el aparato de Golgi, provocando importantes alteraciones
morfolégicas, dando lugar eventualmente a un shock osmético y a la muerte de T. cruzi; estos
cambios morfolégicos en el aparato de Golgi se han observado en parasitos tratados con
diferentes inhibidores, lo cual sugiere que independientemente del mecanismo de inhibicién,
todos los inhibidores de Cz producen el mismo efecto(Capaci Rodrigues et al., 2011; Inst et al,,
2009).

La enzima es estable en un rango de pH entre 4.0 y 9.0 (Cazzulo et al., 1990; V. G. Duschak et al.,
2003) siendo el pH 6ptimo para su actividad dependiente del sustrato. La hidrolisis de

seroalbimina bovina (BSA) y hemoglobina es 6ptima a pH 4.0, mientras que para la azocaseina
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la maxima actividad se observa a pH 5.0(V. G. Duschak et al., 2003). El rango 6ptimo de pH para
distintos sustratos cromogénicos varia entre 7.0 y 9.0 mientras que para sustratos
fluorogénicos es de 6.3 a 7.2((Cazzulo et al., 1990; Stoka et al., 1995).

En los ultimos quince afios diversos grupos de investigacién han enfocado sus proyectos en
desarrollar inhibidores de Cz (Capaci Rodrigues et al., 2011; V. Duschak & Couto, 2009; Inst et
al,, 2009; World Health Organization (WHO) Special Programme for Research and Training in
Tropical Diseases (TDR) Neglected Tropical Diseases (NTD) - Global Health Impact Group, n.d.)
La mayoria de los de potenciales antichagasicos registradas entre 2000 y 2006 corresponden a
inhibidores de cistein proteasas (V. Duschak & Couto, 2007).

Las investigaciones relacionadas a inhibidores de Cz se enfocaban primeramente en inhibidores
irreversibles, generalmente peptidomiméticos, pero se encontraron dificultades principalmente
vinculadas a la carencia de selectividad, alta reactividad, toxicidad y baja biodisponibilidad oral
de los mismos (Capaci Rodrigues et al., 2011; Jacobsen et al., 2000; Mallari et al., 2008; Powers
et al., 2002).

Por otra parte, los pocos inhibidores reversibles que se han sintetizados muestran una muy
buena actividad en Cz in vitro, pero cuando se evaluaron in vivo, resultaron inactivos debido a

problemas de biodisponibilidad.

6..3 nhibidores de la Cruzipaina

Existen varios estudios enfocados a identificar inhibidores irreversibles que se unan
covalentemente a la proteasa. Estos inhibidores contienen grupos electrofilicos entre los cuales
se encuentran las peptidildiazometilcetonas, peptidilfluorometilcetonas y peptidil vinil
sulfonas. Estos inhibidores son capaces de bloquear la diferenciaciéon del parasito en las
distintas fases de su ciclo de vida. El derivado vinil sulfénico, la N-piperazina-Fenil-hFenil-vinil
sulfona fenil resulté ser un excelente inhibidor de la Cruzipaina, provocando la muerte de los
parasitos mediante la induccién de la acumulacion de la proteasa no procesada en el aparato
de Golgi. Los inhibidores covalentes irreversibles de la enzima reaccionan después de unirse a
ella y, por lo tanto, la inactivacion de la enzima no es un proceso de equilibrio como con la
inhibicién reversible, y requiere la reexpresion de la enzima para revertir la accién del farmaco,
que puede ocurrir después de la eliminacién del mismo del organismo. En el desarrollo de
farmacos se observa una tendencia a evitar los inhibidores irreversibles y covalentes para
evitar el riesgo de: 1) efectos secundarios impredecibles como la generaciéon de proteinas

alergénicas modificadas (haptenos); 2) modificacion irreversible no especifica de proteinas
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fuera del objetivo; y 3) la dificultad en el seguimiento de los metabolitos cuando se une
covalentemente a las proteinas. Sin embargo, se ha aprovechado el advenimiento de los
inhibidores covalentes en la terapia del cancer para abrir las compuertas a dichos
medicamentos.

Las cistein proteasas son inhibidas eficazmente por varias clases de inhibidores (tabla 6.1)
incluidos aquellos basados en estados de transicion reversibles e irreversibles (Powers et al.,
2002). Ejemplos de inhibidores reversibles son aldehidos peptidicos, a-dicetonas, a-
cetoésteres, a-cetoamidas y o-cetodcidos (Gotz et al, 2004). También se inhiben
irreversiblemente por peptidildiazometil cetonas, fluorometil cetonas, péptidoepoxidos y
vinilsulfonas (Scheidt et al, 1998). Los inhibidores con estructuras peptidicas tienen el
problema adicional de ser inestables en plasma, aunque en los dltimos tiempos se ha mejorado
mucho con la utilizacién aminoacidos no naturales (McKerrow et al., 2006)

Aunque la relacién entre la inhibicién reversible e irreversible no se ha explorado
completamente, en general los inhibidores irreversibles de la Cruzipaina han curado con éxito
la infeccidn parasitaria, lo que implica que la unién fuerte a la enzima puede ser esencial.
Actualmente, 27 estructuras quimicas estan asociadas a este blanco molecular en el Protein
Data Bank (rcsb.org)(Burley et al., 2021) donde la Cz se encuentra cristalizada con inhibidores
reversibles e irreversibles. Entre los inhibidores, los que contienen una vinilsulfona en su
estructura presentan buena selectividad y un favorable desarrollo prospectivo a pesar de la
naturaleza irreversible. En este contexto, Jaishankar (Jaishankar et al, 2008) sintetizé y
determind las constantes de inhibicién de los ligandos frente a Cz de una serie de vinilsulfonas
andlogas al inhibidor K-777.

Tomando como esqueleto los inhibidores reversibles no basicos de las catepsinas, se han
desarrollado potentes inhibidores reversibles para la Cruzipaina. Se demostr6 que la presencia
de un motivo parecido a la fenilalanina era muy importante y el mejor sustituyente fue el 4-
ciano-2fluorofenilalanina, que presenté un incremento de ocho veces en potencia con respecto
a la fenilalanina no sustituida. El mejor sustituyente en la posicion P3 fue el 4-metanosulfonil
bifenilo. Estudios previos habian demostrado que los grupos funcionales posicionados en P2
determinaban la selectividad entre la Cruzipaina y las catepsinas (Gauthier et al., 2008).
También, se han descubierto inhibidores no covalentes a través de plataformas de deteccion de
alto rendimiento (HTS) y, a pesar de su menor potencia relativa a compuestos covalentes

reportados previamente, ellos representan importantes avances en el desarrollo de
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compuestos no peptidicos con caracteristicas similares a las drogas (Ferreira et al, 2010;
Schirmeister & Kaeppler, 2005)

Tabla 6.1: Estructura de los principales inhibidores de la enzima Cruzipaina

Familia Ectructura inhibieion

Irreversible

@ " ﬁ IC5D=4 nM
plé:“%o‘@ (Cheng,2008)
\/’l o

am é

Vinilsulfonas

-

Aciloxi metil cetonas 7y Irreversible
= k,/K=1.6x105Ms-!
Nz,

. o F©
L g O .

Alpha-dicarbonilos 6] OO Andlogo del Estado de
o o “hk Transicién
@/w"-“ “E)Hrk’@, 1C5,=0,64 1M
4] P [+

(Choe,2005)

Cetonas ciclicas Reversible competitivo

O L]
Saas ae e R
© M (Huang,2003)
0
r
Nitrilos Hu’©‘r Reversible

VAN 1C5,=0.2 nM
P Mott,2010
A 2 ( )

(Huang,2003)

N -
Hidroximetilcetonas o g o Reversible competitivo
A R LN K,=65 nM
- ] H o -
'

Tiosemicarbazonas N,H NH, Irreversible
A g IC,,=170M

!
Bt\@ij $ (Fuji,2005; Siles,2006)
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6.3 Enlace de Halégeno en la inhibicién de Cruzipaina

Un relevamiento en bases de datos publicas revelé que varios inhibidores de Cruzipaina (Cz)
que contenian un atomo de halégeno en su estructura (X = Cloro, Bromo o Yodo) eran, en
algunos casos, muchas veces mas activos que sus analogos no halogenados.

Adicionalmente, la evidencia estructural revela que los compuestos halogenados forman un
Enlace de Halogeno (EX) X::-S con la metionina 68 de Cz (Ferreira et.al ,2010).

La estructura de alta resolucion del inhibidor B95, (N-[2-(1H-benzimidazol-2-yl)ethyl]-2-(2-
bromophenoxy)acetamide) anclado en la hendidura de unién de la Cruzipaina se muestra en la

Figura 6.5 (c6digo PDB: 3KKU).

Figura 6.5: Sitio de unién de la enzima Cruzipaina en la estructura del PDB: 3KKU obtenida del Protein Data Bank.

En dicha estructura, el &tomo de bromo del resto bromofendéxido del inhibidor B95 se encuentra
proximo al residuo Met 68 que limita, por debajo, el sub-bolsillo hidrofébico S2 de la enzima.
La distancia S-++Br de 3,31 A y el angulo C,-Br-S 172,45° se encuentran dentro de los limites
geométricos de un enlace de haldgeno entre los atomos involucrados. La metionina
generalmente es considerado como un compafiero de interaccion altamente hidrofébico, pero
debido a la anisotropia de la distribucion de electrones del azufre y su polarizabilidad, es un
ejemplo interesante de un aceptor de enlace de halégeno(Wilcken et al., 2013).

Sobre la base de estos antecedentes, en este capitulo se estudi6 la importancia del EX (Met
68)S--X (con X=Cl, Br) en la inhibicién de Cruzipaina, bajo la hipotesis de que esta interaccion
estaria detras del aumento observado en la actividad inhibitoria de los ligandos halogenados,

en comparacion con sus analogos no halogenados.
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La estrategia consistido en relevar bases de datos publicas de compuestos con actividad
bioldgica, identificando inhibidores de cruzipaina en los cuales la incorporaciéon de un atomo
de halégeno aumentaba su potencia inhibitoria. En particular, se presté especial atencién a
aquellos casos en los cuales la actividad aumentaba en mas de 100 veces, lo que se conoce como
un “activity cliff” o “acantilado de actividad”. Los acantilados de actividad generalmente se
definen como pares o grupos de compuestos estructuralmente similares que son activos contra
el mismo objetivo, pero tienen grandes diferencias en potencia (Stumpfe et. al, 2012). Los
“activity cliffs” capturan modificaciones quimicas que influyen fuertemente en la actividad
biolégica. En nuestro caso particular, el requerimiento de un activity cliff resulta una estrategia
promisoria para poder asociar fehacientemente el aumento de actividad con la presencia del
hal6geno y en particular, con las interacciones que este establece.

Algunas preguntas que queremos responder a través de este estudio son: ;Cémo puede una
Unica interaccién no covalente, como un enlace de hal6geno, aumentar la potencia de inhibicién
contra Cz tan drasticamente?, ;Hay algin otro fenémeno involucrado en la generacién de los

“acantilados de actividad”?

6.2. Métodos

6.21 Compilacién de pares LX/LH con actividad inhibitoria conocida sobre Cz

De la base de datos CHEMBL (Gaulton et al., 2012) (ebi.ac.uk/chembl/) se obtuvieron ligandos
halogenados (LX, con X = Cl, Br o I) junto con sus correspondientes anotaciones de actividad
contra Cz. En la misma base de datos se busco, para cada compuesto halogenado, su
correspondiente analogo no halogenado (LH/LOH) empleando herramientas quiminformaticas
(OpenBabel(O’Boyle et al., 2011)). Mas concretamente, se utilizé la representacién de SMILES
del compuesto halogenado (excluyendo el halégeno) para realizar el filtrado de la base de datos,
seleccionado de esta manera pares que se diferenciaban uUnicamente en la posicién de

sustitucion del hal6geno (Figura 6.6).
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Figura6.6: Procedimiento para la seleccién de pares de ligandos LX/LH y LX/LOH

De los pares encontrados, se seleccionaron finalmente 5 de ellos, los cuales cumplian con la
condicion de que el analogo halogenado fuese al menos 100 veces mas activo que su
contraparte no halogenada (“activity Cliff’). En estos pares el atomo de halégeno X estaba
sustituido por hidrégeno (LH) u oxhidrilo (LOH).

Los 5 grupos seleccionados se encuentran dentro de la familia de las tiosemicarbazonas (Figura
6.7A) las cuales se unen covalentemente al residuo de Cisteina 25 del sitio activo de la enzima
y han demostrado ser inhibidores irreversibles de la Cruzipaina (Du et al.,, 2002; Siles et al,,
2006).
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Figura 6.7: Estructura de los inhibidores covalentes (A) y no covalentes (B) de Cruzipaina seleccionados. Para cada
andamiaje estructural se indica el sitio y tipo de sustitucién para formar los pares LX/LH o LX/LOH junto con las
correspondientes anotaciones de actividad (IC50). En paréntesis se indica la numeracién asignada a cada par, la cual

serd utilizada de aqui en adelante para referenciarlos.

Para estudiar también el efecto de la halogenacion sobre inhibidores reversibles de Cz, se
consideraron dos pares LX/LH adicionales de inhibidores de Cz (Figura 6.7B), que se unen no
covalentemente a la enzima y que presentan un nucleo benzimidazol como caracteristica
estructural en comudn (Ferreira et al.,, 2014). Si bien el analogo halogenado es mas activo en
ambos casos, es importante aclarar que la diferencia de actividad no es tan significativa como
para ser considerado un “activity cliff’, como era el caso de los derivados de tiosemicarbazonas.
En el caso del inhibidor B95 (5-LX) previamente co-cristalizado con Cz , éste es 14 veces mas

activo que su analogo no halogenado 5-LH mientras que 6-LX es 15 veces mas activo que 6-LH.
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6.2.2 Estructuras iniciales de los complejos

Las estructuras de partida para las simulaciones de las tiosemicarbazonas ancladas en la
hendidura de unién de Cz, fueron obtenidas mediante docking covalente. Para ello se utilizé la
funcionalidad sdtether de rDock (Rachman et al., 2019)que permite restringir el movimiento
de la cabeza de guerra (warhead) cerca del residuo reactivo Cys 25 para simular la unién
covalente.

En el caso de los inhibidores no covalentes derivados de benzimidazol, uno de ellos (B95) ya
fue co-cristalizado con Cz (codigo PDB: 3KKU), por lo tanto se consider6 ésta estructura como

referencia para construir a partir de ellas las estructuras de los restantes complejos.

6.2.3 Preparacién de las estructuras iniciales para las simulaciones de Dindmica Molecular

a) Tratamiento del enlace covalente: Empleando las funcionalidades incluidas en el paquete
AmberTools (antechamber, etc) se construy6 un residuo no estandar que incluia a Cys25 unida
covalentemente a la tiosemicarbazona. Las cargas atomicas del residuo no estandar fueron
calculadas usando el método del potencial electrostatico restringido (RESP).
b) Tratamiento del enlace de halégeno: Para simular el agujero-o sobre el atomo de hal6geno,
se introdujo un extra-punto (EP) con carga positiva y sin masa en el campo de fuerza de Amber
(Ibrahim, 2011). La parametrizaciéon del EP se llev6 a cabo siguiendo el procedimiento del
mismo autor, donde la posicidn 6ptima del EP en el &tomo de haldgeno se exploré estudiando
la correlacion entre la distancia X - EP y la longitud del enlace halégeno X...Y, y se investigd el
efecto de la inclusion de EP en la precision de las cargas derivadas de potencial electrostatico.
Se ha demostrado que sin la introduccién del EP la distancia del atomo de hal6geno excede a la
suma de los radios de Van der Waals del haldgeno y aceptor, valor limite para la formacién del
enlace. Este fendmeno se explica por la repulsion entre los &tomos de halégeno y el aceptor,
ambos con una carga negativa: La parametrizacion del EP se llevo aplicando el procedimiento
descripto en el capitulo 3 (ver Figura 6.8). Brevemente, el procedimiento consiste en los
siguientes pasos:
% Se construyeron o se obtuvieron de bases de datos las estructuras 3D de los ligandos, a
las cuales se las debe protonar y optimizar.
+ Posteriormente, un atomo sin masa EP se incluy6 en el campo de fuerza del ligando. Se
estableci6 el angulo C(ar)-X-EP en 180° y la distancia X-EP se igual6 al radio atémico del

halégeno, es decir, 2.22 A para el Bromo 2,35 A para Yodo y 1.95 A para el Cloro.
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+ El potencial electrostatico para las moléculas halogenadas en estudio se genero al nivel
HF/6-31G(d). Las cargas parciales atémicas (incluyendo las del EP) fueron asignadas
mediante el método del potencial electrostatico restringido (RESP).

4 La estructuras cristalinas de los blanco molecular, Cruzipaina (PDBid:3KKU), también
debe ser preparada y se protona adecuadamente.

4 Una vez listas las estructuras del ligando y la proteina se procesan con el software tleap
de AmberTools, para formar el complejo y obtener los archivos de topologia y
coordenadas, con los cuales se realizaran las simulaciones de Dindmica Molecular.

4+ Finalmente, las simulaciones se realizaron con el software AMBER, siguiendo los pasos

habituales de minimizacién, equilibracién y producciéon de la dindmica.
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Figura 6.8: Esquema de los pasos seguidos para la parametrizacién del EX en las simulaciones de Dindmica
Molecular. A la derecha se puede ver un ejemplo de la estructura de un ligando al cual se le ha agregado el EP que
simula el agujero sigma.




6.2,4 Simulaciones de Dindmica Molecular p_arametrizadas para EXs

Las simulaciones de DM de los complejos previamente preparados se realizaron utilizando el
paquete de software de AMBER (Case et al,, 2005) a 300K de temperatura y extendida a 100
nanosegundos de tiempo global de simulacién.

Adicionalmente se realizaron simulaciones largas de 1 microsegundo y por triplicado de la

forma libre (apo) de la enzima.

6.2.4.1 Andlisis de las trayectorias de DM

Para el andlisis de las trayectorias se utiliz6 el médulo CPPTRA] del paquete AmberTools. Se
calcul6 la desviacion cuadratica media (RMSD) para verificar que se alcanz6 un estado de
equilibrio del sistema molecular. Las interacciones moleculares se analizaron mediante
calculos de distancia y tiempo de vida media de los enlaces de hidrégeno a lo largo de las

simulaciones.

Normalizacion de las distancias de interaccion

Como se mencion6 previamente los enlaces de halégeno comparten caracteristicas con los
puentes de hidrégeno, como que ser fuertemente direccionales, con un dngulo A—XY éptimo de
180°, y una distancia X—Y idealmente menor que la suma de sus radios van der Waals (Tabla
6.2) .Asi, en este caso el dangulo formado por el carbono del anillo aromatico, el halégeno y el S
de la Met68 deberia cumplir este requisito para establecer la existencia de un puente por
halégeno. También se considera importante la distancia entre el halégeno y el azufre, un
parametro util para esta evaluacion es el radio de van der Waals que indica la distancia minima
ala cual se puede acercar un &tomo que no forma un enlace con otro. Si sumamos los radios de
van der Waals del 4&tomo sustituyente y del O se obtiene la distancia maxima a la que se podria
identificar una interaccién relevante. De esta forma, si las sumas de los radios van der Waals de
dos atomos es mayor que la distancia calculada entre ambos, podria deducirse que existe una

interaccion entre ellos.

Tabla 6.2: Valores de radios van der Waals (A) para los 4tomos involucrados en este estudio

(Bondi, 1964)

Cl Br H S

1,75 1,87 1,06 1,80
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Yr vdw CI-S= 3,55
Xr vdw Br-S= 3,67
>r vdw H-S= 2,86

Para poder hacer una comparacidon correcta entre las distancias de enlace se necesita
normalizar los valores entre las moléculas estudiadas, ya que a medida que disminuye la
densidad electronica del sustituyente es necesaria una menor distancia de enlace en
comparacion con la que necesita un atomo de alta densidad electrénica como el yodo. De esta
forma, una distancia que implica una interacciéon fuerte para un dtomo como yodo puede
significar una nula interaccidn para otro de menor o nulo agujero como el fltior. Un parametro
que sirve para normalizar los resultados y hacerlos comparables entre si es el radio de van der
Waals. Se divide cada valor de distancia por el valor de la suma de radios de van der Waals de
los atomos involucrados. Asi, el limite de interaccion seria 1. Cuando el factor obtenido es mayor
que 1 esto implica que hay una débil o nula interaccidn, puesto que la distancia calculada es
mayor que el radio de van der Waals. Si por el contrario este valor es menor que 1 esto indica

que hay una interaccién considerable entre los atomos involucrados.

Distancia normalizada= Distancia (A) / r vdw (A)

6.2.4.2Muestreo de estructuras a partir de las trayectorias

La Cruzipaina es un blanco molecular muy esquivo y dificil de entender, por lo tanto, la
construccién de un modelo estructural que permita encontrar relaciones de estructura-
actividad significativas, resulta una tarea dificil. Un modelo sencillo basado en una dnica
estructura de la enzima tomada de las trayectorias de DM, posiblemente no logre recuperar
todos los aspectos estructurales que impulsan el acantilado de actividad en los pares LX/LH y
LX/LOH.
+ Por lo tanto, se muestrearon y analizaron diferentes estructuras a partir de las
simulaciones MD largas, como ser:
+ Estructura del minimo de energia potencial. Se calcul6 la energia potencial del sistema
a lo largo de la trayectoria y de todos los “frames” se seleccion6 la estructura con
minima energia.
+ Estructuras representativas del clusterizado de la trayectoria. Se realizé un andlisis de
agrupamiento de las trayectorias segtin el RMSD del backbone de la proteina. Se emple6
el algoritmo K-means (K=10) implementado en CPPTRA]. Se selecciond una estructura

representativa para cada uno de los 10 clusters para su posterior analisis.
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+ Proyecciones extremas a lo largo de la Componente Principal 1 (PC1). Se realizé un
andlisis de componentes principales de las simulaciones y se proyect6 la trayectoria a
lo largo de la primera componente PC1, seleccionando las estructuras correspondientes

a los valores extremos de dicha componente (maximo y minimo).

6.2.5 Andlisis de interacciones intermoleculares

Se siguieron los pasos a continuacién:

1. Seleccién de estructuras representativas: El estudio de las interacciones se realiz6 a partir de
la estructura del minimo de energia potencial de trayectoria de DM.

2. Se construyeron modelos reducidos, conservando sélo aquellos residuos de la Cruzipaina
que interactiian directamente con el ligando dentro de un rango de 5 A . Incluyendo los residuos
GIn-19, Cys-22, Gly-23, Ser-24, Cys-25, Trp-26, Ala- 27, Phe-28, Ser-29, Ala-30, Gly-65, Gly-66,
Leu- 67, Met-68, Asn-69, Ala-136, Val-137, Ala-138,-138, Val-139, Leu-160, Asp-161, His-162,
Gly-163, Val-164, Ser-183, Trp-184.

3. Analisis QTAIM: La densidad de carga electrdénica (DE o p) de los modelos reducidos fue
calculada con el funcional M06-2x y el conjunto de bases 6-31G (d), incluido en el paquete
Gaussian 09. Se aplicé la Teoria Cuantica de Atomos en Moléculas QTAIM (Bader, 1990) para
obtener los grafos moleculares de la DE, sobre los cuales se realizé el analisis en detalle de las
interacciones moleculares. En breve, el procedimiento consiste en “mapear” el campo del vector
gradiente V, sobre la DE previamente calculada (Vp), para asi exponer los elementos
topologicos de la DE, los puntos criticos de enlace (PCE) y caminos de enlace (CE) asociados a
las interacciones interatémicas. El andlisis topolégico de densidad de carga se realizé con el

software Multiwfn(Lu & Chen, 2012).
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6.3 Resultados:

6.3.1 Estabilidad de los enlaces S--X / S--H

—— S{met68) H{1-LH) —— 5{met68).O{2-L0H)
. —— s{met68)-CH{1-L) * —— S{met68) H{2-LOH)
—— 5{met68).Be(2-1X)
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Figura 6.9: Graficos de distancias normalizados del S(met68) de la enzima al halégeno o hidrégeno de los pares de
ligandos halogenados y sus analogos respectivamente, en funcién de la trayectoria. A) 1-LX/LH, B)2-LX/LOH, C)3-
LX/LH, D)4-LX/LX2/LH, E)5-LX/LH, F)6-LX/LH

La Figura 6.9 muestra las distancias normalizadas entre el &tomo de S de Metionina 68 y el
halégeno (o hidrégeno del correspondiente andlogo no halogenado), a lo largo de las
simulaciones de los pares LX/LH(LOH). Se puede observar que en los complejos halogenados
los valores se mantienen préoximos a 1 mientras que en los analogos no halogenados este valor
fluctia por encima de 1; demostrando que las interacciones de estos son mas débiles, los
compuestos halogenados interaccionan permanentemente con la Met68 a diferencia de su

contraparte LH, el cual se separa del bolsillo de unién de la Cz.




6.3.2 Muestreo de la trayectoria

Diversos estudios se han enfocado en tratar de definir el bolsillo de unién de Cruzipaina y los
diferentes sub-bolsillos que conforman el sitio catalitico (Bryant et al.,, 2009; Durrant et al,,
2010; Turk et al., 1998), lograndose caracterizar 4 sub-bolsillos (S1-S4)bien definidos, a los que
se agregan otros (S1°,- S3°) dependiendo del ajuste conformacional adoptado por Cz inducido
por diferentes ligandos (Luchi et al., 2019; Sartori et al., 2019). Debido a que la densidad de
carga, medida en el punto critico de interaccidn, es una propiedad topolodgica local, se puede
calcular la contribucién de un subconjunto molecular, formado por uno o varios residuos, a la
fuerza de anclaje total del inhibidor. De esta manera, se podria conocer cual/es subbolsillo/s
de la enzima se revelan como sitios adecuados para mejorar las interacciones con el inhibidor.
La evolucion de la distancia S---X/S:--H a lo largo de las simulaciones muestra una posible
correlacién entre la actividad inhibitoria y la estabilidad del anclaje del halégeno / hidrégeno
en el sub-bolsillo S2. Para poder cuantificar dicho anclaje, se necesita estimar la fortaleza de
las interacciones moleculares individuales que establece el halégeno con los distintos atomos
del entorno.

Desafortunadamente, considerando el tamarfio de los sistemas biol6gicos y el estado de arte de
la quimica computacional, no es posible calcular la densidad electrénica del sistema completo.
Resulta necesario entonces modelar el sistema con un sistema modelo reducido que incluya al
inhibidor y a los residuos proteicos circundantes, construido sobre una tnica (o unas pocas)
estructuras (frames) muestreadas a partir de las simulaciones.

Por lo tanto, la seleccién de los residuos a incluir en el modelo reducido y la “muestra” de
estructuras tomadas a partir de las simulaciones deben ser lo suficientemente representativas
del sistema real, para asi lograr capturar los procesos fisicoquimicos claves, detras de la
respuesta bioldgica observada.

Para “muestrear” las trayectorias de manera mas informada, es importante primero tener una
perspectiva de la variabilidad conformacional total de la Cruzipaina. Para ello investigamos su

espacio conformacional usando analisis de componentes principales (PCA).
6.3.2.1 Andlisis de Componentes Principales en apo Cz

Analisis de componentes principales (PCA) sobre la trayectoria de dindmica molecular de la
forma apo (libre) de la enzima. La trayectoria se extendié hasta alcanzar los 500 ns de

simulacidn, con la intencién de capturar los cambios conformacionales relevantes de la enzima.
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Los resultados del PCA muestran que 29% de la variabilidad conformacional total esta
contenida en las primeras 3 componentes principales (PC1, PC2 y PC3), de las cuales PC1 da
cuenta de mas de la mitad (15%) mientras que el resto se distribuye entre PC2 (7%) y PC3
(6%). La contribucién de las restantes componentes a la varianza es aiin menor y se distribuye
de manera casi equitativa entre ellas, con lo cual su aporte individual a la variabilidad
conformacional resulta despreciable.

El histograma de la figura 6.10 muestra la proyeccidn de la trayectoria sobre las componentes

PC1, PC2y PC3.
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Figura 6.10: Proyeccion de la trayectoria de la forma apo (libre) de Cruzipaina sobre las componentes principales

1,2y3.

PC1 muestra una distribuciéon bimodal, con un maximo global b y un maximo local c, mientras
que PC2 y PC3 presentan un Gnico maximo.

Las estructuras correspondientes a los valores extremos en dichas distribuciones pueden dar
una idea de la variabilidad conformacional total de la enzima. La figura 6.10 muestra ambas
estructuras extremas en la distribuciéon de PC1 superpuestas (estructuras en celeste y gris,

correspondientes a los puntos extremos a y d en la Figura 6.11, respectivamente).
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Figura 6.11: Conformaciones extremas de apo Cz en la distribucién de PC1. En celeste y gris se muestran las

estructuras correspondientes a los puntos extremos a y d en la figura respectivamente.

Las estructuras superpuestas muestran que ambos dominios de la proteina, el dominio de
hélices a (izquierdo) y el de laminas § (derecho) experimentan movimientos concertados en
direccion opuesta que tienden a cerrar/estrechar la hendidura de unién del sustrato que se
encuentra en el medio, entre ambos dominios. Asi, podemos asociar a las estructuras en celeste
y gris con las conformaciones abierta y cerrada de la enzima, respectivamente.

La superficie accesible de la hendidura de unién correspondiente a ambas conformaciones
extremas se muestra en la figura 6.11B. Se observa que en la conformaciéon abierta la hendidura
presenta una superficie mas amplia y mas profunda que en la conformaciéon cerrada, en
particular sobre el sub-bolsillo S2. Al superponer ambas estructuras se observa como el residuo
Asp 161 de la conformacion cerrada sobresale dentro del surco de unién de la conformacion

abierta (Figura 6.11B), lo que explica en parte el estrechamiento de la hendidura en la primera.




La Figura 6.11C muestra algunos residuos del surco de unién que experimentan cambios
conformacionales al pasar de la forma abierta a la cerrada. El residuo His 162 parece jugar un
papel importante en estos cambios. En la forma abierta, el residuo de His 162 no esta formando
el caracteristico puente de hidrégeno con Asn 182 que facilita la abstraccion del protén de Cys
25 através de la formacidén de un relé de carga, (Asn 182)C=0---H-N(His 162)N:---H-S(Cys 25).
Esto se debe a que en esta conformacion, Trp 184 se interpone entre ambos residuos evitando
la formacién del relé. En cambio, en la conformacién abierta His 162 forma una interaccion
fuerte con el residuo vecino Asp 161. Al pasar a la conformacion cerrada, Trp 184 se desplaza
y permite la formacion del relé entre Asn 182 e His 162. Al mismo tiempo, se debilita la
interaccion de His 162 con Asp 161 y la cadena f que contiene ambos residuos se tuerce hacia
la hendidura de unién, contribuyendo a su estrechamiento.

Como se dijo mas arriba, las estructuras extremas a lo largo de la PC1 dan una idea de la
variabilidad conformacional global de la proteina. Sin embargo, éstas no son representativas de
la trayectoria dado que presentan una densidad poblacional muy baja (puntos de minimo ay d
en PC1, Figura 6.10).

Por otro lado, los maximos en la distribucién de PC1, PC2 y PC3 (puntos b, ¢, e y f en la Figura
6.10) corresponden alos valores de dichas componentes que son mas frecuentemente visitados
por Cz a lo largo de la simulacion. Por lo tanto, el muestreo de la trayectoria en la proximidad
de estos maximos posiblemente recupere conformaciones de la enzima que sean mas
representativas de la trayectoria.

El analisis de las estructuras de apo Cz muestreadas en la proximidad de los maximos global y
local en la distribuciéon de PC1, revel6 que estos comparten caracteristicas comunes con las
estructuras abierta y cerrada de la enzima, respectivamente (no mostrado). Si bien las
diferencias no son tan marcadas como entre las estructuras correspondientes a los extremos,
podemos decir que las conformaciones abierta y cerrada son estructuras representativas de
apo Cz. Por otra parte, la densidad relativa de ambas conformaciones de apo Cz indica que la
forma abierta seria la conformacién mas probable de la enzima libre, por tratarse del maximo
global en la distribucién de PC1. En consecuencia, podemos especular que la conformaciéon
abierta de la enzima seria la forma mas probable de interaccion inicial con el sustrato. Sin
embargo, como esta forma no es cataliticamente competente, debido a que no forma el relé de
carga, debe producirse el cambio conformacional a la forma cerrada para que ocurra finalmente

la protedlisis.
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6.3.2.2 Andlisis de Componentes Principales de los pares Cz/LX y Cz/LH(LOH)

En un trabajo previo, realizado en este mismo grupo de investigacién, se encontré que
inhibidores de Cz del tipo vinil sulfona “seleccionaban” una de dos posibles conformaciones
alternativas de la enzima (Luchi et al., 2019). Los inhibidores mas potentes (Ki < 170 nM)
estabilizaban una estructura que se parecia a la conformacién cerrada o cataliticamente
competente, previamente descripta para apo Cz. En cambio los inhibidores menos potentes
estabilizaban una estructura mas similar a la forma abierta de apo Cz. Estos hallazgos sugieren
que los inhibidores, al unirse a Cz, actuarian modificando el equilibrio de conformaciones pre-
existentes de la enzima libre. Para investigar esta hipoétesis, se procedié a proyectar las
trayectorias de los complejos Cz/inhibidor sobre el subespacio de componentes principales de
la forma apo de la enzima y a observar hacia donde se desplaza este equilibrio.

La figura 6.12 muestra la distribucién de las trayectorias de los complejos Cz/2-LX y Cz/2-LOH,
proyectadas sobre la PC1 de apo Cz. Ambas se encuentran desplazadas hacia el maximo local
en la PC1 de apo Cz, indicando que la estructura adoptada por la proteina en ambos complejos

compartiria caracteristicas con la forma cerrada de apo Cz.
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Figura 6.12: Proyeccidn de las trayectorias de los complejos de Cz con 2-LX (azul) y 2-LOH (verde) sobre la PC1 de
apo Cz (rojo).
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En la Fig 6.13 se muestran las estructuras superpuestas correspondientes alos complejos Cz/2-
LX y Cz/2-LOH seleccionados alrededor del maximo en la distribucién de PC1 (Figura 6.12), y

simultdneamente alrededor del maximo en las distribuciones de PC2 y PC3.

loop 353

Figura 6.13: Superposiciéon de estructuras representativas de los complejos Cz/2-LX (rojo oscuro) y Cz/2-LOH
(violeta). Las estructuras fueron obtenidas mediante muestreo de las trayectorias (previamente proyectadas en el
subespacio de componentes principales de apo Cz) alrededor de los valores maximos en las proyecciones de las

primeras 3 componentes principales.

La inspeccién de las estructuras superpuestas reveld que, en efecto, estas presentan algunas
caracteristicas estructurales que recuerdan a la conformacién cerrada de apo Cz, en particular
la formacion del relé de carga entre His 162 y Asn 182 en ambos complejos.

Las mayores diferencias conformacionales entre Cz/2-LX y Cz/2-LOH se observan en el
dominio de hélices @, mas precisamente en los loops 11-23 y 56-68, mientras que el dominio de
laminas f practicamente no experimenta cambios en el backbone (Figura 6.13).

Al pasar del complejo Cz/2-LOH al Cz/2-LX, el loop 56-68 se desplaza hacia la derecha/atras,
estrechando la hendidura de unién (Figura 6.13). A su vez, este desplazamiento del loop 56-68
es acompafiado por el movimiento del loop 11-23 en el mismo sentido. El resultado es el
desplazamiento hacia atrds de la cadena lateral de GIn 19 que a su vez impulsa el

reordenamiento del inhibidor para llenar el espacio que dejé vacante Gln 19 en el sub-bolsillo
S1.
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Finalmente, para encontrar el origen de las diferencias conformacionales descritas entre los
complejos Cz/2-LOH y Cz/2-LX, resulta necesario analizar la interacciéon enzima/inhibidor, en
las inmediaciones al sitio de sustitucidn. Notese en la Figura 6.13 que, mientras el anillo hidroxi
fenoxido de 2-LOH se ancla en el sub-bolsillo S3 mas expuesto al solvente, el bromo fenéxido
de 2-LX se entierra en el fondo del sub-bolsillo S2 mas profundo y mas hidrofébico que el
anterior. Nuestra hipétesis es que el anclaje del resto hidroxi fenéxido en S3 bloquearia el
desplazamiento del loop 56-68 y los concomitantes cambios conformacionales que impulsan la
retraccion de Gln 19 y el reacomodamiento del inhibidor. Por el contrario, debido a la
naturaleza mas hidrofébica del anillo de bromo fenéxido, éste tiende a esconderse en el sub-
bolsillo S2, dejando liberado al loop 56-68.

Los cambios conformacionales que llevan a la retraccion de Gln 19 y al consiguiente
reordenamiento del inhibidor ya fueron descritos previamente en complejos de Cz con
inhibidores de tipo vinil sulfonas (Luchi et al., 2019). En dicho estudio se encontré6 que solo las
vinil sulfonas mas potentes eran capaces de inducir estos cambios sobre la enzima. Es légico
suponer entonces, teniendo en cuenta este antecedente, que la capacidad del analogo
halogenado 2-LX de inducir un “activity cliff” tiene que ver con su habilidad para impulsar estos

cambios conformacionales criticos.

6.3.3 Andlisis basado en la densidad electrénica de los pares Cz/1.X y Cz/LH(LOH)

A partir de las estructuras representativas seleccionadas de las simulaciones de los complejos
Cz/2-LX y Cz/2-LOH se realizé un analisis de la distribucion de la densidad electrénica

empleando la teoria QTAIM.
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Figura 6.14. Analisis basado en la densidad electrdnica de los complejos Cz/2-LOH y Cz/2-LX. En Ay B se muestran
los grafos moleculares de Cz/2-LOH y Cz/2-LX, respectivamente. Los residuos correspondientes a los sub-bolsillos
S1’, S1, S2 y S3 se muestran en verde, rojo, naranja y magenta, respectivamente. El grafico de barras apiladas C
muestra la contribucién de cada sub-bolsillo al anclaje total del inhibidor. En D se muestran mas claramente las

interacciones del atomo de bromo.

Los grafos moleculares de los complejos Cz/2-LOH (Figura 6.14 A) y Cz/2-LX (Figura 6.14B)
muestran los caminos de enlace (en amarillo) que anclan el inhibidor al surco de unién de la
enzima. Cada una de esas interacciones presentan un punto critico enlace (PCE) asociado
(esfera roja) y el valor de la densidad electrénica (p) medido en dicho punto da cuenta de la
fortaleza de la interaccidn.

De la misma manera, el valor de la sumatoria de p en todos los PCE intermoleculares (}.p) puede
considerarse como una medida del anclaje global del inhibidor. La Figura 6.14C muestra que el
anclaje de 2-LX es alrededor de un 25% mas fuerte que el de 2-LOH.

Al analizar la contribucion de cada sub-bolsillo, la mayor diferencia entre ambos radica en los
sub-bolsillos S2 y S3. El anillo de bromo fenéxido de 2-LX forma interacciones con las cadenas
laterales de los residuos del sub-bolsillo S2 (Figura 6.14B), mientras que el anillo hidroxi
fenoxido de 2-LOH esta conectado por caminos de enlace al backbone del loop 56-68, en el sub-
bolsillo S3 (Figura 6.14A). La fortaleza de unién de 2-LX en S2 es practicamente compensada
por el anclaje de 2-LOH en S3 (Figura 6.14C). Es decir que no puede atribuirse la existencia del

“activity cliff” a la formacién de un enlace de haldgeno excepcionalmente fuerte. Por lo tanto,
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para poder explicar el mayor anclaje global del analogo halogenado se debe analizar el aporte
de los restantes sub-bolsillos. En particular, nétese que la contribucion de S1’ al anclaje global
es casi 2 veces mayor en el andlogo halogenado. Como se comenté en la seccién previa, los
cambios conformacionales que llevan a la retraccién de Gln 19 impulsan el desplazamiento del
analogo halogenado hacia S1’ con la consiguiente formacién de nuevas interacciones
estabilizantes. En particular destaca la formacion de un enlace de hidrogeno fuerte de tipo
NH3*:-+:N con el residuo His 162 (Figura 6.17B), con un valor de p, = 0.0257 ua., que explica la

mayor parte del aumento del anclaje de 2-LX en el sub-bolsillo S1’.

Si bien el analisis se realizé para el par 2-LX/2-LOH, estos resultados pueden extrapolarse a los
restantes pares de tiosemicarbazonas. La Figura 6.15 muestra que la contribucién del halégeno
al anclaje total en los analogos halogenados de tiosemicarbazonas no es despreciable, pero
tampoco es tan significativa como para poder explicar el “activity Cliff’. Nuevamente, la fuerza
impulsora del acantilado de actividad no es el enlace de halégeno en si mismo, sino a los
cambios conformacionales que se producen a consecuencia del enlace de halégeno y que dan
lugar a otras interacciones electrostaticas, que permiten un anclaje global mas fuerte del

inhibidor a la Cz.
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Figura 6.15: Valores de densidad electrénica total (p) (u.a.) de los puntos criticos de enlace (BCP) de los ligandos

halogenados, en verde se puede observar la contribucion del &tomo de halégeno (X).
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Resultados similares se observan al analizar los pares de inhibidores no covalentes 5-LX/LH y
6-LX/LH. Como se puede observar en la Figura 6.16 el valor de densidad electrdnica total en los
complejos con compuestos halogenados es mayor que el de su respectivo analogo, aunque la
diferencia es menor que en los inhibidores de tiosemicarbazonas, lo cual tiene sentido porque

la diferencia de potencia es mucho menor en los primeros (ver Figura 6.7).

Figura 6.16: suma de los valores de densidad electrdnica total de cada complejo
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Figura 6.17: suma de los valores de densidad electrdnica correspondiente a las interacciones de los atomos

sustituidos.
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Al analizar la contribucién del halégeno (Figura 6.17) se observa que éste contribuye a
aumentar el anclaje del inhibidor, en comparacién con su andlogo no halogenado, y en este caso,
el aporte del halégeno podria explicar por si mismo la diferencia de afinidad.

En la figura 6.18 se representan los grafos moleculares de los complejos 5-LX/5-LH
respectivamente, se puede observar la elevada cantidad de caminos de enlace que forma el
bromo en comparacion al hidrégeno en el compuesto no halogenado, asi también se puede
corroborar que solo los compuestos halogenados interaccionan con la Met 68. Pero mas alla de
estas diferencias locales en el sitio de sustitucion, no se observan cambios importantes en el
modo de unién global, tanto el anillo de Br-fenéxido, en 5-LX, como el H-feno6xido, en 5-LH, se

anclan en el sub-bolsillo S2.

Figura 6.18: Grafos moleculares de las estructuras representativas de la DM de los complejos 5-LX(A) y LH (B). En

lineas amarillas se observan los caminos de enlace y las esferas rojas representan los puntos criticos de enlace.
6.3.31 Rol del enlace de halégeno en la induccién del “activity cliff”

La figura 6.14 muestra en mayor detalle las interacciones del &tomo de bromo de 2-LX con los
residuos del sub-bolsillo S2 de Cz. En particular, nétese el camino de enlace que une el Br con
el atomo de S de Met 68 que indica la formacién de un enlace de halégeno putativo. Sin embargo,
aunque el angulo de interaccién (C-Br---S) = 155.8° se encuentra dentro de los limites de un
enlace de halégeno, la distancia d(Br-+-S) = 4.00 A es superior a la suma de los radios de van der
Walls de Br y S, aunque esta distancia desciende por debajo de este limite, en ocasiones, a lo
largo de las simulaciones. Ademas del enlace de halégeno putativo, el Br forma otras 5
interacciones de enlace de hidrégeno C-H:--Br con cadenas laterales hidrofébicas del sub-
bolsillo S2 (Fig x5D). Estos enlaces de hidrégeno sumados contribuyen al anclaje del bromo en
Y'pp(C-H---Br) = 0.0406 ua., mientras que el enlace de halégeno putativo contribuye en p,(C-

Br-:-S) = 0.0035 ua,, lo que representa menos del 10% de la contribucion de los 5 enlaces de
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hidrégeno, que juntos constituyen lo que previamente llamamos “el entorno del enlace de
halégeno” (Bogado etal., 2022). Es evidente que en este caso, la fuerza impulsora para el anclaje
del resto de bromo fenéxido en el sub-bolsillo S2, no es el enlace de halégeno putativo sino las
interacciones del entorno hidrofébico. En realidad, las interacciones del entorno tampoco
logran explicar el activity cliff por si solas, es por lo tanto una combinacion de factores, que
involucra las interacciones del entorno y otros factores que no se pueden observar en las

estructuras estaticas en las que se realizé el analisis QTAIM.

6.3.4 Anélisis de las interacciones del entorno X...S

En el capitulo 4 de esta tesis se estudiaron las interacciones del entorno del EX, cuando este se
forma con el oxigeno carbonilico de la cadena principal de una proteina, y se elaboré un
protocolo (XBenv), capaz de predecir las condiciones favorables o el entorno favorable para
albergar un enlace de halégeno. En este caso, de inhibidores halogenados de cruzipaina, dicho
protocolo no puede utilizarse porque el enlace de halégeno se establece entre el &tomo de S de
un aminoacido que pertenece de la cadena lateral y el haldgeno del ligando halogenado. No
obstante, se considera muy interesante realizar un estudio en estos entornos especificos y
analizar las interacciones de EH, para estos casos de estudio.

Para analizar mas profundamente los enlaces de hidrogeno alrededor del EXs, y ver su
implicancia, se estudiaron los datos de densidad electrénica obtenidos del analisis QTAIM;
como puede verse en la Figura 6.19, se encuentran representados los valores de densidad
electronica del total de las interacciones que forma el halégeno en cada complejo, en
comparacion con el valor de densidad electrénica solo considerando las interacciones del
hal6égeno a través de puentes de hidrégeno (EXent), se puede observar que en la mayoria de los
casos estas interacciones contribuyen en mas del 50% al total del valor de densidad electrénica,
indicando que podrian ser relevantes para la formacion de los EXs y su estabilidad.

En la Figura 6.20 se detallan los grafos moleculares de los complejos con ligandos halogenados,
donde se pueden observar especificamente las interacciones de EH que se forman en cada uno
de los complejos en el sitio activo alrededor del EX que se forma al interaccionar el hal6geno

con el azufre de la metionina 68.
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Figura 6.19: Valores de densidad electrdnica total (p) (u.a.) de los puntos criticos de enlace (BCP) de los ligandos

halogenados, en celeste se puede observar la contribucién de las interacciones del entorno (EXent).

Figura 6.20 Grafos moleculares de las estructuras representativas de la DM de los complejos con ligandos
halogenados, donde se detallan los residuos con los que el halégeno forma EXs y EHs. A)1-LX, B)2-LX, C)3-LX, D)4-
LXy E) 5-LX. En lineas amarillas se observan los caminos de enlace y las esferas rojas representan los puntos criticos

de enlace
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6.4Conclusiones

Los resultados de las simulaciones de Dinamica Molecular parametrizadas para Enlaces de
Halbgeno reflejan con una buena aproximacion las distancias interatémicas y los angulos
involucrados en los enlaces de halégeno que se observan en estructuras cristalinas.

El desarrollo de este trabajo permite comprobar que la representacion del agujero o mediante
un punto extra de carga permite acercarnos a una mejor comprension de los enlaces de
halégeno.

La aplicacién del método de dindmica molecular parametrizado para EX permite estudiar
ligandos halogenados desde un punto de vista nuevo, donde la comprension de los enlaces de
halégeno aporta significativamente al entendimiento de las interacciones que afectan positiva
o negativamente la actividad bioldgica.

Los resultados de este capitulo muestran que la sustituciéon de un hidrogeno por halégeno no
cambia drasticamente el modo de unién global del ligando en el receptor. Sin embargo, una
mirada mas detallada de las interacciones moleculares revelo diferencias en los patrones de
interaccion.

Los datos obtenidos indicaron que mientras LX mantiene la interaccién con Metionina68, su
contraparte LH rapidamente se separa del sitio de unién de la Cz. Asi se pudo comprender la
forma en que inhibidores potencialmente activos interaccionan con el sitio de unién de la Cz,
produciendo cambios conformacionales en la enzima que podrian ser considerados
responsables de la diferencia de actividad, demostrando que el valor total de densidad
electrénica (2p), correspondiente a las interacciones establecidas por un grupo particular de
atomos del ligando, es una medida de la fuerza de anclaje de ese grupo al bolsillo de unién. El
estudio comparativo de pares de ligandos halogenados/no-halogenados puede resultar util
para delinear pautas generales sobre cdmo utilizar los halégenos de manera racional para
mejorar la afinidad de un compuesto lider por su blanco molecular.

El andlisis de las interacciones del entorno, principalmente de los EHs en los casos de estudio
permiti6 destacar su relevancia en la formacién y estabilidad de EX no convencionales como los
que conforman los ligandos halogenados con el azufre de la Metionina 68.

A través del andlisis de las interacciones se ha comprobado en el caso del complejo 2-LX quela
capacidad de inducir un “activity cliff” tiene que ver con su habilidad para impulsar estos
cambios conformacionales criticos. Siendo la fuerza impulsora el enlace de haldégeno en si

mismo, sino a los cambios que se producen a consecuencia del enlace de halégeno y que dan
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lugar a otras interacciones electrostaticas, que permiten un anclaje global mas fuerte del

inhibidor ala Cz.
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Capltulo 7

Conclusiones Generales




Los enlaces de haldgenos, EXs, juegan un importante rol en muchas areas de la quimica
moderna, y la comprensién de los aspectos fundamentales de estas interacciones es esencial
para el disefio racional de fAirmacos, la inserciéon de atomos de halégeno en compuestos se
realiza predominantemente para explotar sus efectos estéricos, a través de la capacidad de
estos atomos para ocupar el sitio de union en blanco moleculares; alolargo de este trabajo se
ha detallado algunas de las consideraciones necesarias para comprender como los enlaces X se

pueden utilizar en macromoléculas bioldgicas.

Durante desarrollo de esta tesis se han utilizado distintas metodologias propias de la quimica
computacional, desde la mecanica clasica en las simulaciones de dinamica molecular a la
mecanica cuantica, aplicando en los diversos pasos herramientas quimioinformaticas. El
trabajo realizado se puede dividir en tres lineas generales: la parametrizaciéon de métodos de
modelado molecular para que describan correctamente los enlaces de hal6geno, el estudio de
las interacciones del entorno de los enlaces de halégeno en los bolsillos de las proteinas, y el
modelado de EXs en blancos de estudio de interés en la Quimica medicinal. Los resultados

obtenidos se pueden condensar en las siguientes conclusiones generales:

+ En este trabajo se ha demostrado que es necesario poner a punto los métodos no
cuanticos de modelado molecular para que representen adecuadamente las
caracteristicas propias de un EX. Especificamente, en esta tesis se propone un
procedimiento eficaz para describir apropiadamente este tipo de interaccién en el
método de Docking Molecular, los resultados obtenidos demuestran que modificando
el potencial de pozo en los parametros del campo de fuerza de Autodock y ajustando la
direccionalidad del EX hacia un atomo aceptor el enlace permanece estable y los
resultados del Docking Molecular representan poses similares a la de los complejos en
su estructura cristalina, a diferencia de las poses obtenidas con el docking sin
parametrizar. Para los tres tipos de haldgenos (Bromo, Cloro y Yodo) el mayor
porcentaje de estructuras que presentaron una minima desviacién cuadratica media

(RMSD) entre las estructuras experimentales y las predichas por el campo de fuerza
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modificado, fue con un valor de potencial de pozo de 3 kcal/mol, por lo cual fue

considerado el potencial 6ptimo para este tipo de enlaces.

Para la parametrizacion de la técnica de Dindmica Molecular se ha usado el protocolo
propuesto por Ibrahim y col,, para simular el agujero-c sobre el 4&tomo de halégeno, se
introdujo un extra-punto (EP) con carga positiva y sin masa en el campo de fuerza de
Amber, se estableci6 el &ngulo C(ar)-X-EP en 180° y la distancia X-EP se igualé al radio
atémico del halégeno. Los resultados de las simulaciones de Dindmica Molecular
parametrizadas para Enlaces de Hal6geno realizadas en esta tesis reflejan con una
buena aproximacién las distancias interatémicas y los angulos involucrados en los
enlaces de halégeno que se observan en estructuras cristalinas. El desarrollo de este
trabajo permitié6 comprobar que la representacion del agujero o mediante un extra

punto permite acercarnos a una mejor comprension de los enlaces de hal6geno.

Los atomos de halégeno en el bolsillo de proteina pueden formar otras interacciones
no covalentes ademas del enlace X, lo que se denomina el entorno de enlaces de halégeno
(EXent). En esta tesis se presenta por primera vez, un estudio exhaustivo de las
interacciones del entorno de los EXs en base al analisis topolégico de la densidad de
carga electrénica ( en el contexto de la teoria AIM), se realiz6 un relevamiento sobre 86
complejos ligando-proteina unidos a halégenos inspeccionando no solo el enlace X sino
también otros tipos de interacciones no covalentes que forma el halégeno, se calcul6 la
densidad de carga electronica de los complejos y se utilizé descriptores topolégicos
QTAIM para medir la fuerza de ese entorno. Principalmente en el entorno se destaco el
rol importante de los enlaces de Hidrogeno, los cuales representan las interacciones
mayoritarias y se ha demostrado su posible implicancia en la fortaleza de la formacién
de EXs.

Los resultados confirmaron la suposicién de que el entorno de enlace X hace una gran
contribucioén a la fuerza de anclaje del halégeno, incluso mayor que el propio enlace X.
Como un aporte destacado de esta tesis se ha logrado elaborar un protocolo para la
prediccion de la presencia de enlaces de halégeno en base al entorno (xenv), que se

encuentra disponible en el repositorio de Github.
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+ Los blancos moleculares sobre los que se trabajé en esta tesis fueron el receptor D2 de
dopamina (DR2), que pertenece a la familia de Receptores Acoplados a Proteina G
(GCPR) y la enzima Cruzipaina, la principal cisteina proteasa del Tripanosoma cruzi,
parasito responsable del mal de Chagas. En el primer caso de estudio, DR2, en una
primera etapa se aplicé las técnicas de modelado por homologia y dindmica molecular
para obtener dos modelos del receptor en la forma activa e inactiva, los cuales fueron
validados y luego comparados con las estructuras cristalinas, obteniendo resultados
favorables. Posteriormente se estudiaron los cambios conformacionales que se
producen durante la activacion del receptor al unirse a un compuesto agonista, en el
caso del receptor activo, y a un agonista inverso en el caso del receptor inactivo a través
de los interruptores moleculares. En una segunda etapa se aplicé la técnica docking
molecular parametrizado para enlaces de hal6geno este blanco molecular con ligandos
halogenados, analizando luego las poses obtenidas a través del método de
“fingerprints” de interaccién estructural (SIFt), los resultados permitieron corroborar
el hecho de que compuestos agonistas actiian preferentemente con el receptor
activado. Ademas, en una ultima etapa se pudo aplicar el protocolo para predecir la
formacion de EXs en entornos proteicos (xenv) a ambas formas del receptor D2Ra y
D2Ri, y se compararon los resultados de la prediccién con los datos obtenidos
mediante analisis QTAIM, comprobando que concuerdan correctamente.

En el blanco molecular Cruzipaina se utilizé la técnica de Dinamica Molecular
parametrizada para enlaces de halégeno para el estudio de inhibidores halogenados de
la enzima. El andlisis del comportamiento de los enlaces de hal6geno a través de las
simulaciones fue un aporte significativo al entendimiento de las interacciones que
afectan positiva o negativamente la actividad biolégica. Los resultados demostraron
que la sustitucién de un hidrogeno por halégeno no cambia drasticamente el modo de
union global del ligando en el receptor. Sin embargo, una mirada mas detallada de las
interacciones moleculares a través del andlisis QTAIM revelo diferencias en los
patrones de interaccién. Finalmente, el andlisis de las interacciones del entorno,
principalmente de los EHs en los casos de estudio permiti6é destacar su relevancia en la
formacién y estabilidad de de EX no convencionales como son los que conforman los
ligandos halogenados con el azufre en este blanco molecular.

En el desarrollo de esta tesis se pudo comprender la implicancia de las NCI

(principalmente enlace de hidrogeno y enlace de hal6geno) en el contexto de la unién
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ligando-proteina en los casos de estudio, por un lado a través de descripcion topolégica
detallada de la red de interacciones del ligando en el bolsillo de unién de la proteina, y
por otra parte, mostrando la posibilidad de ir mas alla del concepto de interacciones de
a pares para ver los efectos electrénicos dentro del complejo entorno biolégico,

aplicando técnicas de modelado molecular.
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ANEXOS




ANEXOA
Descripcién y parametrizacién de Enlaces de halégeno en entornos biolégicos

Tabla A1: Resultados de las propiedades topoldgicas expresadas en unidades atémicas de los
atomos de oxigeno de las estructuras utilizadas como sistema de referencia.

PDB id Atomo 1 Residuo 1 Atomo 2 Residuo 2 Densidad Laplaciano L1 L2 L3
electronica

3qgfx CL1 CP6 (0] THR 0,0067 0,0278 -0,0046 -0,0043 0,0367
3poz CL 03P (6} LEU 0,0065 0,0260 -0,0039 -0,0038 0,0337
3ms9 CL1 MS9 (0] LEU 0,0082 0,0332 -0,0060 -0,0057 0,0449
3ms7 CL1 22S (0] ALA 0,0056 0,0208 -0,0038 -0,0037 0,0282
3fal CL10 LO2 (0] PHE 0,0073 0,0296 -0,0051 -0,0048 0,0395
3dlg CL1 GWE 0] TYR 0,0075 0,0288 -0,0049 -0,0047 0,0384
3ksq CL 796 (0] LYS 0,0168 0,0766 -0,0135 -0,0123 0,1024
3g4w CL6 8CL 0] ASN 0,0075 0,0305 -0,0049 -0,0046 0,0400
3jzi CL28 JzL (0] ILE 0,0063 0,0249 -0,0043 -0,0036 0,0329
2cf8 CL30 ESH 0] GLU 0,0073 0,0281 -0,0051 -0,0048 0,0381
3dle CL1 GFA (0] TYR 0,0090 0,0359 -0,0064 -0,0059 0,0482
2wpf CL1 WPF (0] GLY 0,0090 0,0378 -0,0067 -0,0064 0,0509
2bla CL1 CP6 (0] ASN 0,0081 0,0338 -0,0054 -0,0052 0,0444
2wpe CL WPE (0] GLY 0,0115 0,0503 -0,0090 -0,0085 0,0678
1kzn CL1 CBN (6} GLY 0,0079 0,0299 -0,0057 -0,0049 0,0405
Ixkk CL3 FMM (0] LEU 0,0090 0,0358 -0,0061 -0,0057 0,0476
2wpb CL WP6 (6} GLY 0,0117 0,0504 -0,0090 -0,0087 0,0681
2wpc CLA WP7 (0] GLY 0,0049 0,0191 -0,0032 -0,0030 0,0253
2bl9 CL1 CP6 (6} SER 0,0088 0,0368 -0,0061 -0,0058 0,0487
2uw8 CL1 GvQ (0] GLY 0,0141 0,0644 -0,0105 -0,0060 0,0809
1j3j CL1 CP6 (6} ASN 0,0094 0,0395 -0,0065 -0,0061 0,0522
Stri CL1 7HM (0] MET 0,0068 0,0268 -0,0049 -0,0044 0,0361
Svew CL1 93) (6} LEU 0,0064 0,0268 -0,0040 -0,0035 0,0343
5tm4 CL1 7E3 (0] GLU 0,0064 0,0258 -0,0044 -0,0043 0,0345
500h CL 9FN 0] ALA 0,0103 0,0416 -0,0074 -0,0068 0,0558
5h2u CL IN1 (0] ALA 0,0092 0,0361 -0,0061 -0,0055 0,0477
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Sicp CL1 697 (0] VAL 0,0126 0,0522 -0,0098 -0,0088 0,0709
Skgt CL 6SQ (0] GLY 0,0084 0,0353 -0,0059 -0,0056 0,0468
5mzi CL FYK (0] LEU 0,0100 0,0406 -0,0075 -0,0072 0,0552
5mzc CL 8EQ (0] LEU 0,0134 0,0563 -0,0109 -0,0105 0,0778
Slof CL1 70R (0] ALA 0,0065 0,0251 -0,0040 -0,0037 0,0329
5agd CL N8N (0] ASP 0,0075 0,0322 -0,0054 -0,0052 0,0428
5cbi CLO6 4zC (0] ALA 0,0066 0,0253 -0,0041 -0,0040 0,0334
5kai CL1 6QB (0] GLY 0,0115 0,0479 -0,0087 -0,0025 0,0591
5fh8 CL 5XK (0] MET 0,0083 0,0353 -0,0059 -0,0056 0,0468
5aeh CL 8IR (0] GLY 0,0095 0,0438 -0,0070 -0,0063 0,0571
Sfck CL 5WC (0] TRP 0,0081 0,0322 -0,0054 -0,0051 0,0427
5fh7 CL 5XL (0] MET 0,0074 0,0308 -0,0050 -0,0049 0,0407
4qxi CL4 198 (0] VAL 0,0092 0,0359 -0,0064 -0,0061 0,0484
4gxm CL1 713 (0] MET 0,0110 0,0470 -0,0088 -0,0078 0,0636
Saep CL QupP (0] GLY 0,0070 0,0259 -0,0040 -0,0036 0,0335
43l CL Al5 (0] TYR 0,0081 0,0327 -0,0055 -0,0052 0,0433
4j22 CL A)7 (0] TYR 0,0093 0,0384 -0,0065 -0,0062 0,0511
4xjo CL9 410 (0] GLY 0,0066 0,0268 -0,0045 -0,0043 0,0356
4wlx CL1 3G9 (0] GLY 0,0073 0,0295 -0,0050 -0,0049 0,0394
4012 CL1 20G (0] GLU 0,0080 0,0337 -0,0054 -0,0049 0,0440
4ms4 CL 2C0 (0] PHE 0,0079 0,0314 -0,0056 -0,0048 0,0417
3qggt CL1 CP6 (0] SER 0,0078 0,0324 -0,0052 -0,0050 0,0426
3gg2 CL1 CP6 (0] ASN 0,0086 0,0365 -0,0059 -0,0057 0,0481
4fpf CL JKK (0] SER 0,0093 0,0390 -0,0069 -0,0067 0,0526
4cjv CL V2 (0] GLY 0,0088 0,0360 -0,0060 -0,0056 0,0477
3w33 CL1 W19 (0] LEU 0,0076 0,0287 -0,0047 -0,0047 0,0381
3v51 CLD 176 (0] GLY 0,0088 0,0342 -0,0059 -0,0041 0,0442
3utu CL 1TS (0] ASN 0,0076 0,0286 -0,0046 -0,0036 0,0369
3ug2 CL IRE (0] LEU 0,0093 0,0404 -0,0063 -0,0059 0,0526
1 250 !
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Tabla A2: Datos geométricos de los &tomos de oxigeno de las estructuras utilizadas como
sistema de referencia

PDB id Atomo 1 Residuo 1 Atomo 2 Residuo 2 Distancia (A) Angulo (°) Coordenadas
3qfx CL1 CP6 (o] THR 3,208526 147,000875 | [14,898 31,075 46,992]
3poz CL 03P (o] LEU 3,220511 159,441326 | [14,008 30,114 46,222]
3ms9 CL1 MS9 (o] LEU 3,140528 151,621385 | [13,53 32,05 47,014]
3ms7 CL1 22S (o] ALA 3,356383 152,508696 | [13,534 29,573 45,379]
3fal CL10 LO2 (o] PHE 3,190997 154,155463 | [14,316 30,039 46,1 ]
3dlg CcL1 GWE (o] TYR 3,211051 146,128444 | [14,146 32,012 47,26 ]
3ksq CL 796 (o] LYS 2,743015 171,713143 | [13,35 31,29 46,155]
3g4w CL6 8CL (o] ASN 3,154867 166,92138 [12,967 30,378 45,661]
3jzi CL28 JZL (o] ILE 3,254684 155,846826 | [12,654 31,991 46,584]
2cf8 CL30 ESH (o] GLU 3,2217 148,147187 | [12,527 30,194 44,697]
3dle CcL1 GFA (o] TYR 3,110551 148,728419 | [13,766 32,186 47,04 ]
2wpf CcL1 WPF (o] GLY 3,069741 161,535565 | [13,962 30,297 46,241]
2bla CcL1 CP6 (o] ASN 3,111679 169,672155 | [13,027 30,46 45,64 ]
2wpe CL WPE 6] GLY 2,93501 169,99542 [13,569 30,548 46,053]
1kzn CL1 CBN 6] GLY 3,19911 143,533392 | [13,486 29,559 44,651]
1xkk CL3 FMM 6] LEU 3,099998 159,589948 | [14,083 30,256 46,133]
2wpb CL WP6 o GLY 2,938655 169,201972 | [12,782 31,201 45,929]
2wpc CLA WP7 0} GLY 3,364828 167,257871 | [12,51 31,245 46,268]
2bl9 CL1 CP6 (o] SER 3,073163 171,13529 [12,988 31,238 46,251]
2uw8 CL1 GvVQ 0} GLY 2,902728 147,769719 | [12,684 30,522 44,601]
1j3j CL1 CP6 (o] ASN 3,040706 174,701851 | [13,492 30,958 46,108]
Stri cL1 7HM 0 MET 3,236953 140,662313 | [15,223 30,501 46,658]
Svew cL1 93) o) LEU 3,212729 162,913375 | [12,436 30,767 45,515]
5tm4 cL1 7E3 o) GLU 3,258795 140,899361 | [12,12230,6 44,323]
500h cL 9FN o) ALA 3,043878 146,644576 | [13,536 32,431 46,94 ]
5h2u cL 1N1 0 ALA 3,11422 152,548719 | [14,435 30,119 46,105]
5icp cL1 692 0 VAL 2,948502 143,380049 | [14,216 32,12 47,023]
5kgt cL 65Q o) GLY 3,121222 144,879572 | [14,509 29,69 45,608]
5mzi cL FYK 0 LEU 3,055912 154,449606 | [14,038 29,952 45,674]
5mzc CL 8EQ 0 LEU 2,915796 146,862175 | [14,17 29,863 45,238]
5lof cL1 70R o) ALA 3,254014 160,909077 | [13,414 29,935 45,655]
Sag4 CL N8N (o] ASP 3,127026 165,419932 | [12,851 30,438 45,562]
5cbi CLO6 4zC 0 ALA 3,245994 158,300151 | [13,778 31,469 47,101]
5k4i cL1 6Q8B o) GLY 3,054749 151,154993 | [12,52 30,537 44,815]
5fh8 CL 5XK (o] MET 3,091943 163,698221 | [12,451 30,901 45,476]
Saeh CL 8IR (o] GLY 3,005843 155,009891 | [13,074 32,075 46,664]
5fck cL 5WC 0 TRP 3,133748 173,391598 | [13,267 30,576 46,158]
5th7 CL SXL (o] MET 3,157344 165,212178 | [12,455 30,955 45,649]
4qxi CL4 198 (o] VAL 3,111158 141,602711 | [15,133 30,688 46,669]
4gxm CcL1 713 (o] MET 2,99579 131,757628 | [12,865 33,34 46,298]
Saep CL Qup 0 GLY 3,254813 168,299913 | [12,514 30,828 45,909]
453l CL AJ5 (o] TYR 3,138081 173,703991 | [13,295 30,451 46,098]
4j22 CL A7 (o] TYR 3,0675 172,21679 [12,963 31,241 46,317]
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4xjo cLo 410 o GLY 3,237358 147,827635 | [14,195 29,593 45,477]
Awilx cL1 3G9 0 GLY 3,19621 147,146426 | [14,212 29,605 45,436]
4012 cLl 20G o} GLU 3,117695 166,302104 | [13,781 30,769 46,551]
4ms4 cL 200 o} PHE 3,153944 161,734756 | [12,382 31,49 46,009]
3qgt cL1 cP6 o SER 3,129594 170,702502 | [13,521 30,564 46,201]
3082 cL1 CP6 o ASN 3,071253 174,758323 | [13,44 31,114 46,502]
afpf cL JKK o} SER 3,057797 156,756741 | [14,1 30,072 45,879]
Acjv cL V2 o} GLY 3,094704 166,415156 | [12,923 30,513 45,609]
3w33 cL1 W19 o LEU 3,202787 156,602876 | [12,274 31,753 46,026]
3v51 CLD 176 o GLY 3,170516 143,391355 | [14,745 31,535 47,159]
3utu cL 1TS o ASN 3,243358 143,702258 | [14,093 32,242 47,296]
3ug2 cL IRE o LEU 3,027465 161,999376 | [12,403 31,018 45,471]
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Tabla A3: Resultados de las propiedades topolégicas expresadas en unidades atémicas de los

atomos de hidrégeno de las estructuras utilizadas como sistema de referencia.

PDBid Atomo 1 Residuo Atomo 2 Residuo 2 Densidad Laplaciano L1 L2 L3
1 electrénica
3qgfx CL1 CP6 HG LEU 0,0155 0,0568 -0,0158 -0,0146 0,0871
3qgfx CL1 CpP6 HG21 THR 0,0077 0,0300 -0,0059 -0,0022 0,0381
3poz CL 03P HB3 LEU 0,0050 0,0172 -0,0035 -0,0031 0,0238
3poz CL 03P HB3 LYS 0,0071 0,0271 -0,0047 -0,0028 0,0346
3poz CL 03P HG22 THR 0,0093 0,0349 -0,0079 -0,0066 0,0494
3ms9 CL1 MS9 HB ILE 0,0047 0,0172 -0,0031 -0,0027 0,0231
3ms9 CL1 MS9 HB2 ALA 0,0014 0,0041 -0,0007 -0,0004 0,0052
3ms9 CL1 MS9 HG22 ILE 0,0048 0,0172 -0,0030 -0,0022 0,0224
3ms9 CL1 MS9 HD21 LEU 0,0036 0,0121 -0,0024 -0,0023 0,0168
3ms9 CL1 MS9 HB2 ALA 0,0062 0,0216 -0,0048 -0,0045 0,0309
3ms9 CL1 MS9 HB2 LEU 0,0018 0,0056 -0,0007 -0,0002 0,0066
3ms7 CL1 225 HB3 ALA 0,0047 0,0183 -0,0034 -0,0033 0,0250
3ms7 CL1 22S HA ASN 0,0058 0,0198 -0,0044 -0,0038 0,0280
3kmx CL1 GO0 HG3 GLN 0,0042 0,0143 -0,0029 -0,0026 0,0198
3kmx CL1 GO0 HA2 GLY 0,0054 0,0214 -0,0043 -0,0042 0,0299
3kmx cL1 GO0 HE22 GLN 0,0047 0,0171 -0,0030 -0,0020 0,0221
3kmx CL1 GO0 HD1 PHE 0,0053 0,0187 -0,0042 -0,0039 0,0268
3fal cL10 LO2 HB2 LEU 0,0064 0,0240 -0,0043 -0,0021 0,0304
3fal CL10 LO2 HB2 ALA 0,0064 0,0226 -0,0053 -0,0046 0,0325
3fal CL10 LO2 HD1 PHE 0,0024 0,0080 -0,0015 -0,0014 0,0109
3dlg CL1 GWE HG23 VAL 0,0066 0,0237 -0,0053 -0,0052 0,0342
3dlg CL1 GWE HB2 TYR 0,0033 0,0103 -0,0018 -0,0009 0,0130
3ksq CL 796 HD1 TYR 0,0035 0,0121 -0,0025 -0,0020 0,0167
3g4w CL6 8CL HB3 LEU 0,0093 0,0332 -0,0084 -0,0077 0,0493
3g4w CL6 8CL HG13 VAL 0,0037 0,0119 -0,0025 -0,0022 0,0166
3g4w CL6 8CL HD21 LEU 0,0053 0,0182 -0,0039 -0,0036 0,0257
3g4w CL6 8CL HB2 ASN 0,0065 0,0230 -0,0054 -0,0050 0,0334
3g4w CL6 8CL HE1 MET 0,0047 0,0166 -0,0031 -0,0023 0,0219
3jzi CL28 JZL HD3 LYS 0,0099 0,0369 -0,0089 -0,0078 0,0536
3jzi CL28 JZL HB2 GLU 0,0087 0,0327 -0,0079 -0,0073 0,0479
3jzi CL28 JZL HG2 LYS 0,0080 0,0293 -0,0060 -0,0048 0,0400
3jzi CL28 JZL HH TYR 0,0070 0,0280 -0,0053 -0,0038 0,0371
2cf8 CL30 ESH HA ASN 0,0055 0,0238 -0,0043 -0,0038 0,0319
2cf8 CL30 ESH HG LEU 0,0031 0,0107 -0,0021 -0,0017 0,0145
2cf8 CL30 ESH HG22 ILE 0,0022 0,0077 -0,0014 -0,0003 0,0093
2cf8 CL30 ESH HD13 ILE 0,0073 0,0285 -0,0065 -0,0061 0,0411
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3dle L1 GFA HG12 VAL 0,0021 0,0067 -0,0011 -0,0010 | 0,0088
3dle cL GFA HB VAL 0,0018 0,0056 -0,0007 -0,0006 | 0,0070
3dle cL1 GFA HB2 TYR 0,0031 0,0097 -0,0016 -0,0010 | 0,0122
2wpf L1 WPF HG22 VAL 0,0024 0,0081 -0,0012 -0,0006 | 0,0099
2wpf c WPF HD12 LEU 0,0137 0,0489 -0,0133 -0,0123 | 0,0745
2wpf L1 WPF HA SER 0,0061 0,0204 -0,0049 -0,0048 | 0,0301
2bla cL1 CcP6 HG13 ILE 0,0040 0,0143 -0,0025 -0,0018 | 0,0186
2bla L1 CcP6 HD22 ASN 0,0077 0,0283 -0,0055 -0,0041 | 0,0380
2bla a1 CcP6 HB2 ASN 0,0116 0,0415 -0,0110 -0,0092 | 0,0617
2wpe cL WPE HD12 LEU 0,0095 0,0325 -0,0084 -0,0080 | 0,0490
2wpe cL WPE HE2 TYR 0,0077 0,0273 -0,0063 -0,0061 | 0,0397
2wpe cL WPE HA SER 0,0060 0,0202 -0,0047 -0,0044 | 0,0294
1kzn c CBN HA ILE 0,0053 0,0182 -0,0037 -0,0026 | 0,0245
1kzn L1 CBN HD3 PRO 0,0096 0,0324 -0,0087 -0,0081 | 0,0491
1kzn a1 CBN HB3 ARG 0,0028 0,0088 -0,0018 -0,0016 | 0,0122
1xkk cL3 FMM HB3 LYS 0,0096 0,0375 -0,0074 -0,0054 | 0,0503
1xkk cL3 FMM HB3 LEU 0,0067 0,0238 -0,0052 -0,0046 | 0,0336
1xkk a3 FMM HG22 THR 0,0076 0,0280 -0,0062 -0,0053 | 0,0396
2wp6 cL WP6 HA SER 0,0040 0,0132 -0,0027 -0,0021 | 0,0180
2wp6 cL WP6 HA3 GLY 0,0040 0,0144 -0,0026 -0,0013 | 0,0183
2wp6 cL WP6 HE2 TYR 0,0071 0,0252 -0,0055 -0,0047 | 0,0353
2wp6 cL WP6 HD12 LEU 0,0072 0,0246 -0,0056 -0,0056 | 0,0358
2wpc CLA WP7 HG22 VAL 0,0021 0,0072 -0,0011 -0,0002 | 0,0085
2wpc CLA WP7 HA SER 0,0048 0,0157 -0,0035 -0,0025 | 0,0217
2wpc CLA WP7 HA3 GLY 0,0028 0,0091 -0,0014 -0,0008 | 0,0114
2wpc CLA WP7 HE2 TYR 0,0057 0,0201 -0,0042 -0,0039 | 0,0282
2wpc CLA WP7 HD12 LEU 0,0087 0,0293 -0,0074 -0,0072 | 0,0439
2bl9 cL1 CcP6 HG12 ILE 0,0060 0,0238 -0,0041 -0,0031 | 0,0309
2bl9 L1 cP6 HD12 ILE 0,0051 0,0184 -0,0038 -0,0028 | 0,0250
2bl9 c cP6 HB2 SER 0,0084 0,0300 -0,0076 -0,0068 | 0,0443
2uw8 L1 GvQ HA ARG 0,0108 0,0409 -0,0090 -0,0070 | 0,0569
1j3j c CcP6 HB2 ASN 0,0061 0,0226 -0,0037 -0,0014 | 0,0277
1j3j L cP6 HD12 ILE 0,0042 0,0149 -0,0030 -0,0021 | 0,0200
1j3j a1 CcP6 HG12 ILE 0,0049 0,0190 -0,0029 -0,0017 | 0,0236
Stri L1 7HM HB2 MET 0,0026 0,0085 -0,0016 -0,0013 | 0,0115
Stri a1 7HM HB3 LEU 0,0083 0,0300 -0,0070 -0,0063 | 0,0433
Stri c 7HM HB2 PRO 0,0119 0,0421 -0,0116 -0,0109 | 0,0646
Stri c 7HM HD12 LEU 0,0047 0,0162 -0,0023 -0,0018 | 0,0203
Svew L1 93] HB2 LEU 0,0023 0,0073 -0,0010 -0,0007 | 0,0090
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Svew L1 93 HG21 THR 0,0109 0,0401 -0,0098 -0,0093 | 0,0592
Svew cL 93] H LYS 0,0072 0,0272 -0,0054 -0,0031 | 0,0358
Svew cL1 93] HB3 LYS 0,0067 0,0242 -0,0046 -0,0038 | 0,0326
5tm4 L1 7E3 HB2 HIS 0,0071 0,0282 -0,0047 -0,0031 | 0,0360
5tm4 c 7E3 HG12 VAL 0,0013 0,0041 -0,0007 -0,0002 | 0,0049
5tm4 L1 7E3 HB3 MET 0,0022 0,0072 -0,0011 -0,0005 | 0,0087
500h cL 9FN HA2 GLY 0,0009 0,0027 -0,0005 -0,0004 | 0,0036
500h cL 9FN HA LEU 0,0062 0,0242 -0,0042 -0,0025 | 0,0310
500h cL 9FN HB3 ALA 0,0068 0,0263 -0,0053 -0,0036 | 0,0352
500h cL 9FN HB3 LEU 0,0066 0,0245 -0,0045 -0,0025 | 0,0315
500h cL 9FN HB3 PRO 0,0016 0,0049 -0,0005 0,0000 0,0054
5h2u cL N1 H THR 0,0047 0,0177 -0,0032 -0,0015 | 0,0223
5h2u cL N1 HB1 ALA 0,0046 0,0170 -0,0030 -0,0020 | 0,0220
5h2u cL N1 HG2 LYS 0,0042 0,0147 -0,0028 -0,0017 | 0,0191
Sicp a1 697 HD2 ARG 0,0049 0,0159 -0,0037 -0,0031 | 0,0228
Sicp L 697 HA2 GLY 0,0040 0,0142 -0,0026 -0,0016 | 0,0183
Sicp L 697 HG23 VAL 0,0047 0,0160 -0,0032 -0,0029 | 0,0221
Skt cL 65Q H ASP 0,0043 0,0160 -0,0026 -0,0013 | 0,0198
Skt cL 65Q HB3 TYR 0,0036 0,0118 -0,0023 -0,0021 | 0,0162
5kt cL 65Q HB2 cvs 0,0043 0,0141 -0,0030 -0,0027 | 0,0198
Skt cL 65Q HB2 ASP 0,0076 0,0280 -0,0063 -0,0058 | 0,0402
Skt cL 65Q HA3 GLY 0,0044 0,0157 -0,0033 -0,0028 | 0,0217
Skt cL 65Q HA2 GLY 0,0057 0,0201 -0,0042 -0,0040 | 0,0282
5mzi cL FYK HB2 PHE 0,0039 0,0128 -0,0025 -0,0023 | 0,0175
5mzi cL FYK HB2 ALA 0,0168 0,0613 -0,0174 -0,0162 | 0,0949
5mzi cL FYK HD21 LEU 0,0015 0,0043 -0,0006 -0,0005 | 0,0054
5mzi cL FYK HG11 VAL 0,0038 0,0124 -0,0027 -0,0024 | 0,0174
5mzi cL FYK HG21 VAL 0,0025 0,0077 -0,0012 -0,0009 | 0,0098
5mzc cL 8EQ HB2 PHE 0,0048 0,0160 -0,0033 -0,0032 | 0,0226
5mzc cL 8EQ HB3 LEU 0,0055 0,0191 -0,0043 -0,0038 | 0,0272
5mzc cL 8EQ HB2 ALA 0,0156 0,0558 -0,0163 -0,0151 | 0,0872
5mzc cL 8EQ HG11 VAL 0,0048 0,0165 -0,0036 -0,0034 | 0,0235
5mzc cL 8EQ HA VAL 0,0022 0,0067 -0,0012 -0,0007 | 0,0087
5lof a1 70R HB3 MET 0,0047 0,0166 -0,0035 -0,0028 | 0,0229
5lof L1 70R HB3 ALA 0,0050 0,0178 -0,0037 -0,0032 | 0,0247
5lof a1 70R HD1 PHE 0,0053 0,0191 -0,0041 -0,0036 | 0,0268
5cbi CLO6 47¢ HG2 PRO 0,0035 0,0117 -0,0023 -0,0021 | 0,0162
5cbi CLO6 47¢ HB1 ALA 0,0033 0,0113 -0,0018 -0,0011 | 0,0142
5cbi CLO6 47¢ HE1 MET 0,0034 0,0115 -0,0021 -0,0017 | 0,0153
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5th8 cL 5XK HB2 ALA 0,0089 0,0317 -0,0081 -0,0074 | 0,0472
5aeh cL 8IR HE1 HIS 0,0034 0,0117 -0,0021 -0,0014 | 0,0151
5aeh cL 8IR HB2 SER 0,0041 0,0161 -0,0029 -0,0021 | 0,0211
5aeh cL 8IR HB2 TYR 0,0040 0,0145 -0,0026 -0,0022 | 0,0193
5fck cL 5WC HA3 GLY 0,0084 0,0298 -0,0072 -0,0066 | 0,0435
5fck cL 5WC HA2 GLY 0,0067 0,0225 -0,0055 -0,0049 | 0,0329
5fck cL 5WC HG3 ARG 0,0045 0,0148 -0,0026 -0,0023 | 0,0196
5fck cL 5WC HD2 HIS 0,0060 0,0219 -0,0048 -0,0048 | 0,0315
5fck cL 5WC HD3 ARG 0,0050 0,0189 -0,0032 -0,0022 | 0,0244
5th7 cL 5XL HG2 MET 0,0051 0,0184 -0,0035 -0,0012 | 0,0231
5th7 cL 5XL HB2 ALA 0,0088 0,0311 -0,0079 -0,0072 | 0,0461
4qxi cLa 198 HA TYR 0,0041 0,0152 -0,0022 -0,0012 | 0,0186
Aqxi cLa 198 HD1 TYR 0,0078 0,0270 -0,0065 -0,0061 | 0,0397
4qxi cLa 198 HG11 VAL 0,0069 0,0233 -0,0055 -0,0050 | 0,0338
Aqxi cLa 198 HG21 VAL 0,0047 0,0166 -0,0031 00,0029 | 0,0227
4gxm L 713 HB2 MET 0,0043 0,0181 -0,0027 -0,0026 | 0,0233
4gxm L 713 HG3 MET 0,0038 0,0149 -0,0023 -0,0020 | 0,0192
4gxm c 713 HA GLN 0,0065 0,0226 -0,0054 -0,0052 | 0,0333
Saep cL QuP HA SER 0,0095 0,0356 -0,0081 -0,0072 | 0,0509
S5aep cL Qup HG23 VAL 0,0060 0,0200 -0,0043 -0,0042 | 0,0286
5aep cL QuP HA LYS 0,0058 0,0216 -0,0038 -0,0027 | 0,0281
S5aep cL Qup HE2 LYS 0,0017 0,0050 -0,0010 -0,0010 | 0,0070
4j3| cL Al5 HA SER 0,0046 0,0157 -0,0032 -0,0009 | 0,0198
4j3| cL Al5 HD3 PRO 0,0106 0,0398 -0,0092 -0,0091 | 0,0580
4j3| cL Al5 HA3 GLY 0,0071 0,0249 -0,0058 -0,0048 | 0,0354
4j3| cL Al5 HB2 TYR 0,0115 0,0423 -0,0109 -0,0102 | 0,0635
4j3| cL Al5 HD1 TYR 0,0063 0,0221 -0,0050 -0,0045 | 0,0316
4j22 cL Al7 HD1 TYR 0,0068 0,0240 -0,0056 -0,0050 | 0,0346
4j22 cL Al7 HB2 TYR 0,0119 0,0440 -0,0113 -0,0106 | 0,0659
4j22 cL Al7 HA3 GLY 0,0072 0,0252 -0,0060 -0,0049 | 0,0361
4j22 cL Al7 HA SER 0,0053 0,0184 -0,0041 -0,0030 | 0,0255
4j22 cL Al7 HD3 PRO 0,0106 0,0389 -0,0097 -0,0092 | 0,0578
4xjo cL9 410 HB3 TYR 0,0040 0,0132 -0,0028 -0,0024 | 0,0183
4xjo cL9 410 HB2 cvs 0,0032 0,0103 -0,0021 -0,0019 | 0,0143
4xjo cL9 410 HB2 ASP 0,0037 0,0130 -0,0026 -0,0024 | 0,0180
4xjo cL9 410 HA3 GLY 0,0052 0,0189 -0,0041 -0,0036 | 0,0266
4xjo cLo 410 HA2 GLY 0,0032 0,0110 -0,0022 -0,0018 | 0,0151
4uj1 cL NVX HG2 LYS 0,0018 0,0056 -0,0008 -0,0007 | 0,0071
4wlx L1 3G9 HB3 TYR 0,0040 0,0132 -0,0028 -0,0023 | 0,0183
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4wix L1 3G9 HB2 cvs 0,0037 0,0120 -0,0025 -0,0023 | 0,0168
4wlx cL 3G9 HB2 ASP 0,0037 0,0127 -0,0025 -0,0023 | 0,0175
4wix cL1 3G9 HA3 GLY 0,0056 0,0200 -0,0044 -0,0039 | 0,0284
4wlx L1 3G9 HA2 GLY 0,0039 0,0136 -0,0028 -0,0024 | 0,0188
4012 c 206G HD3 ARG 0,0066 0,0247 -0,0054 -0,0048 | 0,0350
4012 L1 206G HB2 ARG 0,0029 0,0094 -0,0015 -0,0008 | 0,016
4ms4 cL 20 HB ILE 0,0036 0,0127 -0,0021 -0,0014 | 0,0162
4ms4 cL 2€0 HG23 ILE 0,0054 0,0195 -0,0035 -0,0029 | 0,0259
4msa cL 20 HE1 TYR 0,0070 0,0259 -0,0060 -0,0055 | 0,0375
4ms4 cL 20 HE1 PHE 0,0037 0,0130 -0,0024 -0,0020 | 0,0175
4msa cL 20 HA TYR 0,0076 0,0262 -0,0062 -0,0061 | 0,0385
4ms4 cL 2€0 HZ PHE 0,0024 0,0083 -0,0014 -0,0007 | 0,0104
4msa cL 20 HD1 TYR 0,0042 0,0142 -0,0014 -0,0010 | 0,0166
3qgt L1 cP6 HB2 SER 0,0098 0,0339 -0,0090 -0,0085 | 0,0515
3qgt a1 CcP6 HD12 ILE 0,0051 0,0183 -0,0037 -0,0025 | 0,0245
3qg2 L CcP6 HD12 ILE 0,0037 0,0129 -0,0025 -0,0015 | 0,0170
3982 L CcP6 HG12 ILE 0,0047 0,0181 -0,0028 -0,0016 | 0,0225
afpf cL JKK HB2 ASP 0,0064 0,0223 -0,0053 -0,0049 | 0,0326
afpf cL KK HB3 SER 0,0039 0,0128 -0,0026 -0,0016 | 0,0170
4fpf cL KK H ASN 0,0135 0,0523 -0,0134 -0,0102 | 0,0759
afpf cL IKK HE1 MET 0,0095 0,0351 -0,0070 -0,0043 | 0,0464
afpf cL JKK HB2 ASN 0,0051 0,0190 -0,0032 -0,0006 | 0,0228
Acjv cL V2 HB2 ASN 0,0054 0,0192 -0,0040 -0,0037 | 0,0269
Acjv cL V2 HE2 TYR 0,0047 0,0160 -0,0034 -0,0030 | 0,0225
3w33 L w19 HB3 LEU 0,0057 0,0199 -0,0041 -0,0032 | 0,0273
3w33 cL1 W19 HG22 THR 0,0079 0,0293 -0,0064 -0,0054 | 0,0411
3v51 LD 176 HD2 HIS 0,0056 0,0245 -0,0043 -0,0032 | 0,0320
3v51 CLD 176 HG3 GLU 0,0044 0,0150 -0,0031 -0,0029 | 0,0210
3v51 LD 176 HD13 LEU 0,0046 0,0166 -0,0030 -0,0022 | 0,0218
3utu cL 1TS HG23 ILE 0,0046 0,0157 -0,0035 -0,0032 | 0,0223
3utu cL 17 HA ASN 0,0076 0,0270 -0,0062 -0,0053 | 0,0385
3utu cL 1TS HB3 LEU 0,0044 0,0147 -0,0030 -0,0018 | 0,0195
3utu cL 17 HD21 LEU 0,0034 0,0112 -0,0021 -0,0017 | 0,0150
3ug2 cL IRE HB3 LEU 0,0033 0,0110 -0,0017 00,0012 | 0,0139
3ug2 cL IRE HG2 MET 0,0207 0,0754 -0,0229 00,0221 | 0,1204
3ug2 cL IRE HB3 LYS 0,0088 0,0323 -0,0068 -0,0058 | 0,0449
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Tabla A4: Datos geométricos de los &tomos de hidrégeno de las estructuras utilizadas como
sistema de referencia.

PDBid Atomo 1 Residuo 1 Atomo 2 Residuo 2 Distancia (A) Angulo (°) Coordenadas
3qfx CL1 CpP6 HG LEU 2,431611 138,712688 [13,232 30,693 44,28 ]
3qfx CL1 CpP6 HG21 THR 2,917601 86,132441 [17,309 32,505 45,637]
3poz CL 03P HB3 LEU 3,064441 121,166055 [15,711 32,118 47,046]
3poz CL 03P HB3 LYS 2,93569 69,676008 [17,41 31,297 43,783]
3poz CL 03P HG22 THR 2,753528 95,414647 [12,39 32,559 42,738]
3ms9 CL1 MS9 HB ILE 3,05434 137,501776 [15,209 30,084 45,989]
3ms9 CL1 MS9 HB2 ALA 3,740311 91,856489 [14,504 29,6 41,789]
3ms9 CL1 MS9 HG22 ILE 3,158615 92,046822 [17,352 31,06 45,257]
3ms9 CL1 MS9 HD21 LEU 3,218418 116,623335 [12,107 31,04 43,039]
3ms9 CL1 MS9 HB2 ALA 2,932935 98,031119 [14,725 34,439 46,343]
3ms9 CL1 MS9 HB2 LEU 3,600981 137,309919 [11,299 32,105 45,086]
3ms7 CL1 22S HB3 ALA 2,959698 154,872819 [12,893 32,092 46,458]
3ms7 CL1 22S HA ASN 2,997342 103,116256 [13,184 34,554 45,659]
3kmx CL1 GO0 HG3 GLN 3,124125 115,696648 [16,351 30,231 45,624]
3kmx cL1 GO0 HA2 GLY 2,858289 159,00804 [12,684 30,86 45,26 ]
3kmx cL1 ) HE22 GLN 3,05114 74,108322 [17,113 30,728 43,352]
3kmx cL1 ) HD1 PHE 2,99884 99,357331 [12,102 33,857 43,924]
3fal CL10 LO2 HB2 LEU 3,029992 109,764543 [12,853 30,673 42,671]
3fal cL10 LO2 HB2 ALA 2,914168 96,508826 [16,918 30,649 44,809]
3fal cL10 LO2 HD1 PHE 3,369655 131,64396 [12,157 33,303 46,091]
3dlg cL1 GWE HG23 VAL 2,875143 119,271755 [13,211 30,22 43,274]
3dlg cL1 GWE HB2 TYR 3,397303 87,081564 [16,067 34,546 46,503]
3ksq CL 796 HD1 TYR 3,228809 91,656224 [17,434 31,544 45,674]
3g4w CL6 8CL HB3 LEU 2,700165 120,524219 [15,659 30,079 44,974]
3g4w CL6 8CL HG13 VAL 3,204121 93,249994 [13,319 30,749 41,87 ]
3g4w CL6 8CL HD21 LEU 3,015539 84,95827 [17,448 31,847 45,351]
3g4w CL6 8CL HB2 ASN 2,874575 118,632135 [11,891 32,475 43,951]
3g4w CL6 8CL HE1 MET 3,139721 86,317171 [13,649 35,23 45,192]
3jzi CL28 JZL HD3 LYS 2,685352 119,693269 [15,391 29,905 44,564]
3jzi CL28 JZL HB2 GLU 2,687509 134,896433 [15,201 31,538 46,623]
3jzi CL28 JZL HG2 LYS 2,856936 77,615968 [15,634 30,499 42,285]
3jzi CL28 JZL HH TYR 2,815856 82,932636 [13,106 32,018 41,91 ]
2cf8 CL30 ESH HA ASN 2,847522 153,892754 [14,429 30,445 46,141]
2cf8 CL30 ESH HG LEU 3,254311 75,494225 [17,377 30,657 43,555]
2cf8 CL30 ESH HG22 ILE 3,426501 124,087854 [14,592 33,169 47,515]
2cf8 CL30 ESH HD13 ILE 2,802585 117,901684 [12,996 33,843 45,871]
3dle CL1 GFA HG12 VAL 3,53728 115,723064 [14,758 29,022 43,604]
3dle CL1 GFA HB VAL 3,649609 101,18584 [13,225 30,024 41,969]
3dle CL1 GFA HB2 TYR 3,427774 90,343173 [15,536 34,81 46,562]
2wpf CL1 WPF HG22 VAL 3,498785 136,462115 [11,616 30,828 44,221]
2wpf CL1 WPF HD12 LEU 2,527407 87,535462 [16,35 30,556 43,763]
2wpf cL1 WPF HA SER 2,927787 88,446147 [16,483 33,433 46,297]
2bla CL1 CP6 HG13 ILE 3,243874 116,535511 [16,076 32,042 47,037]
2bla CL1 CpP6 HD22 ASN 2,836681 94,429749 [13,594 30,928 42,069]
2bla CL1 CP6 HB2 ASN 2,625188 114,651045 [12,195 32,545 43,677]
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2wpe cL WPE HD12 LEU 2,706815 87,071482 [15,916 30,27 43,117]
2wpe cL WPE HE2 TYR 2,814509 98,654753 [13,181 30,974 42,37 ]
2wpe cL WPE HA SER 2,942166 88,422658 [16,296 33,757 46,313]
1kzn cL1 CBN HA ILE 3,014167 119,150291 [16,031 30,087 45,485]
1kzn cL1 CBN HD3 PRO 2,702361 88,287034 [16,277 30,335 43,503]
1kzn cL1 CBN HB3 ARG 3,346438 113,071069 [11,484 32,323 43,381]
1xkk cL3 FMM HB3 LYS 2,745581 71,68339 [17,22 31,3 43,767]
1xkk cL3 FMM HB3 LEU 2,906275 118,170643 [15,879 32,22 46,804]
1xkk cL3 FMM HG22 THR 2,845246 88,921264 [12,452 32,915 42,548]
2wp6 cL WP6 HA SER 3,159107 86,387309 [13,339 31,159 41,654]
2wp6 cL WP6 HA3 GLY 3,150511 129,126751 [13,766 33,269 47,042]
2wp6 cL WP6 HE2 TYR 2,900589 103,099282 [16,154 32,938 46,651]
2wp6 cL WP6 HD12 LEU 2,84454 80,332261 [13,797 35,076 44,804]
2wpc CLA WP7 HG22 VAL 3,60135 131,36612 [15,484 31,43 47,476]
2wpc CLA WP7 HA SER 3,069429 89,396493 [13,103 31,402 41,775]
2wpc CLA WP7 HA3 GLY 3,366969 124,71837 [13,185 33,736 46,808]
2wpc CLA WP7 HE2 TYR 2,978977 104,732098 [15,623 33,464 46,794]
2wpc CLA WP7 HD12 LEU 2,75697 84,330806 [13,632 34,912 44,784]
2bl9 cL1 CcP6 HG12 ILE 2,979343 138,187159 [15,292 30,758 46,465]
2bl9 cL1 cP6 HD12 ILE 3,069725 103,447471 [16,21 32,995 46,791]
2bl9 cL1 CcP6 HB2 SER 2,768995 108,172941 [12,566 33,98 44,879]
2uw8 cL1 GvVQ HA ARG 2,700661 106,425538 [12,19 32,584 43,329]
1j3] cL1 CcP6 HB2 ASN 3,083859 114,571303 [16,381 30,176 45,13 ]
1j3] cL1 cP6 HD12 ILE 3,16715 106,783874 [13,112 30,241 42,311]
1j3] cL1 CcP6 HG12 ILE 3,123977 139,502247 [11,975 31,197 44,264]
5tri cL1 7HM HB2 MET 3,362212 90,777058 [17,482 30,631 44,821]
5tri cL1 7HM HB3 LEU 2,790444 113,163746 [12,035 33,077 44,151]
5tri cL1 7HM HB2 PRO 2,582881 105,433584 [14,95 33,778 46,377]
5tri cL1 7HM HD12 LEU 3,192298 81,3538 [13,022 35,164 44,243]
Svew cL1 93 HB2 LEU 3,506473 122,167195 [13,519 29,309 43,331]
Svew cL1 93) HG21 THR 2,645226 107,622507 [16,222 30,376 44,765]
Svew cL1 93 H LYS 2,821848 132,220039 [12,048 32,545 44,885]
Svew cL1 93 HB3 LYS 2,941074 76,114934 [12,709 33,862 42,532]
5tm4 cL1 7E3 HB2 HIS 2,899092 71,688649 [17,51 31,556 44,161]
5tm4 cL1 7E3 HG12 VAL 3,781918 90,892913 [12,081 31,829 41,554]
5tmd cL1 7E3 HB3 MET 3,518478 81,095268 [12,157 34,482 42,861]
500h cL 9FN HA2 GLY 3,956694 105,988283 [13,397 29,324 42,225]
500h cL 9FN HA LEU 3,005191 93,773206 [16,846 30,338 44,375]
500h cL 9FN HB3 ALA 2,909819 132,67782 [11,982 31,653 44,27 |
500h cL 9FN HB3 LEU 2,930789 68,651003 [17,615 32,563 44,836]
500h cL 9FN HB3 PRO 3,872736 72,279085 [14,228 36,251 44,932]
5h2u cL IN1 H THR 3,030631 112,489478 [16,332 30,129 45,19 ]
5h2u cL IN1 HB1 ALA 3,149252 117,780531 [15,648 32,608 47,148]
5h2u cL IN1 HG2 LYS 3,135288 72,673924 [12,762 34,417 42,672]
Sicp cL1 692 HD2 ARG 3,060216 119,058058 [11,758 32,062 43,675]
Sicp cL1 692 HA2 GLY 3,205807 84,226653 [16,655 33,87 46,319]
Sicp cL1 692 HG23 VAL 3,110602 94,608162 [13,377 34,941 45,456]
5kt cL 65Q H ASP 3,058484 139,639766 [13,093 29,873 44,289]
Skt L 65Q HB3 TYR 3,219969 96,634404 [17,234 30,884 45,453]
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Skt cL 65Q HB2 cvs 3,108156 90,55944 [14,229 30,269 42,022]
5kt cL 65Q HB2 ASP 2,782292 139,617385 [12,113 32,17 45,076]
5kt cL 65Q HA3 GLY 3,12298 104,750073 [15,388 33,72 46,953]
5kt cL 65Q HA2 GLY 2,969888 80,228325 [13,076 34,92 44,117]
5mzi cL FYK HB2 PHE 3,180226 97,691005 [16,055 29,659 43,513]
5mzi cL FYK HB2 ALA 2,39805 129,883349 [15,007 32,357 46,53 ]
5mzi cL FYK HD21 LEU 3,776966 97,077834 [11,699 31,952 42,015]
5mzi cL FYK HG11 VAL 3,171587 123,405065 [12,58 33,753 46,07 |
5mzi cL FYK HG21 VAL 3,457002 93,083436 [14,717 35,072 46,454]
5mzc cL 8EQ HB2 PHE 3,057974 88,064069 [16,237 30,007 43,156]
5mzc cL 8EQ HB3 LEU 2,985429 121,857955 [12,107 31,324 43,486]
5mzc cL 8EQ HB2 ALA 2,440383 120,98959 [15,532 32,281 46,456]
5mzc cL 8EQ HG11 VAL 3,026168 129,305059 [12,849 33,458 46,281]
5mzc cL 8EQ HA VAL 3,491966 85,734299 [13,33 35,548 45,059]
Slof cL1 70R HB3 MET 3,092539 108,580123 [16,322 29,886 44,751]
Slof cL1 70R HB3 ALA 3,05003 116,668059 [12,227 31,135 43,112]
Slof cL1 70R HD1 PHE 2,986723 125,967984 [12,814 33,559 46,142]
5cbi CLO6 42¢C HG2 PRO 3,255595 95,250611 [17,33 30,835 45,289]
5cbi CLO6 42¢C HB1 ALA 3,356403 108,817152 [16,489 32,426 47,048]
5cbi CLO6 42¢C HE1 MET 3,298134 93,838516 [12,68 34,958 44,854]
5fh8 cL 5XK HB2 ALA 2,729055 113,606954 [13,228 33,997 45,804]
5aeh cL 8IR HE1 HIS 3,336823 119,808954 [14,568 29,143 43,899]
5aeh cL 8IR HB2 SER 3,038746 145,256315 [12,151 30,954 44,718]
5aeh cL 8IR HB2 TYR 3,174131 102,012311 [13,258 34,737 45,839]
5fck cL 5WC HA3 GLY 2,754692 122,714039 [15,822 30,365 45,569]
5fck cL 5WC HA2 GLY 2,888042 88,878308 [17,22 31,993 45,607]
5fck cL 5WC HG3 ARG 3,175705 85,012383 [13,159 31,363 41,68 ]
5fck cL 5WC HD2 HIS 2,906781 105,633535 [14,761 34,13 46,581]
5fck cL 5WC HD3 ARG 3,103837 85,185507 [12,261 33,483 42,627]
5th7 cL 5XL HG2 MET 3,148492 102,867552 [13,299 30,413 42,252]
5th7 cL 5XL HB2 ALA 2,742349 114,520822 [13,15 33,956 45,784]
Aqxi cLa 198 HA TYR 3,061563 154,196859 [13,286 29,987 45,14 ]
Agxi cL4 198 HD1 TYR 2,799275 114,354764 [14,37 29,809 43,437]
4qxi cLa 198 HG11 VAL 2,887276 94,774343 [16,502 30,189 44,035]
4qxi cLa 198 HG21 VAL 3,06407 92,754109 [17,247 31,881 45,838]
4gxm cL1 713 HB2 MET 2,988324 167,843784 [13,035 30,598 45,65 ]
4gxm cL1 713 HG3 MET 3,14258 143,114711 [14,939 31,25 47,022]
4gxm cL1 713 HA GLN 2,877817 99,775616 [12,155 33,623 43,734]
5aep cL QuP HA SER 2,669742 141,823441 [14,03 32,393 46,746]
5aep cL QuP HG23 VAL 2,955458 80,100431 [17,253 32,786 45,678]
Saep cL Qup HA LYS 3,021229 128,324213 [12,351 33,315 45,821]
Saep cL Qup HE2 LYS 3,599157 98,817247 [16,797 29,51 44,241]
4j3| cL AJ5 HA SER 3,086185 122,844237 [15,863 29,935 45,534]
4j3| cL AJ5 HD3 PRO 2,645077 120,866889 [14,667 29,805 43,9 |
4j3| cL AJ5 HA3 GLY 2,898106 110,917019 [12,697 30,932 42,714]
4j3| cL AJ5 HB2 TYR 2,571179 130,82986 [14,162 32,778 46,621]
4j3| cL AJ5 HD1 TYR 2,925008 96,660953 [13,198 34,634 45,322]
4j22 cL AJ7 HD1 TYR 2,88286 98,219425 [15,71 29,871 43,478]
4j22 L AJ7 HB2 TYR 2,552893 132,306222 [13,382 30,364 44,027]
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4j22 cL AJ7 HA3 GLY 2,887745 110,233978 [15,912 32,901 46,802]
4j22 cL AJ7 HA SER 2,987848 119,568743 [12,003 33,358 44,927]
4j22 cL AJ7 HD3 PRO 2,639001 117,228516 [13,638 33,861 46,142]
4xjo cLo 410 HB3 TYR 3,167444 99,120308 [17,105 30,695 45,293]
4xjo CLo 410 HB2 cvs 3,258265 96,878289 [13,725 30,214 42,049]
4xjo Lo 410 HB2 ASP 3,146166 138,657605 [11,783 32,176 45,107]
4xjo cLo 410 HA3 GLY 3,018638 109,084302 [15,344 33,495 46,926]
4xjo cLo 410 HA2 GLY 3,271553 92,476491 [12,555 34,867 44,556]
4uj1 cL NVX HG2 LYS 3,607349 77,895763 [18,143 31,175 44,407]
4wilx cL1 3G9 HB3 TYR 3,172421 98,555989 [17,149 30,808 45,387]
Awix cL1 3G9 HB2 cvs 3,182262 94,543461 [13,937 30,232 42,05 ]
Awix cL1 3G9 HB2 ASP 3,160964 137,731677 [11,733 32,109 45,002]
Awix cL1 3G9 HA3 GLY 2,983828 109,582006 [15,335 33,448 46,911]
Awilx cL1 3G9 HA2 GLY 3,168135 91,588476 [12,579 34,766 44,433]
4012 cL1 206G HD3 ARG 2,868624 121,956724 [14,97 29,629 44,272]
4012 cL1 206G HB2 ARG 3,399131 80,283583 [15,546 30,052 41,903]
4ms4 cL 2C0 HB ILE 3,254273 118,437054 [15,54 29,347 44,63 ]
4ms4 cL 2C0 HG23 ILE 3,039648 74,226195 [16,404 30,449 42,606]
4ms4 cL 2C0 HE1 TYR 2,801356 134,034699 [14,976 31,948 46,9 |
4ms4 cL 20 HE1 PHE 3,208178 88,791136 [12,615 31,868 41,83 ]
4ms4 cL 2C0 HA TYR 2,80731 115,965377 [13,164 33,941 45,951]
4ms4 cL 20 HZ PHE 3,467619 92,191491 [11,757 33,836 43,042]
4ms4 cL 2C0 HD1 TYR 3,279411 70,556635 [14,259 35,663 44,706]
3qgt cL1 cP6 HB2 SER 2,69869 104,813227 [16,355 30,408 44,707]
3qgt cL1 CcP6 HD12 ILE 3,078843 104,644417 [12,526 31,18 42,594]
3082 cL1 CcP6 HD12 ILE 3,241158 108,603798 [13,173 30,128 42,734]
3082 cL1 CcP6 HG12 ILE 3,148627 137,966023 [11,953 31,262 44,528]
4fpf cL JKK HB2 ASP 2,896957 92,851319 [15,915 30,004 43,187]
4fpf cL JKK HB3 SER 3,192161 115,356506 [16,225 31,841 46,892]
4fpf cL JKK H ASN 2,492021 122,616212 [12,5 33,165 44,922]
4fpf cL JKK HE1 MET 2,847709 90,347845 [14,885 34,596 46,042]
4fpf cL JKK HB2 ASN 3,089876 66,341487 [13,423 35,173 43,387]
Acjv cL V2 HB2 ASN 3,012272 108,942372 [16,487 30,229 45,118]
4cjv cL V2 HE2 TYR 3,05893 89,070392 [14,732 30,169 42,166]
3w33 cL1 W19 HB3 LEU 3,031385 116,375903 [12,057 31,477 43,203]
3w33 cL1 W19 HG22 THR 2,834817 88,573771 [17,119 32,194 45,683]
3v51 CLD 176 HD2 HIS 2,840529 161,796538 [13,618 30,316 45,537]
3v51 CLD 176 HG3 GLU 3,111751 128,311299 [11,756 31,744 44,072]
3v51 CLD 176 HD13 LEU 3,129613 78,996832 [12,858 34,938 43,695]
3utu cL 1TS HG23 ILE 3,067169 116,121163 [15,753 29,644 44,657]
3utu cL 1TS HA ASN 2,870332 99,9031 [16,701 32,37 46,26 ]
3utu cL 1TS HB3 LEU 3,115318 116,26172 [13,267 34,146 46,312]
3utu cL 1TS HD21 LEU 3,258533 76,408139 [13,386 35,45 44,235]
3ug2 cL IRE HB3 LEU 3,320651 118,21335 [12,539 30,281 42,869]
3ug2 cL IRE HG2 MET 2,303762 110,007032 [15,935 30,587 44,782]
3ug2 cL IRE HB3 LYS 2,774462 72,812948 [12,934 33,655 42,402]
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ANEXOB

Docking molecular de ligandos halogenados con receptores de dopamina

Construccién de los modelos por homologta del DoR
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Figura B1: Graficos de Ramachandran de la validacion con PROCHECK de los modelos por homologia del receptor
D2 . A) corresponde al modelo inactivado y B)al modelo del receptor activado.

Anélisis de los modelos de homologia

Figura B2: A- superficie del modelo de D2R en su forma activa. B- superficie del receptor D2R en su forma inactiva
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Figure B3: Suma de los valores de densidad electrénica (en unidades atémicas) para las interacciones entre los
residuos del receptor y el ligando. (A) D2Ra y apormorfina y (B) D2Ri y spiperona.

A partir nuestro estudio in silico actual del sitio de uniéon de D2R, se han determinado las
interacciones particulares vinculadas a la actividad de los compuestos (Tabla B1); por ejemplo
los 4&tomos de nitrégeno protonados estan involucrados en interacciones electrostaticas fuertes
con un residuo de acido aspartico conservado en TM3 (D3. 32), el grupo carboxilo del acido
aspartico forma un estrecho puente salino con el grupo amino primario de todos los ligandos,
agonistas y agonistas inversos. Si bien en ambas formas del receptor los residuos que estan
involucrados en las interacciones mas importantes son los mismos, se puede observar que en

la forma inactiva prevalece el tipo de interacciones hidrofébicas.

Tabla B 1: Interacciones ligando-receptor de D2Ra con apomorfina y D2Ri con spiperona.

Enlaces Interacciones Enlaces Interacciones

Hidrogeno hidrofobicas Hidrogeno hidrofobicas

D3.32,85.46, C3.36, Y7.43, F6.52, C3.36, D3.32, S5.46, C3.36, F6.51,F6.52, W6.48,

H6.55, F6.52, F5.42, V3.33, H6.55, F6.51, T7.39, Y7.35, F3.28, (C3.36, V2.61. F7.47,

F6.52 T7.39, W6.48,V2.56 L2.64,T6.54 F6.44, T7.39, Y7.35,
F3.28, L2.64, T6.54,
P6.50

Las moléculas de agua también han sido implicadas en la activacion de los GPCRs (Trzaskowski

et al, 2012). En la forma inactivada de D2R, no se observan moléculas de agua en el lado
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citoplasmatico del canal central del receptor (Figura B4) debido a la existencia de una barrera
hidrofébica que impide el paso de moléculas de agua desde el lado extracelular hacia esa region.
La barrera hidrofébica en D2R esta formada por seis residuos de las hélices TM2, TM3 y TM6:
L2.43,L2.46,13.46,13.43,V6.40, L6.37 y M6.36. En el receptor activado, TM6 se desplaza hacia
afuera en el lado citoplasmatico y la barrera hidrofébica se abre permitiendo el paso de

moléculas de agua hacia la parte intracelular del canal central de D2R (Figura B4).

Para explicar como ocurriria la apertura de la barrera hidrofébica se ha propuesto un
mecanismo que involucra a las secuencias conservadas cwxP y nPxxy (Standfuss et al, 2011);
en D2R no se observan los cambios en la red de enlaces de hidrogeno mediados por moléculas
de agua descriptos por Standfuss et al en rodopsina. Sin embargo, se observan cambios
conformacionales en los segmentos TM2 y TM7 que juntos actuarian como una “compuerta”

regulando el ingreso de moléculas de agua al canal central del ovillo de TMs.

Como se discutié previamente, TM7 muestra un marcado desplazamiento hacia TM6 en su
mitad extracelular al pasar de la forma inactivada a la activada del receptor. Este
desplazamiento de TM7 ocasiona la ruptura de un puente entre Ser7.36 y Asp2.65 que mantiene
proximos a los segmentos TM7 y TM2, tras lo cual TM2 se desplaza en sentido contrario a TM7.

Estos cambios se muestran en la Figura B3A.

Ademas de la ruptura del puente Ser7.36 y Asp2.65 otras interacciones se ven afectadas por el
desplazamiento de TM2 y TM?7. El desplazamiento de TM7 causa la ruptura del puente de
hidrégeno mediado por agua entre Tyr7.43 y Asp3.32 (Figura B4 A,B) abriendo de esta manera
el canal central del receptor para el ingreso de moléculas de agua (Figura B4 C). Es importante
destacar que la ruptura de esta interaccion se verifica también en la activacién de otros GPCRs

y forma parte del denominado interruptor de bloqueo 3-7.

Asimismo, el desplazamiento de TM2 aumenta el didmetro del canal central del receptor
facilitando el ingreso de moléculas de agua y ademas permite la rotacién de la cadena lateral de
Met3.35 que en la forma inactivada se orienta hacia el interior bloqueando la luz del canal
central pero que en la forma activada se dirige hacia afuera entre los segmentos TM3 y TM2

debido a la mayor separacion entre ambos segmentos (Figura B4 A, C).

264

——
| —



Figura B4: Cambios conformacionales en el lado extracelular de los segmentos TM2 y TM7. Se muestran las formas
inactiva (verde) y activa (naranja) de D2R superpuestas (A) y por separado (B,C). El desplazamiento de TM7 y TM2
en sentido opuesto abre el canal central de D2R permitiendo el paso de moléculas de agua.

namiento de los modelos de homologta gui r el ligando

Para corroborar los datos obtenidos a través del docking con un agonista y un agonista inverso,
y evaluar la calidad y poder predictivo  de cada modelo, se obtuvo las estructuras de varios
ligandos agonistas y agonistas inversos del D2R de la base de datos ChEMBL, y se realiz6
docking de los mismos con ambas formas del receptor, activa e inactiva, para poder evaluar

posteriormente la energia y el modo de unién con los correspondientes receptores.

Los ligandos y los receptores fueron convertidos de pdb a formato pdbqt con MGLTools, las
simulaciones fueron realizadas utilizando AutoDock Vina. De los diferentes complejos
obtenidos del Docking de cada receptor, la conformacién de menor energia de cada uno fue

considerada como la orientacion mas favorable.
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De la base de datos ChEMBL se obtuvo la estructura de compuestos agonistas y agonistas

inversos.

Tabla B2 : Lista de ligando de D2R utilizados para realizar el Docking

Agonistas Inversos Agonistas \

Pimozide Bromocriptina
Thiothixene Quinpirole
Risperidone Cabergoline
Spiperone PPHT
Tefludazine Rotigotine
Raclopride Ropinirole
Butaclamol Apomorphine
Clozapine Dopamina
Haloperidol Pergolide
Clorpromazine Pramipexole

A través del docking molecular realizado con diferentes ligandos, agonistas y agonistas
inversos, se pudo observar las diferentes poses de union con los dos tipos de receptores, activo
e inactivo, comprobando que los agonistas conservan el modo de unién convencional al unirse

al receptor activado solamente.

En la figura B5 se pueden ver las poses de menor energia resultado del Docking de los diferentes
agonistas con el receptor activo e inactivo superpuestas, ademas se observan los residuos mas
relevantes del sitio de unién del D2R activado (D3.32, S5.43. S5.42 y S5.46). Como se puede
observar en las imagenes los ligandos agonistas unidos al receptor activado mantienen las
interacciones con estos residuos, caracteristicas de los receptores dopaminérgicos, el puente
ionico entre el nitrogeno protonado y el residuo D3.32, y las interacciones con los grupos OH
de las serinas. Sin embargo, en las poses del docking realizado con el receptor inactivado se
puede ver que las orientaciones de los mismos son poco precisas, sin conservar estas

proximidades con los residuos del sitio de union.

En la figura B6 se observan las poses mas estables del docking con los ligandos agonistas
inversos con ambos receptores, superpuestas. En este caso se observa que en las poses del
docking efectuado con el D2R inactivo los ligandos tienden a ubicarse siempre préximos

segmentoTM6, en un bolsillo conformado por los residuos W6.48, F6.44 y F6.52; mientras que
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con el D2R activado las orientaciones de los agonistas inversos no son estables, sin permanecer

en un unico sitio de union.

Analizando las poses obtenidas de los ligandos se puede decir que los agonistas se ubican
apropiadamente en el sitio de unién al receptor activado, mientras que los ligandos agonistas

inversos se unen de una manera mas consistente estando el receptor en su forma inactiva

Las figuras B7 y B8 muestran las diferentes interacciones de los ligandos spiperona y
apomorfina en las poses obtenidas del docking con las diferentes formas del receptor, D2Ri y

D2Ra.
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Figura B5: Poses de los ligandos agonistas unidos al receptor activado en color naranja y en color verde
unidos al receptor inactivado. A) Apomorfina B) Cabergolina C) Dopamina D) Pramipexole E) Ropinirole F)
Rotigotine G)Quinpirole H)PPTH
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Figura B6: Poses de los ligandos agonistas inversos unidos al receptor activado en color naranjay en color
verde unidos al receptor inactivado. A) Butaclamol B) Clorpromazina C) Clozapine D)Haloperidol
E)Pimozide F)Raclopride G)Risperidona H)Spiperona I)Tefludazine J) Thiothixene
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4

Figure B7: poses de la apomorfina unida al receptor en la forma activada del receptor (A) y a la forma inactiva (B).
Se detallan los residuos que forman interacciones mas importantes

Figure B8: poses de la spiperona unida al receptor en la forma activa del receptor (A) y a la forma inactiva (B). Se
detallan los residuos que forman interacciones mas importantes.

En la tabla B3 se muestran los valores de energia de unidn resultado del Docking para cada
receptor, se puede observar que todos los agonistas inversos presentan valores mas bajos de
energia con el D2R en su forma inactiva, siendo este resultado favorable, ya que indicaria que
estos ligandos se unen de una manera mas estable al D2Ri que al D2R a. En el caso de los
agonistas el 80% presenta valores de energias inferiores con el D2R activado, indicando una

tendencia a que este tipo de ligandos se une preferentemente al receptor en su forma activa.
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Tabla B3: Resultados obtenidos del Docking con los valores de Energia de union para cada receptor

LIGANDOS Energia de unidn a Energia de unién a
D2Ract (kcal/mol) D2Rinact (kcal/mol)

Bromocriptine -9,1 -9,7
Apomorphine -9,2 -8,8
Cabergoline -8,9 -8,4
Dopamina -5,6 -5,5
Pergolide -6,8 -7,8
Pramipexole -6,3 -6,2
Ropinirole -7,2 -7,1
Rotigotine -7,9 -7,6
Quinpirole -7,5 -7,3
PPHT -8,7 -7,6
Thiothixene -7,7 -8,9
Pimozide -8,7 -9,6
Tefludazine -8 -8,2
Risperidone -8,9 -9,1
Spiperone -8,2 -10,1
Butaclamol -8,4 -9

Clozapine -7,6 -8,1
Haloperidol -7,6 -8,7
Clorpromazine -7,3 -7,7
Raclopride -6,9 -7,1

<L ox

SN N N N N N N N N S N N N N
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Estructuras cristalinas y comparacién con los modelos de homo[ogfa

Como se dijo previamente durante el desarrollo de esta tesis se cristalizaron las estructuras del
receptor D2. Por lo que pudimos comparar el modelo D2Ri unido al agonista inverso con la
estructura cristalina de D2R en su forma inactiva (PDB: 6CM4) y el modelo D2Ra-Gi unido a la

apomorfina con la estructura resuelta de D2R (PDB: 6VMS).

Después de la alineacidn de las estructuras en la forma inactiva, la desviacién cuadratica media
general (RMSD) entre los atomos del backbone resulté ser de 0,946 A, lo que indica una gran
similitud estructural de nuestro modelo D2R en estado inactivo con respecto a la estructura
experimental. La semejanza entre ambas estructuras se puede inspeccionar visualmente en la
superposicion de la Figura B9. La diferencia mas destacada entre ambas estructuras esta en la
conformacion del bucle extracelular 2. Sin embargo, nuestro modelo es capaz de acomodar el
agonista inverso en un modo de unién bastante similar al de la estructura resuelta de D2R, como
se evidencia en la superposicién de la Figura B9. En la estructura cristalina de D2R, la fraccién
de benzisoxazol de la risperidona se extiende hacia un bolsillo de unién profundo definido por
las cadenas laterales de TM3, TM5 y TM6, interactuando con C3.36, T3.37, S5.46, F5.47, F6.44,
F6.52 y W6.48 que forman un subbolsillo debajo del sitio ortostérico (Wang et al. al., 2018). De
manera similar, el resto fluorobenceno de la spiperona en el modelo D2Ri también penetra en
el bolsillo hidrofébico donde forma enlaces C-H---F H con los residuos 13.40, F5.47 y F6.44 y

también interactiia con W6.48 a través de interacciones de stacking.
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Figure B9: Superposicion de la estructura cristalina (celeste) y el modelo de homologia (verde) de la forma inactiva
del D2R.

Vale la pena sefialar que uno de los principales residuos involucrados en el switch de
transmision, 13.40, fue mutado a alanina en la estructura cristalina de D2R (Wang et al., 2018),
lo que genera cierta preocupacion sobre el estado que realmente representa esta estructura.
Mientras que otros interruptores moleculares como el interruptor de bloqueo i6nico y el
interruptor de bloqueo 3-7 indican que es mas probable que el receptor resuelto esté en estado
inactivo, hay algunos cambios sutiles en el lado extracelular que sugieren que podria estar en
un estado intermedio de activaciéon. Mas concretamente, el extremo extracelular de TM5 ya ha
experimentado un movimiento hacia adentro en comparacion con las estructuras D3R y D4R
que se resolvieron en estado inactivo. El movimiento hacia adentro de TM5 podria ser una
consecuencia directa de la mutacion 13.40A que podria convertir a D2R en un estado activado

(constitutivamente) parcial.

Para el modelo D2Ra-Gi unido a agonista, realizamos la comparacion con la estructura resuelta
de D2R (PDB: 6VMS), cristalizada en su estado activo acoplado a proteina G. Después de la
alineacién de ambas estructuras, la desviaciéon cuadratica media general (RMSD) entre los
atomos del backbones correspondiente resulté ser de 1,16 A, lo que indica una similitud

estructural de nuestro modelo D2R con respecto a la estructura experimental (Figura B10).




Figura B10: Superposicion estructural de estructura cristalina (amarillo) y modelo de homologia (naranja) de D2R-
Gi en la forma activa.

Luego, analizando los cambios en la activacion del receptor, pudimos observar la similitud en
los desplazamientos de los residuos iniciados en el sitio de unidn del ligando, que se propagan
hacia la region intracelular a través de interruptores moleculares, como se puede ver en la
Figura B11. Aqui también es claro que la asociacion entre los segmentos TM5 y TM6 se fortalece
con la activacidn del receptor, siendo los cambios mas notables en los residuos Y5.58 que, al
acercarse a TM5, se apila en la parte superior con la L6.37, y el residuo Y5.62 que se aproxima
a T6.34 en ambos casos. Los residuos T5.54, 16.36, V6.40, V6.48 y V7.78 se mutaron en la
estructura resuelta experimentalmente de D2R-Gi; aunque estos residuos no participan
directamente en los interruptores de activacion, su mutaciéon puede afectarlos debido a la
proximidad ala que encuentran. Ademas, estos residuos se ubican en los segmentos TM6y TM7,

los cuales se mueven durante la activacién como hemos mencionado anteriormente.
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Figura B11: Comparacién de los interruptores moleculares en la estructura cristalina de la forma activa (amarillo a
laizquierda) y el modelo de homologia D2R-Gi (naranja a la derecha). A) Rotacidon de la parte superior del segmento
TMS5 durante la activacién, interruptor de transmisién, que involucra los residuos F5.83 e Ile de ECL2. B) Interruptor
de bloqueo 3-7: Ruptura de la interaccién entre Y7.43 y D3.32 que permite el desplazamiento de los segmentos. C)
Interruptor de transmisiéon P5.50-13.40-F6.44. D)Interruptor de Tyrosina, interaccién entre R3.50 (de la secuencia
conservada DRY) e Y.753, que no se encuentra en las formas inactivas. F) Desplazamiento de los segmentos TM5 y
TMS6, en los que se observa la proximidad de los residuos en activacién, involucrando el interruptor de transmisioén
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ANEXO C

Estudio de inhibidores de la enzima Cruzipaina y sus interacciones
a través de métodos de modelado molecular

Andlisis de Densidad electrénica

Para el analisis de densidad electrénica para los complejos con tiosemicarbazonas, se calculé
los valores totales de p de las interacciones intermoleculares, Como se puede observar en la
Figura C1 los valores de densidad electroénica total de los puntos criticos de enlace son similares

en ambos pares de compuestos.

Densidad electronica total

0,3000

0,2500 - =

0,2000 -
20,1500
b

0,1000

0,0500

0,0000

11H 21X 2-l1OH 31X 31H 41X 41X2 4-lH
LIGANDOS

Figura C1: Valores de densidad electrénica total (3, p) (u.a.) de los puntos criticos de enlace (BCP) de los ligandos
con halégeno (X) y sus respectivos analogos (H/OH).
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Posteriormente se realiz6 el analisis de densidad electrénica por residuo de la enzima (Figura
C2), en estos resultados se puede observar que en los compuestos halogenados generalmente
el residuo Met68 (M68) presenta un elevado valor de densidad electroénica, lo que demostraria
la posible existencia de un EX con el halégeno del ligando como se planteé en este capitulo.
Ademas, los datos demuestran en los compuestos halogenados los residuos que mayor aporte
realizan al valor de densidad electrénica total en todos los casos son Trp26(W26) y Asp 161

(D161), mientras que en los compuestos no halogenados se destaca la His162 (H162).
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Figura C2: Cada grafico representa suma de los valores de densidad electrénica total (u.a.) de cada residuo de la enzima
en los puntos criticos de enlace con cada ligando respectivamente.
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Al superponer las estructuras de los minimos de energia de la Dindmica Molecular de cada par
se puede ver que las poses en la que se ubican los compuestos en el sitio de unién de la enzima
son similares, pero al analizar los grafos de densidad electrénica se puede ver que forman
caminos de enlace con diferentes residuos. En las figuras C3 y C4, se puede observar las poses
superpuestas y los grafos de los pares 1-LX/LH y 2-LX/LOH, en los cuales se destaca que solo
los halégenos forman un camino de enlace con el azufre de la metionina 68, mientras que en los

andlogos, tanto el hidrogeno en 1-LH como el grupo hidroxilo en 2-LOH no interaccionan con

este residuo.

Figura C3: Estructura superpuesta del minimo de energia del par 1-LX/LH, el compuesto halogenado (magenta) con su
analogo no halogenado (verde). Resaltados con un circulo sombreado los grafos moleculares de cada ligando con los
residuos seleccionados para el calculo QTAIM, a la izquierda 1-LX y a la derecha el grafo molecular de 1-LH.
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Figura C4: Estructura superpuesta del minimo de energia del par 2-LX/LOH, el compuesto halogenado (magenta) con su
andlogo no halogenado (verde). Resaltados con un circulo sombreado los grafos moleculares de cada ligando con los
residuos seleccionados para el calculo QTAIM, a la izquierda 2-LX y a la derecha el grafo molecular de 2-LOH.

Tiempo de vida media y porcentaje de ocupacién de EHs

Se calculé el porcentaje de ocupancia o de ocupacidn de los EH que forma el ligando en el sitio
activo de la enzima a lo largo de las simulaciones de dindmica molecular para los pares de
complejos 1-LX/LH y 2-LX/LOH; lo que determina cuanto tiempo perdura el enlace de
hidrégeno formado sobre el nimero total de “frames” multiplicado por 100. Luego, para un
analisis mas profundo se calculé también el tiempo de vida media de los Enlace de hidrogeno,
“lifetime” (LT); LT es la longitud de tiempo que una interaccién esta presente, lo que nos

permite comparar aquellas que son mas relevantes en cada caso.

En el caso del complejo 1-LX el resultado de LT demuestra que el puente de hidrogeno
Lig25@0-Ser29@NH posee el mayor tiempo de vida media, 10 frames; mientras que para 1-LH
el puente de hidrogeno Asp161@0-Lig25@N3H5 posee el mayor tiempo de vida media de 33
frames, seguido por la interacciéon entre Aspl61@0-Lig25@N3H6 que dura 30 frames. Los
datos obtenidos de los calculos de porcentaje de ocupaciéon se correlacionan con estos
resultados, en 1-LX el 34% de la simulacién hay un puente de hidrogeno entre el O del Ligando
25 y el Nitrogeno del residuo Ser 29; un 28% de la simulacién se mantiene un puente de
hidrogeno entre el oxigeno del Asp161 y el N3 del Ligando. Mientras que para 1-LH hay un

puente de hidrogeno durante un 36% de la simulacién entre el O del ligando y el N del residuo
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Ser29; un 28 % de la simulacién se mantiene ademas el puente entre el O del Asp 161y el N3

del Ligando25.

Tabla C1: Resultados de LT para el complejo 1-LX

Maximo LT Promedio LT Total (frames)

GLN_19@NE2-LIG_25@N-H 1 1 5

GLY_23@0O-LIG_25@N-H 3 1,0962 114
GLY_23@O0O-LIG_25@N2-H4 5 1,2752 139
SER_64@0-LIG_25@N2-H4 5 1,584 198
ASP_161@0-LIG_25@N3-H6 34 3,6055 4478
HIE_162@ND1-LIG_25@N3-H6 14 1,972 3871
ASP_161@0-LIG_25@N3-H7 26 3,6078 4701
HIE_162@ND1-LIG_25@N3-H7 11 1,9507 3084
ASP_161@0-LIG_25@N3-H8 26 3,9428 5717
HIE_162@ND1-LIG_25@N3-H8 12 1,9508 3211
LIG_25@0-PHE_28@N-H 2 1,0239 343
LIG_25@0-SER_29@N-H 10 1,5889 6813

Tabla C2: Resultados de LT para el complejo 1-LH

LIG_25@N-GLN_19@NE2-HE21 1 1 1
GLN_19@NE2-LIG_25@N-H 1 1 8
GLY_23@0-LIG_25@N-H 5 1,2481 322
GLY_23@0-LIG_25@N2-H7 1 1 1
ASP_161@0-LIG_25@N3-H5 33 3,8531 4932
HIE_162@ND1-LIG_25@N3-H5 10 1,9127 2957
ASP_161@0-LIG_25@N3-H6 30 3,9857 5576
HIE_162@ND1-LIG_25@N3-H6 9 1,8966 3027
ASP_161@0-LIG_25@N3-H8 27 3,8469 4647
HIE_162@ND1-LIG_25@N3-H8 13 1,9051 3452
LIG_25@0-PHE_28@N-H 3 1,0419 348
LIG_25@0-SER_29@N-H 13 1,6787 7168
LIG_25@0-SER_29@0G-HG 8 2,2222 60
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Figura C5: Grafico del tiempo de vida media durante la trayectoria de Dindmica Molecular de las interacciones de 1-
LX (A) y 1-LH (B).
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Tabla C3: Resultados de Porcentaje de Ocupacion de EH para el complejo 1-LX

Frames Porcentaje de | Distancia Angulo
ocupancia (%) promedio (A) promedio (°)
LIG_25@0-SER_29@H 6813 34,07 2,9019 156,1936
ASP_161@0- LIG_25@H8 5717 28,58 2,8374 155,3332
ASP_161@0- LIG_25@H7 4701 23,51 2,8387 155,3878
ASP_161@0-LIG_25@H6 4478 22,39 2,8386 155,807
HIE_162@ND1-LIG_25@H6 3871 19,35 2,9034 158,926
HIE_162@ND1- LIG_25@H8 3211 16,05 2,9024 158,7168
HIE_162@ND1- LIG_25@H7 3084 15,42 2,9042 158,889
LIG_25@0- PHE_28@H 343 1,71 2,904 141,7716
SER_64@0- LIG_25@H4 198 0,99 2,8953 155,2765
GLY_23@0-LIG_25@H4 139 0,69 2,8953 158,2119
GLY_23@0 - LIG_25@H 114 0,57 2,9025 141,8623
GLN_19@NE2 -LIG_25@H 5 0,03 2,9367 144,7084

Tabla C4: Resultados de Porcentaje de Ocupacion de EH para el complejo 1-LH

LIG_25@0-SER_29@H 7168 35,84 2,9004 158,3377
ASP_161@0- LIG_25@H6 5576 27,88 2,8409 156,3398
ASP_161@0-LIG_25@H5 4932 24,66 2,8411 156,0052
ASP_161@0- LIG_25@H8 4647 23,24 2,8433 156,433
HIE_162@ND1 - LIG_25@HS8 3452 17,26 2,9072 160,0836
HIE_162@ND1- LIG_25@H6 3027 15,14 2,9073 159,8631
HIE_162@ND1- LIG_25@H5 2957 14,79 2,9062 160,1124
LIG_25@0- PHE_28@H 348 1,74 2,9032 142,2078
GLY_23@0- LIG_25@H 322 1,61 2,8912 143,9794
LIG_25@0-SER_29@HG 60 0,3 2,8142 162,0006
GLN_19@NE2-LIG_25@H 8 0,04 2,9689 143,6915
LIG_25@N-GLN_19@HE21 1 0,01 2,9756 142,0417
GLY_23@0-LIG_25@H7 1 0,01 2,9805 158,1636
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Figura C6: Grafico de porcentaje de ocupacién durante la trayectoria de Dindmica Molecular de los complejos 1-LX
(A)y 2-LH (B)

Analizando el par 2-LX/LOH, se puede observar que para el compuesto halogenado la
interaccién con mayor vida media es Lig25@O0-Ser29@NH que se mantiene 14 frames
consecutivos, mientras que para 2-LOH el puente de hidrogeno Asp161@0-Lig25@N3H4 es el
que posee mayor tiempo de vida media durante la simulacién, un total de 14 frames.
Observando los porcentajes de ocupacion de los EHs en 2-LX el 42 % de la simulacién se

mantiene el puente de hidrogeno entre la O del Ligando25 y el N del residuo Serina 29, mientras
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que para 2-LOH durante el 20% de la simulaciéon se mantienen los puentes de hidrogeno entres

el O del residuo Asp161 y el nitrégeno del Ligando.

Tabla C5: Resultados de LT de los Enlaces de Hidrogeno para el complejo 2-LX

Maximo LT Promedio LT Total (frames)

GLN_19@OE1-LIG_25@N-H 3 1,1226 119
GLN_19@NE2-LIG_25@N-H 1 1 1
GLY_23@0-LIG_25@N-H 1 1 2
ASP_161@0-LIG_25@N2-H6 4 1,1293 1293
CYX_63@0-LIG_25@N3-H4 2 1,5 3
ASP_161@0-LIG_25@N3-H4 8 1,3382 641
HIE_162@ND1-LIG_25@N3-H4 5 1,6429 46
CYX_63@0-LIG_25@N3-H5 1 1 1
ASP_161@0-LIG_25@N3-H5 6 1,286 616
HIE_162@ND1-LIG_25@N3-H5 7 2,1724 63
GLY_23@0-LIG_25@N3-H8 1 1 1
CYX_63@0-LIG_25@N3-H8 2 1,6667 5
ASP_161@0-LIG_25@N3-H8 6 1,3503 636
HIE_162@ND1-LIG_25@N3-H8 6 1,7714 62
LIG_25@0-PHE_28@N-H 1 1 11
LIG_25@0-SER_29@N-H 14 1,8409 8400

Tabla C6: Resultados de LT de los Enlaces de Hidrogeno para el complejo 2-LOH

GLN_19@OE1-LIG_25@N-H 1 1 1

GLN_19@NE2-LIG_25@N-H 2 1,025 41

GLY_23@0-LIG_25@N-H 3 1,063 422
GLY_23@0-LIG_25@N2-H6 4 1,2109 178
SER_64@0-LIG_25@N2-H6 2 2 2

LEU_160@0-LIG_25@01-H8 7 1,3447 394
ASP_161@0-LIG_25@N3-H4 14 1,6458 3685
HIE_162@ND1-LIG_25@N3-H4 9 1,5311 3422
ASP_161@0-LIG_25@N3-H5 9 1,7152 3818
HIE_162@ND1-LIG_25@N3-H5 8 1,566 3392
LIG_25@N1-LIG_25@N3-H9 1 1 1

ASP_161@0-LIG_25@N3-H9 10 1,6817 3836
HIE_162@ND1-LIG_25@N3-H9 9 1,5182 3384
LIG_25@0-PHE_28@N-H 2 1,0075 135
LIG_25@0-SER_29@N-H 5 1,1592 1711
LIG_25@0-SER_29@0G-HG 10 2,1145 960
LIG_25@N-GLN_19@NE2-HE21 1 1 6
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Figura C7: Grafico del tiempo de vida media durante la trayectoria de Dinamica Molecular de las interacciones de 2-
LX (A) y 2-LOH (B)
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Tabla C8: Resultados de Porcentaje de Ocupacidon de los Enlaces de Hidrogeno para el complejo 2-LX

Frames | Porcentaje (%) Distanciaapromedio Angulo
(A) promedio (°)
LIG_25@0-SER_29@H 8400 42 2,9028 161,147
ASP_161@0-LIG_25@H6 1293 6,46 2,9176 147,2766
ASP_161@0-LIG_25@H4 641 3,21 2,8345 151,1325
ASP_161@0-LIG_25@H8 636 3,18 2,8293 152,1091
ASP_161@0-LIG_25@H5 616 3,08 2,8273 152,1576
GLN_19@OE1-LIG_25@H 119 0,6 2,9173 157,1407
HIE_162@ND1- LIG_25@H5 63 0,32 2,8919 158,2313
HIE_162@ND1- LIG_25@H8 62 0,31 2,8701 156,8168
HIE_162@ND1-LIG_25@H4 46 0,23 2,8777 155,4109
LIG_25@0-PHE_28@H 11 0,06 2,8989 142,5962
CYX_63@0-LIG_25@H8 5 0,03 2,7889 154,7441
CYX_63@0- LIG_25@H4 3 0,01 2,8411 153,1142
GLY_23@0-LIG_25@H 2 0,01 2,8077 157,7012
GLY_23@0O-LIG_25@H8 1 0,01 2,749 161,2275
CYX_63@0- LIG_25@H5 1 0,01 2,9343 156,6101
GLN_19@NE2-LIG_25@H 1 0,01 2,9483 154,0306

Tabla C9: Resultados de Porcentaje de Ocupacién de los Enlaces de Hidrogeno para el complejo 2-LOH

Frames Porcentaje Distancia Angulo promedio
(%) promedio (A) )

ASP_161@0- LIG_25@H9 3836 20,19 2,8468 154,532
ASP_161@0-LIG_25@H5 3818 20,09 2,8426 154,5702
ASP_161@0-LIG_25@H4 3685 19,39 2,8447 154,5591
HIE_162@ND1- LIG_25@H4 3422 18,01 2,8975 157,4102
HIE_162@ND1-LIG_25@H5 3392 17,85 2,9 157,6362
HIE_162@ND1- LIG_25@H9 3384 17,81 2,8996 157,7422
LIG_25@0- SER_29@H 1711 9,01 2,9259 158,8215
LIG_25@0 -SER_29@HG 960 5,05 2,8152 159,6158
GLY_23@0-LIG_25@H 422 2,22 2,8847 141,6686
LEU_160@0- LIG_25@H8 394 2,07 2,7589 158,5232
GLY_23@0- LIG_25@H6 178 0,94 2,9001 151,1512
LIG_25@0-PHE_28@H 135 0,71 2,9184 145,1727
GLN_19@NE2-LIG_25@H 41 0,22 2,9417 144,3396
LIG_25@N-GLN_19@HE21 6 0,03 2,9047 142,381
SER_64@0- LIG_25@H6 2 0,01 2,9258 162,7805
LIG_25@N1- LIG_25@H9 1 0,01 2,6085 137,4942
GLN_19@OE1-LIG_25@H 1 0,01 2,9748 136,3051
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Figura C8: Grafico de porcentaje de ocupacién durante la trayectoria de Dinamica Molecular de los complejos 2-LX
(A)y 2-LOH (B)

Finalmente, del analisis del tiempo de vida y el porcentaje de ocupaciéon de los EHs se pudo
comprobar que para el caso de los compuestos halogenados la interacciéon mas estable durante
la dindmica es con la Ser 29, mientras que para el caso de los analogos no halogenados presenta

mayor relevancia la interaccion con el Asp 161.
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