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RESUMEN

Antecedentes. La superfamilia de metaloenzimas histonas desacetilasas (HDACs) esta
ampliamente implicada en la regulacion epigenética de la expresion génica. Catalizan la
escision del grupo N-acetilo de los residuos de lisina acetilados situados en las colas de las
histonas nucleosémicas centrales H2a, H2b, H3 y H4. La sobreexpresiéon de la enzima
histona desacetilasa da lugar a cromatina hipoacetilada que se vuelve inaccesible para los
factores de transcripcion. Estas enzimas también regulan el estado de acetilaciéon de
numerosas proteinas no histénicas, como los factores de transcripcion p53, STAT3 y los
receptores de androgenos y glucocorticoides en el nucleo celular, asi como la a-tubulina y
la Hsp90 en el citoplasma. La actividad catalitica de las enzimas histonas desacetilasas
(HDAC) es directamente relevante en la patogénesis del cancer y otras enfermedades.

Resultados. En este trabajo, informamos de un estudio de modelado molecular combinado
que se realiz6 sobre una serie de 39 inhibidores de HDAC1 derivados del compuesto CI-994.
Validamos los modelos 3D-QSAR mediante la comparacion de los dos esquemas principales
de alineacioén, el basado en el ligando (LB) y el guiado por el receptor (RG) que fue asistido
por cristalografia de rayos X. El alineamiento guiado por el receptor usando docking generd
resultados estadisticamente satisfactorios para un modelo CoMFA-SE (q2 = 0.560, rZes =
0.8059, r2,ey = 0.949, N = 4), este alineamiento luego fue asistido por difracciéon de rayos X,
para construir modelos para los cuales se obtuvieron los siguientes resultados: COMFA-SE
(q2 = 0.586, r2test = 0.7994, r2ney = 0.961, N = 0.4) y COMSIA-SEHA (g2 = 0.570, r2e.s: = 0.7850,
I2hev = 0.963, N=5). Ademas, se llevaron a cabo simulaciones de dindmica molecular (MD) de
50 ns en solvente explicito y calculos de energia de interaccién para cuatro diferentes
complejos Ligando-Receptor para determinar los modos de union e identificar residuos
cruciales que interactian via descomposiciéon por residuos. Las simulaciones MD
exploraron mas a fondo las interacciones detalladas entre la proteina y los ligandos y los
resultados fueron consistentes con los hallazgos obtenidos desde los modelos 3D-QSAR y el
docking molecular. Las energias de interacciéon calculadas por el método MMPBSA
mostraron la importancia de la interaccidn electrostatica, van der Waals y la contribucion
no polar a la energia libre de union.

Conclusiones. Se ha observado una buena correlacion entre los resultados de MD, los
estudios de docking y el analisis del mapa de contorno de los modelos 3D-QSAR. El estudio
ha identificado los residuos clave en el bolsillo de unién de HDAC1 para la interaccion de
unién del ligando. Los resultados de este estudio pueden aportar algunas ideas para el
desarrollo de nuevos y potentes inhibidores de HDAC1 de estructura general 4-Acetilamino-
N-(2’-aminofenil) benzamida.

Palabras clave: HDAC1; HDACI; 4-Acetamido-N-(2-aminofenil) benzamida; epigenética; cancer;
modelado molecular; Docking; 3D-QSAR; simulaciones MD; MMPBSA
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SUMMARY

Background. The histone deacetylase (HDACs) superfamily of metalloenzymes is
extensively involved in epigenetic regulation of gene expression. They catalyze the cleavage
of the N-acetyl group from acetylated lysine residues located on the tails of the core
nucleosomal histones H2a, H2b, H3, and H4. However, overexpression of histone
deacetylase leads to hypoacetylated chromatin that becomes inaccessible to transcription
factors. These enzymes also regulate the acetylation status of numerous nonhistone
proteins such as transcription factors p53, STAT3, Androgen and Glucocorticoid receptors
in the nucleus, as well as a-tubulin and Hsp90 in the cytoplasm. The catalytic activity of the
histone deacetylase (HDAC) enzymes is directly relevant to the pathogenesis of cancer as
well as several other diseases.

Results. In this work, we report a combined molecular modeling study was performed on a
series of CI-994 derivatives as HDAC1 inhibitors. We validated the 3D-QSAR models by
comparison of two major alignment schemes, namely ligand-based (LB) and Receptor-
guided (RG) assisted by X-Ray diffraction. The receptor-guided alignment generated
statistically satisfactory results for a COMFA-SE model (g2 = 0.560, 125 = 0.8059, r2ne =
0.949, N = 4), this alignment which was then assisted by X-ray diffraction, to construct
models for which the following results were obtained: COMFA-SE (g2 = 0.586, r2s: = 0.7994,
%y = 0.961, N = 0.4) and CoMSIA-SEHA (q2 = 0.570, rZes: = 0.7850, rZ,v = 0.963, N=5).
Furthermore, a 50-ns molecular dynamics (MD) simulation in explicit solvent and binding
free energy calculations were carried out on four different Receptor-Inhibitors complexes
to determine the binding modes and to identify crucial interacting residues. The rationality
and reliability of molecular docking and 3D-QSAR results were validated by MD simulation.
The binding free energies calculated by the MM/PBSA method showed the importance of
the Electrostatic, van der Waals interaction and the nonpolar contribution to the binding
free energy.

Conclusions. A good correlation between the MD results, docking studies, and the contour
map analysis were observed. The study has identified the key amino acid residues in the
HDAC1 binding pocket for ligand binding interaction. The results from this study can
provide some insights into the development of potent, novel HDAC1 inhibitors of general
structure4-Acetylamino-N-(2'-aminophenyl) benzamide.

Keywords: HDAC1; HDACi; 4-Acetamido-N- (2-aminophenyl) benzamide; epigenetic; cancer;
molecular modeling; Docking; 3D-QSAR; MD simulations; MMPBSA
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CAPITULO 1 - INTRODUCCION

El cancer puede ser causado por cambios o mutaciones en el ADN [11. E1 ADN es la sustancia
quimica en nuestras células que compone nuestros genes. La expresion genética es regulada
a través de un control trasnscripcional mediado por el ARN, promoviendo la sintesis de
proteinas y son estas en gran parte las que determinan las caracteristicas y la funcién de
una célula. Ciertos genes regulan cudndo las células crecen, se dividen, se mantienen vivas,
o0 cuando mueren, éstos son conocidos como oncogenes. El cancer estid asociado a una
activacion anormal de los oncogenes o dicho de otra forma a la desactivacion de los genes
supresores de tumores [1],

El conjunto de todas las modificaciones quimicas a las cuales esta sujeto el ADN de una
célula es llamado epigenoma. Los cambios epigenéticos son parte del desarrollo normal de
un organismo, en efecto, las células de un embrién comienzan con un genoma maestro y a
medida que las células se dividen, algunos genes se activan y otros se desactivan,
diferencidndose en tipo de tejido y funcion. Las “etiquetas” o modificaciones quimicas que
activan o desactivan los genes estan en un dialogo de toda una vida y son influenciados por
factores como la dieta, exposicidon a sustancias quimicas y medicamentos. De todas las
modificaciones quimicas posibles, la deacetilaciéon surge como un cambio epigenético que
puede ser modulado a través de farmacos inhibiendo a las enzimas Histonas Deacetilasas
(HDACSs) 2. En esa linea, la familia de las HDACs se ha convertido en un interesante objetivo
biolégico contra el cancer en los ultimos afios, debido a que estd intrinsecamente
involucrada en la regulacion epigenética de la expresion génica [3l. La sobreexpresion de las
histonas deacetilasas estd asociada con cromatina que se vuelve inaccesible a los factores
de transcripcion B, por lo que la activacion anormal de las HDACs esta implicada en el
silenciamiento epigenético de genes supresores de tumores [41.

Existen cuatro clases distintas de HDACs: clase I (HDAC1, 2, 3 y 8), clase Ila (HDAC4, 5,7y
9), clase IIb (HDAC6 y 10) y clase IV (HDAC11), que representan las deacetilasas
dependientes de Zn+2. Estas HDACs son responsables de remover los grupos N-acetil desde
los residuos de lisina acetilada localizados en las colas de las histonas centrales H2a, H2b,
H3 y H4 del nucleosoma 3. Recientemente, varios estudios han demostrado que ciertos
miembros de las familias de las HDACs se expresan de forma aberrante en varios tumores y
tienen una funcién no redundante en el control de los atributos de las células cancerigenas.
En particular, las HDACs pertenecientes a la Clase I son consideradas por muchos
investigadores como las dianas mas relevantes para el tratamiento del cancer, esto debido
a que los inhibidores que poseen actividad contra HDACs 1, 2, 3 y 8, generalmente muestran
un fuerte efecto anti proliferativo e inductor de actividad apoptética. En esta investigacion
se selecciond la Histona Deacetilasa 1 como receptor especifico, ya que juega un importante
rol en varias lineas de células cancerigenas. Cabe destacar que las HDACs de la Clase I se
encuentran desreguladas en células y tejidos tumorales en lineas cancerigenas de las mas
agresivas y con mayor prevalencia a nivel mundial/nacional. Se ha observado
sobreexpresion de HDAC1 en varios canceres humanos, incluyendo el de ovario, mama,
prostata, pancreas y leucemia, con actividad sobre la detencién del ciclo celular,
proliferacién, actividad apoptética y sensibilizacion para mejoras en resultados de
quimioterapia (L.
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1.1. Estado del Arte: Inhibidores

Actualmente, existen cuatro clases estructurales de inhibidores de HDACs: acidos
hidroxamicos, acidos grasos de cadena corta, grandes péptidos ciclicos y benzamidas [5-91. El
acido hidroxamico de Suberoylanilida (SAHA, Vorinostat; Merck) y Romidepsina (FK-228;
Gloucester Pharmaceuticals) fueron aprobados para el tratamiento del linfoma cutaneo de
células T dentro de los 10 afios siguientes a su descubrimiento [71. El inhibidor pan-HDAC
comunmente utilizado, SAHA, parece inhibir las HDACs de Clase I y IIb, con una actividad
significativamente menor contra los HDAC de Clase 13, y su perfil de inhibicién se comparte
con otros inhibidores aprobados como Belinostat (PXD-101; TopoTarget) y Panobinostat
(LBH-589; Novartis) 81 ver figura 1.1.

o]

.‘;\(\/\/\)l\ LH O
4 d
H

Vorinostat (SAHA)
aprobado 2006

Romidepsin (FK-228)
aprobado 2009

a
'J-.,:’f1 o = ~OH
S \~OH H '
= H ) N
HMN
CH3
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Figura 1.1. Modelo de farmacé6foro y las estructuras de los medicamentos aprobados. Adaptada
referencia [12],

Los estudios proteémicos muestran que sélo el 10% de todos los sitios de acetilaciéon son
sensibles al tratamiento con SAHA y enfatizan ain mas en la necesidad de nuevos
inhibidores HDACs °l. El disefio de nuevos inhibidores de HDAC selectivos sobre una clase
especifica de HDACs es crucial para mejorar las diversas limitaciones que presentan los
tratamientos actuales contra el cancer. El desarrollo de inhibidores selectivos de HDACs es
una manera significativa de prevenir los efectos secundarios de los actuales HDACIs
basados en acidos hidroxamicos, que principalmente causan diarrea, fatiga muscular y una
baja en las células sanguineas, teniendo que ser suministrados generalmente en
combinacién a otros firmacos. Los HDACIs basados en 4cidos hidroxamicos no ejercen una
selectividad deseada hacia una isoforma especifica, mientras que las 2-aminobenzamidas
ejercen selectividad sobre HDACs pertenecientes a la Clase I y las isoformas de interés
(HDAC 1, 2 y 3); como ejemplo tenemos a Entinostat (MS-275; Syndax pharmaceuticals Inc)
y Mocetinostat (MGCD0103; MethylGene Inc) que estan en ensayo clinico fase 2 y 1
respectivamente, que comparten un perfil de inhibicién similar 2. Los firmacos antes
mencionados, con selectividad por HDAC1, presentan tanto similitudes farmacoféricas de
enlazamiento como perfil de inhibicién en HDAC2.

10
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Este trabajo se bas6 en 39 moléculas inhibidores del tipo benzamida especificamente orto-
aminoanilidas 1191, los cuales comparten un farmacéforo comin que esta compuesto por un
grupo de unién al zinc (rojo), una regiéon de unién generalmente apolar (negro), unidad
conectora polar (rosado) y un dominio de reconocimiento de superficie (azul) [5-10.12], ver
figura 1.2.
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Figura 1.2. Definicién de los elementos esenciales de unién de las orto-aminoanilidas a HDACs.
Adaptada referencia [12].

A través de este estudio de modelado molecular apoyado de interfaces graficas se busca
explorar y lograr nuevo conocimiento sobre el modo de unién de los inhibidores derivados
del farmaco CI-994 en complejo a HDAC1 [1%, obteniendo una visualizacién que facilite
potencialmente la comprensiéon de los mecanismos moleculares relacionados con los
inhibidores de HDACs de la Clase I [7-12l. También aportar con informacién que permita
definir preliminarmente los requerimientos estructurales que rigen la selectividad de
inhibidores de HDACs de la Clase I derivados de las orto-aminoanilidas (ver figura 1.3). Para
de esa forma contribuir en la etapa de conceptualizacion del proceso de disefio de nuevos
inhibidores [11.12],

Figura 1.3. Modelacién molecular del sitio activo de HDACs en complejo a inhibidor derivado de
las orto-aminoanilidas. (Todas las técnicas de modelado molecular utilizadas en esta tesis son tratadas de
manera especial y mas profunda en los apartados del apéndice Al, para quienes no estén familiarizados con
los fundamentos de esta disciplina.)

11



Universidad Técnica Federico Santa Maria
Departamento de Quimica

CAPITULO 2 - OBJETIVO DE INVESTIGACION

Entre las preguntas que guian esta investigacion destacan las siguientes: (1) ;Cudl seria el
potencial que supondria dirigir la sintesis de este tipo de moléculas a través del disefio de
farmacos asistido por computadora?, (2) ;Podremos obtener nuevos firmacos con mayor
actividad y selectividad sobre la modulacion de la accién bioldgica de enzimas HDACs de la
clase I a través de esta metodologia?, (3) ;Cual sera la factibilidad sintética de sintesis para
su posterior uso en tratamientos contra el cancer basados en regulacién epigenética?,
preguntas unificadas en el afin de disminuir indeseados efectos colaterales que causan
actuales inhibidores.

En base a la revision bibliografica, el desafio de la propuesta de esta tesis de Magister es
realizar un estudio estructural y energético del modo de unién de farmacos de tipo orto-
aminoanilida en complejo a la enzima histona deacetilasa 1 (HDAC1), utilizando para ello la
combinacién de diversas herramientas computacionales (QM, Docking, 3D-QSAR vy
Dinamica Molecular) e informacién experimental (Difracciéon de rayos-X y analisis in vitro
de citotoxicidad).

2.1. Hipotesis

H1. Desde un estudio de disefio de fArmacos asistido por computadora es posible obtener
nuevas moléculas basadas en el esqueleto benzamida (tipo molécula CI-994) con afinidad
de unién mejorada en el receptor de interés HDAC1 que moléculas Hits con actividad
biolégica informada.

H2.Enbase ala disponibilidad de la estructura cristalizada de la enzima HDAC1, postulamos
que a partir de un alineamiento molecular derivado de estudios de docking, es posible
obtener relaciones de estructura actividad cuantitativas utiles mediante técnicas 3D-QSAR
con valores de g% > 0.5 y r2> 0.6.

2.2. Objetivos Generales

Lograr un mejor y nuevo entendimiento estructural del modo de uniéon de los inhibidores
derivados del fArmaco CI-994 con la enzima HDAC1, para optimizar compuestos Hits.

2.3. Objetivos Especificos

1. Explorar a nivel atémico el sitio activo de la metaloenzima HDAC1 en complejo a 4
inhibidores, para lograr una comprensiéon mejorada de la estructura y dindmica de
las interacciones implicadas en el sistema farmaco-receptor.

2. Integrar diferentes técnicas para potenciar y mejorar el alineamiento de moléculas
derivadas del fArmaco CI-994, paso clave en la generacién de modelos 3D-QSAR
estadisticamente confiables.

3. Proponer y disefiar nuevas moléculas.

12
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CAPITULO 3 - METODOLOGIAS

La estrategia se basé en la informacidn proveniente desde experimentos de difraccién de
rayos-X existente tanto para HDAC1 como HDAC2, esta ultima en complejo a compuestos
tipo orto-aminoanilidas, sacando ventaja de la resolucién que ofrece este tipo de
experimentos a nivel de comprension estructural, para saber en cuales interacciones entre
compuestos Hits y aminodacidos del sitio activo del receptor concentrarse.

El estudio de las interacciones no covalentes en el complejo fArmaco-receptor juegan un
papel clave en el estudio de las HDACs y sus procesos biol6gicos, un buen entendimiento de
estas puede guiar la sintesis de nuevos compuestos, por esta razon se le dan un tratamiento
especial en el Apéndice A2. En la presente tesis, se reportan resultados derivados de dichas
interacciones en el estado ligado o complejo farmaco-receptor, la metodologia es por
definicién un estudio de modelacién molecular combinado (ver esquema 3.1):

(1) Mediante el uso de acoplamiento molecular (Docking). Aproximacién que ofrece un resultado
rapido que ayuda a entender el proceso de unidn.

(1) Mediante simulaciones de dindmica molecular MDs. Cambios conformacionales y energia de
enlazamiento, usando método de punto final.

(1ll) Estudios de andlisis cuantitativo de la relacién estructura-actividad tridimensional 3D-
QSAR. Utilizando alineamiento s moleculares basados en ligando y receptor [1112]. Proponiendo
nuevas moléculas e introduciéndolas al modelo.

Estructuras LIGANDOS

Coleccidn Data set,
39 inhibidores HDAC1

|} 3D-GSAR
Moléculas 11, Calculo de cargas RESP Optimizacion energetica y El conijunto fue dividido:
< , - i
@_‘ (HF/6-31G*) SFC=Tight geometrica (Opt/AM1/G03)
13 test set
26 training set Distil
RECEPTOR l ’ SYBIL-X1.2
. i Docking Molecular |
HDAC1 . i Autodock/Vina para ‘ Alineamiento Basado en Ligandos
—_—> —>
(4BKX) Agtod ock4Zn PyMOL '
AutoGrid4.0
Modelos CoMFA/CoMSIA
l Mapas de Contorno
Preparacion 4
Librerias con Seleccion mejor pose de , .
cargas Docking para cada complejo Superposicidn Alineamiento Basado por Receptor
Asistido por X-ray
HDAC1 en complejo con 11,16,35 y 38
Modelos CoMFA/CoMSIA
Mapas de Contorno
L Preparacion de archivos de Topologia y
- coordenadas AMBER12
Anadlisis Interacciones P,
Setup de la MD estructural No-Covalentes 1'
Minimizar, Slmule;z‘:’lones MD
Calentamiento, i) Afinidades de Calculos de Energia de Enlazamiento.
Equilibracion, union MMPBSA Contribuciones por Residuos.
Produccion.

¢ Prediccion V/S plCso?
Esquema 3.1. Flujo de trabajo metodolégico.
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3.1. Seleccidon de la estructura inicial

Para lograr realizar [, Il y II del apartado anterior es fundamental contar con la estructura
cristalina de alta resolucién de HDAC1 para humanos (homo sapiens), esta se obtuvo desde
el banco de datos de proteinas (PDB ID: 4BKX), donde una noci6n preliminar de los residuos
del sitio activo involucrados en la inhibicion de HDAC1 fueron reportados [13l. Esta
estructura fue tomada como estructura inicial para el acoplamiento molecular y la dindmica
molecular (Figura 3.1).

Figura 3.1. El acoplamiento entre el compuesto més activo y HDAC1.La enzima estd representada
en larepresentacion de superficie y el inhibidor en modelo van der Waals (izquierda). La estructura
secundaria se representa en cintas (ribbons) y el inhibidor se muestra como representacién de palos
(Stick), el &tomo de zinc como representacion de esfera metalica (derecha).

3.2. Coleccion del conjunto de datos

Un total de 39 inhibidores de la enzima HDAC1, derivados del fairmaco CI-994, de estructura
general 4-Acetilamino-N-(2'-aminofenil) benzamida, reportados por Joey L. Methot &
colaboradores, fueron tomados para el estudio (ver Tabla.3.1) [10l. Antes del estudio 3D-
QSAR Yy los calculos de acoplamiento, todos los inhibidores utilizados en este estudio tedrico
fueron optimizados energética y geométricamente en un nivel de teoria semiempirica,
usando para ello el método AM1, del programa Gaussian 03 [14]. Para los estudios 3D-QSAR
el conjunto de datos se dividi6 manualmente en un conjunto de entrenamiento para la
generacién de modelos y un conjunto de pruebas para la validacién de modelos.

Los compuestos del conjunto de datos se dividieron inicialmente en 26 para el conjunto de
entrenamiento y 13 para el conjunto de prueba, teniendo en cuenta la diversidad estructural
(figura 3.2) y la distribucion de actividades (Tabla.3.1).
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Tabla 3.1. Estructura y actividades biolégicas de los compuestos estudiados [10].

Compuesto Sustituyente R Serie pICso
1 Fenilo A 7,237
2 2-Piridilo A 6,509
3 3-Piridilo A 7,168
4 4-Piridilo A 7,125
5 2-Tiofenilo A 6,886
6 2-Benzotiofenilo A 6,886
7 2-Benzotiazolilo A 6,456
8 2-Furanilo A 6,886
9 5-Isoxazolilo A 7,000
10 3-Aminofenilo A 6,357

11 4-Aminofenilo A 7,398
12 Acetilo A 5,319
13 Hidrocinamilo A 6,215
14 Cinamilo A 5,921
15 Hidrégeno B 5,585
16 Fenilo B 7,319
17 2-Tiofenilo B 7,187
18 3-Tiofenilo B 7,284
19 3-Furanilo B 6,796
20 1-Imidazolilo B 6,000
21 4-p Piridilo B 6,187
22 1- Pirrolidinilo B 6,174
23 Ciclopentilico B 5,377
24 Fltor C 6,854
25 NH2 C 6,482
26 NMe: C 5,276
27 CH2CN C 6,602
28 CH2NH2 C 5,678
29 CO2CH2Ph C 5,886
30 CH2CH2CO2H C 4,886
31 CH2CH2C02Me C 5,824
32 Hidrogeno D 5,620
33 Fenilo D 7,222
34 2-Tiofenilo D 7,319
35 Ri:NHz, Rz:H E 6,244
36 R1:0H, Rz: Fenilo E 7,745
37 R1:NHz ,Rz:Fenilo E 7,553
38 R1:NHz, Rz: 2-Tiofeno E 8,155
39 R1:NHz, R2: 3-Tiofeno E 8,155

(Los compuestos en negritas 11, 16, 35 y 38, fueron usados posteriormente para simulaciones de dindmica molecular).
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Los compuestos del conjunto de pruebas se seleccionaron aleatoriamente, conteniendo
compuestos en un rango uniforme de valores de actividad biolégica desde baja a alta
actividad. La magnitud del logaritmo negativo del valor de ICso (pICso) van de 4,88 a 8,15
cubriendo un intervalo de mas de 3 unidades logaritmicas, que se considera apto para
estudios 3D QSAR [15-18],

R

e | i )
=

NHz L NHz

D R Ry
o [ ]
o
/@ 0 /Q)LN
N i
N
NHz )'LN R,
H

Figura 3.2. Andamios estructurales para las series A, B, C, D y E, de los compuestos en estudio.

)

3.3. Acoplamiento molecular

Los estudios de acoplamiento se llevaron a cabo utilizando el software AutoDock 4.2.6,
AutoDock Tools 1.5.7 [19201 y AutoDock4Zn. Este ultimo es un campo de fuerza AutoDock
mejorado para el acoplamiento de pequefnas moléculas a metaloproteinas de zinc [211. Se
utilizé el plugin Autodock/Vina[221 para PyMol [23] para mejorar la realizacién de calculos de
acoplamiento. La estructura inicial del receptor fue cargada en PyMol [24]. La estructura de
la proteina fue preparada removiendo moléculas de agua, agregando cargas Kollman e
hidrégenos polares. En primer lugar, los residuos alrededor de 6 A del ligando co-
cristalizado fueron considerados como el sitio de unién para los estudios de Docking. Todas
las moléculas del conjunto de datos se acoplaron al sitio activo de HDAC1. Luego, usando el
programa auxiliar AutoGrid4.0 se generd un mapa de cuadricula utilizando las coordenadas
X, ¥, z para encontrar un centro de una cuadricula pequefia, adecuado y lo mas
representativo para el sitio activo. Las dimensiones de la rejilla se fijaron a partir de 45 x 45
X 45 puntos, con una distancia entre rejillas de 0,375 A. El niimero de corridas de Docking
se fij6 en 100. La poblacion en el algoritmo genético fue de 150. Después del acoplamiento,
las 100 posiciones de acoplamiento se agruparon (clustered) en grupos con desviaciones
RMS inferiores a 1,0 A. Entre todo el grupo de complejos pronosticados por AutoDock, la
conformacion del grupo mas poblado, junto con la conformaciéon de menor energia para el
compuesto mas activo acoplado al receptor, se utilizé6 como plantilla para la alineacion del
acoplamiento.
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3.4. Alineamientos y estudios 3D-QSAR

La alineacion molecular de compuestos es un paso crucial en el desarrollo de modelos 3D-
QSARI251. Recientemente se han publicado varios estudios en los que se ha aplicado con éxito
la combinacién de métodos basados en ligandos y guiados por receptor para el disefio y
predicciéon de compuestos bioactivos [16-18,24-27],

3.4.1. Alineamiento basado en ligandos (LB)

Todas moléculas del conjunto de datos optimizadas fueron cargadas en el programa Sybyl
X 1.2 [28], Las cargas MMFF94 se aplicaron como cargas parciales. La estadistica del modelo
depende de la alineacién de las moléculas en su conformacién bio-activa [24], se asumid
entonces que cada molécula se une al sitio activo de manera similar, ya que comparten un
andamiaje comun. Durante el procedimiento, todas las moléculas del conjunto de datos, se
alinean alrededor del nucleo de la benzamida central utilizando la funcidn Distill incluida en
SybylX 1.2 (28],

3.4.2. Alineamiento guiado por receptor (RG)

Las moléculas del conjunto de datos optimizadas se acoplaron al sitio activo de HDAC1. La
conformacion de energia mas baja y la postura mejor acoplada del compuesto mas activo se
utilizé como pose de plantilla para la alineacidn por Docking. De esta manera, el resto de las
moléculas se superpusieron sobre esta plantilla (dentro del bolsillo de unién), obteniéndose
asi el alineamiento molecular guiado por el receptor para posteriores andlisis, con la
finalidad de mostrar y entender cémo estas moléculas podrian unirse al sitio activo [25.26],

3.4.3. Validacion interna y andlisis PLS: Estudios COMFA y CoMSIA

En CoMFA, los campos estérico y electrostatico se calcularon por separado utilizando un
carbono sp3 como atomo sonda con los valores de corte de energia de 30 kcal/mol. Los
modelos se generaron utilizando pardmetros por defecto [291. Para generar modelos 3D-
QSAR estadisticamente significativos, se utilizd la regresion de minimos cuadrados
parciales (PLS), la cual evalda el conjunto de entrenamiento correlacionando la variaciéon en
sus valores pIC50 con las variaciones en sus campos descriptores COMFA/CoMSIA. Para
analizar la fiabilidad de los modelos generados a partir del andlisis PLS, se realiz6 un analisis
de validacion cruzada con la metodologia "leave-one-out" (LOO) y distancia de muestra (Use
SAMPLS); obteniéndose el nimero 6ptimo de componentes (N) y el cuadrado del coeficiente
de validacion cruzada (q?), el cual se calcula segin la ecuacion (3.1) [29:

2 1 _ Z(Yi_ Ypred)z
a L0 7)?
Donde y;, ¥, € Ypreq son valor actual, promedio, y predicho respectivamente de la
actividad bioldgica.

(3.1)

A continuacién, se realizé un analisis sin validacién cruzada utilizando el nimero éptimo de
componentes N obtenido anteriormente. La validacién no cruzada se realizé con un valor
de filtro de columna de 2,0 para acelerar el analisis y reducir el ruido.
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De este andlisis se calcularon el coeficiente de Pearson (72.,), el error estindar de las
estimaciones (SEE), F del test de Fisher y la contribucién de cada campo [291.

En el analisis de indices de similitud molecular comparativa (CoMSIA) [1629], se calcularon
los descriptores estéricos, electrostaticos, hidrofébicos, de donante y de aceptor de enlaces
de hidrégeno, utilizando un 4&tomo sonda de radio 1,0 A. Se utiliz6 un factor de atenuacién
de 0,30. Se generaron modelos CoMSIA con diferentes combinaciones. De estos modelos
desarrollados, se selecciond un modelo de CoMSIA estadisticamente razonable en términos
de g2 r2y SEE 291,

3.4.4. Validacion externa de modelos 3D-QSAR

Para evaluar la capacidad de prediccién real de los modelos generados por los analisis
CoMFA/CoMSIA, ambos modelos fueron sometidos a criterios de validacion externa de
acuerdo con la prueba propuesta por Golbraikh y Tropsha [30.31], el cual utiliza los valores
de y; e Ypreq de los compuestos del conjunto de prueba y los grafica de dos formas:

)] En primer lugar, y; v/S ¥preq fijando el intercepto en 0 y obteniendo de la
regresion, larectay; = k Ypreq , con un coeficiente de correlacion ré que debe ser

cercano a 1.
(i) En segundo lugar, ypreq v/s y; fijando el intercepto en 0 y obteniendo de la

regresion la recta y,..q = k' y;, con un coeficiente de correlacién 4% que debe
ser cercano a 1.

En base lo anterior, se considera predictivo un modelo QSAR, si se cumplen las siguientes
condiciones:

q®>>0,5 (3.2)
r2>0,6 (3.3)

2_..2 2_ .02
C o105 <01 (3.4)
085<k<1150085< k' < 1,15 (3.5)
|¢ —r'%| <03 (3.6)

Se ha demostrado que todos los criterios anteriores son realmente necesarios para evaluar
adecuadamente la capacidad de prediccion de un modelo QSAR 3031, Ademas, el poder
predictivo externo de los modelos 3D-QSAR desarrollados utilizando el conjunto de prueba
se examind considerando las métricas ;2 [321 como se muestra a continuacion:

n=r2(- |‘/r2 — r02|) (3.7)

Donde 2 y ¢ son los coeficientes de correlacién cuadrado entre las actividades
observadas y predichas del conjunto de prueba, sin y con la intercepcion en el origen,
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respectivamente. Para una validacién de modelo externa significativa, el valor de ;2 debe
ser superior a 0,5.

Finalmente, los resultados de CoMFA/CoMSIA fueron representados graficamente por
mapas de contorno de campo usando el tipo de campo StDev*Coeff. En los mapas de
contorno, los campos moleculares como los campos estérico, electrostatico, hidrofébico,
donante y receptor de puente de hidrogeno; definen las regiones favorables o desfavorables
de las moléculas alineadas, sugiriendo la modificacién necesaria para disefiar nuevas
moléculas, con la finalidad de aumentar la actividad de los inhibidores.

3.5. Simulaciones de Dindmica Molecular

Las estructuras acopladas de 4bxk con los compuestos 11, 16, 35 y 38 sirvieron como
estructuras de inicio para cuatro simulaciones MD usando el programa Amber 12 331, E]
campo de fuerza de Amber99SB 34 fue usado para parametrizar la enzima. Los archivos de
topologia y coordenada de la enzima fueron construidos usando el médulo Leap y los
paradmetros de campo de fuerza necesarios para los inhibidores se generaron con el médulo
de Antechamber basado en el campo de fuerza AMBER generalizado (GAFF) 13536l Las
distribuciones de las cargas RESP para los inhibidores se generaron a partir de la
optimizacion geométrica usando el programa Gaussian 03 37l La minimizacién de cada
complejo fue efectuada a través del médulo sander. Cada complejo fue disuelto en una caja
rectangular de agua usando el modelo TIP3P 38], a una distancia minima de 2 A entre el
soluto y la caja. El catién divalente de zinc en el modelo fue reemplazado por un catién
divalente de zinc en forma de tetraedro que tiene cuatro atomos cationicos ficticios que
rodean al ion de zinc central 39491, Los iones de sodio fueron agregados al sistema mediante
el reemplazo aleatorio de moléculas de agua para neutralizar el sistema.

La minimizacién de energia de todo el sistema se llevé a cabo en 500 pasos con el método
de descenso mas pronunciado, seguido de 500 pasos de minimizacién via gradiente
conjugado, y un calentamiento de 50 picosegundos (ps) en un equilibrado corto (NVT) a
temperatura constante de 300 K usando Termostato Berendsen y 500 ps de presion
constante de 1 atm (equilibrado NPT) con restricciones débiles en el complejo. Para
mantener los enlaces de hidrégenos restringidos, se utilizé el algoritmo SHAKE [41l. Se
realiz6 una serie de producciéon por 50 nanosegundos (ns) utilizando el conjunto NPT a 300
Ky 10 atm de presién con un paso de tiempo de 2 femtosegundos (fs) y dinamica de
Langevin para el control de temperatura [2l. Se registraron coordenadas de la trayectoria
cada 2 picosegundos para todas las ejecuciones de MD. Durante las simulaciones de MD, las
interacciones de Coulomb de Largo Alcance fueron manejadas usando el método Particle
Mesh Ewald (PME) (43 y una distancia de corte de 8,0 A fue usada para las interacciones de
Van der Waals.

19



Universidad Técnica Federico Santa Maria
Departamento de Quimica

3.5.1. Analisis de las trayectorias

Los mddulos ‘ptraj’ and ‘cpptraj’ incorporados en AmberTools 12 44 fueron usados para
analizar la desviaciéon de la raiz-cuadrada-media (RMSD) entre pares de estructuras
ligando-receptor, en funcién de la posiciéon media de los &tomos de carbono a. Los mddulos
también se usaron en la medicién de distancias entre posiciones atémicas de los ligandos y
los residuos del receptor y un analisis de puentes de hidrogenos. Las iméagenes y

representaciones estructurales fueron preparadas usando PyMOL, VMD 451, y UCSF Chimera
[46],

3.5.2. Estimacién de la afinidad de union (MMPBSA)

Las energias de interaccidn para los complejos proteina-ligando fueron estimadas usando
el método MMPBSA y el enfoque de trayectoria Unica [*7-51. El método no toma en
consideracion a las moléculas de agua y iones de forma explicita, modelando sus efectos
desde la aproximacién de un continuo. Los calculos de energia promedio se realizaron
seleccionando 500 instantaneas a intervalos de tiempo definidos a partir de las
simulaciones de 50 ns de duracién, generando los conjuntos conformacionales para el
complejo, receptor y ligando, necesarios para los calculos energéticos. Los andlisis se
realizaron utilizando el script MMPBSA.py [52] que genera los archivos para correr los
calculos. La fuerza iénica fue ajustada a 0.1M (istrng=0.1) e idecomp=1. En el método
MMPBSA, la energia libre para cada especie (complejo, receptor, ligando) es descompuesta
en una energia en fase gas (“entalpia”), una energia libre de solvatacién y un término de
entropia como se muestra en la ecuacion 3.8.

G=H—-TS =Egqs + Gso1p — TS (3.8)
La energia libre G para cada especie se calcula a partir de la ecuacién 3.9:
G =Eges + Gsorp =TS = Eym + Gsorp — TS (3.9)

Donde Ewmm es la energia mecanica molecular en la fase gaseosa, Gsv la energia libre de
solvatacion, y - TS, la contribucién de la entropia conformacional.

El término Emm consiste en las energias interna Ein, electrostatica Eeiec y van der Waals Evqw,
de acuerdo con la siguiente ecuacion 3.10,

Eum = Eint + Eciec + Evaw = (Epona + Eangle + Etors) + Eetec + Evaw (3.10)

La energia de solvatacion, Gso, Se compone de una contribucién electrostatica (polar),
Gsolvpolar, y UNa contribucion no polar, Gsoivno-polar, S€ZUN ecuacion 3.11:

Gsolv = Gsolu,polar + Gsolu,no—polar (3-11)

Aqui, Gsolvpol S€ eStima a partir de una solucién de la ecuacion lineal Poisson-Boltzmann (PB)
y la parte no polar, Gsolvno-polar €5 tipicamente estimada por el método del area superficial
accesible al solvente (SASA), aunque también podria ser el volumen (SAV).
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El término de solvatacidn no polar (Gsolv,no-polar) S€ €vallia a partir de una simple relacién
lineal segiin ecuacién 3.12,

Gsolv,no—polar = y-SASA + OffSEt (3.12)

La parte no polar, Gsolvno-polar €S tipicamente estimada por el método del area superficial
accesible al solvente (SASA), aunque también podria ser el volumen (SAV).

Los modelos modernos de solvataciéon no polar, usan términos separados para modelar las
contribuciones repulsivas (“cavidad”) y atractivas (“dispersién”) de van der Waals, con la
finalidad de superar las limitaciones reportadas del enfoque clasico. Gsolv,no-polar CONSiste en
dos componentes de interacciones muy diferentes, la energia repulsiva de Grep y la energia
atractiva Ga (ec. 3.13), las que deben ser modeladas separadamente [5556],

Gsolv,no—polar = Gatt + Grep (3-13)

Utilizamos el modelo moderno de solvatacién no polar, que utiliza la superficie accesible
por solvente (SASA) para correlacionar el término repulsivo (hidrofébico/cavidad), y
aplicamos un enfoque de integracion de superficie para calcular el término atractivo
(dispersién) como [56] (3.14),

Gsolv,no—polar = Gdisp + v SASA+ of fset (3.14)

La entropia de vibracién puede ser evaluada, por ejemplo, via andlisis de modos normales.
Sin embargo, en trabajos recientes, se ha convertido en una practica comun excluir los
términos de entropia (TS) de los calculos MMPBSA [531. Pero, esta consideracion es
“aceptable” s6lo cuando se calculan las energias de enlazamiento relativas para comparar
ligandos similares en el mismo receptor [541.

Asi, la energia de interaccion del complejo proteina - ligando puede evaluarse a partir de la
siguiente ecuacion:

AGint = GComplejo - GReceptor - GLigando (3-15)

Donde Geomplejo, Greceptor, aNd Gligando denotan la energia libre del complejo, receptor y ligando,
respectivamente.

La energia de interaccidn final es entonces el promedio del valor de AG;,; sobre todos los
cuadros seleccionados desde la fase de produccién de la trayectoria MD.

Para entender la interaccion inhibidor-residuo con mas detalle, se utilizé el método de la
descomposicidn de energia por residuo para el calculo de AGping, 57). Bajo este enfoque, las
energias libres de enlace para cada residuo que interactia con los inhibidores, se
descompone en los respectivos términos de contribucién AEyaw, AEeiec, AGsoly, polar Y AGsolv, no-

polar 58601,
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CAPITULO 4 - RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Acopamiento molecular (Docking)

El acoplamiento molecular entrega las conformaciones alineadas de entrada para todos los
compuestos superpuestos, basandose en el mejor AG de unién para cada una de las posturas
acopladas. Sin embargo, no siempre la mejor energia representé una conformacion inicial
estable para el posterior estudio de dinamica molecular y, que al mismo tiempo, estuviera
en concordancia con el patrén de uniéon de moléculas del conjunto de datos ; para esas
moléculas el nimero de corridas (Runs) tuvo que extenderse del andlisis propuesto
inicialmente de 100 a 250, para encontrar asi una posicion de acoplamiento de acuerdo con
el patréon de unién del resto del conjunto de datos y que tuviera una energia de unién
aceptable, a pesar de no ser la mas negativa. Este paso, en el que tuvimos que discernir sobre
esta accion, resulté ser fundamental, porque la alineacién por Docking resultd entonces ser
estadisticamente mas fiable en estudios 3D-QSAR posteriores. Las poses de acoplamiento
de los compuestos en estudio (Figura 4.1A) mostraron una concordancia con la forma en
que los inhibidores conocidos acceden y se unen en el sitio catalitico de la enzima, donde el
atomo de Zn juega un papel fundamental, como se observa estructuralmente en complejos
HDAC determinados experimentalmente via difraccién de rayos-x [91213]. Posteriormente,
para corroborar si el mapa de interacciones predicho a través de los calculos de
acoplamiento se mantiene en un entorno solvatado y flexible, se realizaron simulaciones
MD de 50 ns de duracién para complejos entre HDAC1 y cuatro moléculas del conjunto de
datos. Estos resultados se representan en la Figura 4.1.

Met 24

Leu 133

Gly 295

Hie 135

Figura 4.1. (A) Alineacién de los compuestos anclados en el sitio activo de HDAC1. (B) Enfoque en
cuatro moléculas del conjunto de datos seleccionadas para simulaciones de dindmica molecular, 11
roja, 16 naranja, 35 celeste y 38 magenta. (C) Representacién de interacciones enzima-ligando en
dos dimensiones para el compuesto 38 obtenidas desde el acoplamiento molecular. Las lineas
discontinuas negras indican interacciones de hidrégeno, la linea sélida verde muestra interacciones
hidrofébicas y las lineas punteadas verdes muestran interacciones de apilamiento m-.
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4.2. Resultados de los estudios CoMFA y CoMSIA

Los estudios de COMFA y CoMSIA se llevaron a cabo utilizando dos esquemas geométricos,
basada en ligando (LB) y guiada por el receptor (RG) a través de combinaciones de campo
sucesivas con diferentes campos descriptores de forma independiente y en combinacién. La
alineacién LB dio resultados estadisticamente deficientes para los modelos CoMFA y
CoMSIA en término del nimero 6ptimo de componentes N, sin embargo, fue la primera
aproximacion para examinar diferentes conjuntos de entrenamiento y prueba. Esta
busqueda permitié encontrar un conjunto de entrenamiento y prueba que luego se us6 en
la alineacién RG, que produjo un modelo significativo para CoMFA considerando las
contribuciones estérica y electroestatica.

Observando la tabla 4.1, el modelo COMFA basado en el alineamiento RG, obtenido mediante
la combinacién de descriptores de campo estérico y electrostatico, satisface con valores de
g% = 0,560 y N = 4. Este modelo fue validado externamente usando un conjunto de prueba
de 12 moléculas, obteniéndose un valor para el coeficiente de correlacion r2q.s de 0,8059
para el modelo CoMFA-SE. Adema4s, el modelo al forzarse a pasar por el origen es muy
parecido a la recta y = x como se definié en la secciéon 2.12, cumpliendo con todas las
condiciones para su validez.

Tabla 4.1. Parametros estadisticos para el modelo COMFA-SE, esquema RG. Validacién externa.

Modelo q? N SEP SEE 2., F Contribuciéon por Campo
S E
CoMFA-SE 0560 4 0616 0,210 0,949 102,644 0,567 0,433
2
T'“ pred (COMFA- SE)

conjunto de prueba

pICsp Predicho

Experimental plCgy

Figura 4.2. Validacién externa del conjunto de prueba para CoMFA.
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Tabla 4.2. Resumen de los pardametros de validacién externa para CoMFA.

Cond. Parametro Valor Umbral CoMFA
1 pe >0,5 0,560
2 r? >0,6 0,806
3a ¢ Cercano al valor r? 0,805
3b '3 Cercano al valor r? 0,763
4a k 0,85 <k<1,15 1,002
4b k' 0,85<k'< 1,15 0,995
5a r?—=rd)/r* <01 0,001
5b (r?2—=r%)/r* <01 0,053
6 |ré — 1'% <0,3 0,042
T >0,5 0,782

Los valores de plCso experimentales, predichos y residuales, para el conjunto de datos
completo de este modelo COMFA-SE (RG) se da en la Tabla A.4.3 del Apéndice A.3.6.

Los resultados mostraron una relacidn bastante coherente entre la informacion obtenida a
través de los mapas de contorno, el tamafio medio de las moléculas mas activas, tamafio del
sitio activo y la relacion con los residuos pertenecientes al sitio catalitico del receptor. Ver
Figura 4.3.

Figura 4.3. A lineamiento RG y mapas de contorno CoMFA-SE al interior del sitio activo de HDAC1.

Se observod que el alineamiento obtenido desde la superposicién de las mejores poses de
Docking si bien muestra un patrén no es muy pulcro, es por eso que se tomo la informaciéon
suministrada por ambos enfoques geométricos (LB & RG) y se complement6 con la
entregada por el cristal obtenido por difraccién de rayos-X de la proteina HDAC2 (93.22%
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de identidad, sitio activo 100% de conservacion) en complejo al compuesto 38 de la serie,
codigo PDB: 4LY1 (ver apéndice A 3.5.). Entonces se hizo un nuevo alineamiento mejorado
tomando como base la informacién obtenida hasta ese momento. De este ultimo
alineamiento se generaron y validaron los modelos COMFA y CoMSIA finales de este trabajo.
Las consideraciones de este dltimo alineamiento se detallan a continuacién.

4.3. Alineamiento asistido y mejorado por cristalografia de rayos-x

En la Figura 4.4A y 4.4B, se observan las alineaciones por los esquemas descritos en las
secciones anteriores LB y RG, respectivamente, mostrando similitudes con excepcién de dos
zonas, la de los sustituyentes aromaticos a la izquierda de las moléculas, encerrados en
circulo rojo y diferencias en la zona encerrada en el cuadrado verde.

Esto se debe a que en el esquema basado en el ligando (que muestra una mejor
superposicion), se considera i) moléculas planas y ii) minimos energéticos para cada
molécula (Figura. 4.4A). Por otro lado, el esquema guiado por el receptor tiene las mejores
poses de acoplamiento de cada molécula superpuestas (Figura. 4.4B) tomando en
consideracion conflictos estéricos, basandose en i) la informacion de la regién del sitio
activo circundante y ii) una energia libre de unién (AG) obtenida usando la suite AutoDock.

Esta informacién es coherente (aunque con ciertas diferencias) a un patrén de unién como
muestra el cristal del complejo entre HDAC2 y 38 (Fig. 4.4C); Entonces se integra esta
informacién y con eso se construye el alineamiento asistido por el cristal (Fig. 4.4D),
buscando mejorar los modelos 3D-QSAR en un nuevo intento.

Figura 4.4. (A) Alineacién LB; (B) Alineacién RG, (C) Cristal 4LY1.pdb y (D) Alineacién asistida.
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4.4. Resultados CoMFA y CoMSIA asistido por difraccién de rayos -X

En la tabla 4.3, se presenta un resumen de los resultados estadisticos para los modelos
CoMFA y CoMSIA derivados desde el alineamiento asistido por difraccién de rayos-X (Fig.
4.4D). Esta busqueda se hizo usando diferentes campos descriptores de forma
independiente y en combinacion. El primer parametro para evaluar la solidez estadistica
de un modelo QSAR es el valor de g2, que debe ser superior a 0,5. En este contexto el modelo
CoMFA-SE obtenido mediante la combinaciéon de descriptores de campo estérico y
electrostatico mostro6 un valor 6ptimo de 2= 0,586. Por otro lado, el modelo CoOMSIA-SEHA
obtenido al combinar descriptores estéricos, electrostaticos, hidrofébicos y de aceptor de
puente de hidrégeno mostré un valor éptimo de q2=0,570.

Tabla 4.4. Busqueda secuencial para la generacién de los mejores modelos 3d-qsara. En negrita los
mejores modelos obtenidos mediante el alineamiento asistido por difraccién de rayos-x.

Modelo q? N SEP SEE 2., F Contribucién por Campo
S E H D A
CoMFA-S 0,645 4 0,542 0,237 0,932 75,204 1
CoMFA-SE 0,586 4 0,585 0,18 0,961 135,523 0,639 0,361
CoMSIA-S 0,626 6 0,584 0,296 0,904 31,243 1

CoMSIA-SE 0,635 11 0,666 0,046 0,998 773,431 0,493 0,507

CoMSIA-SEH 0,513 4 0635 0,225 0,939 84,671 0,306 0,319 0,376

CoMSIA-SEHD 0,505 8 0,708 0,046 0,998 1,083,803 0,266 0,254 0,277 0,202
CoMSIA-SEHA 0,570 5 0,61 0,18 0,963 108,171 0,214 0,264 0,297 0,226
CoMSIA-SEA 0,501 5 0658 0,197 0,955 89,439 0,304 0,387 0,309
CoMSIA-SH 0,569 5 0,611 0,227 0,94 66,317 0,436 0,565

CoMSIA-SA 0,508 10 0,748 0,145 0,981 84,400 0,684 0,316
CoMSIA-SDA 0,503 18 1,063 0,024 1 1,706,125 0,554 0,211 0,235
CoMSIA-EH 0,532 6 0653 0,156 0,973 121,274 0,498 0,502

CoMSIA-EHA 0,538 5 0,633 0,216 0,946 73,573 0,328 0,355 0,317

aq2 es el coeficiente cuadrado de la validacion cruzada del LOO (CV), N es el nimero 6ptimo de componentes,
SEP es el error estandar de prediccion, SEE es el error estandar de estimacién del analisis no-CV, r2 es el
coeficiente cuadrado del no-CV, F es el valor de la F-test y S, E, H, D y A son las contribuciones estéricas,
electrostaticas, hidrofébicas, dador y aceptor de enlace hidrégeno, respectivamente.

No obstante, para CoMSIA varios modelos con otras combinaciones de campo presentaron
un valor significativo con valores de g2 mayores al criterio 0,5 y solo por medio del valor de
I2est (de aqui en mas simplemente 72 ), que evaltia la capacidad de prediccién externa del
modelo, se permitié la discriminaciéon entre todos los modelos. El nimero éptimo de
componentes (N) también es bajo en los modelos presentados (N = 4 para el COMFA-SEy N
= 5 el modelo CoMSIA-SEHA, en adelante se denominan modelos "CoMFA" y "CoMSIA").
Idealmente, un buen modelo debe tener el menor niimero posible de componentes (N~10%
del conjunto de datos), lo que asegura que las predicciones se basaran en informacién
significativa de las contribuciones de campo, en lugar de un sobre-entrenamiento del
modelo.
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También hay un balance en las contribuciones de campo (ver Tabla 4.3 valores para S, E, H,
D y A), lo que apoya la confiabilidad de las conclusiones obtenidas de cada mapa de
contorno.

La Tabla 4.4 presenta un resumen de la validacién externa de los modelos COMFA y CoMSIA.
Ambos modelos tienen un valor alto parar? de 0,7994 y 0,785 respectivamente, lo que es
una indicacién de una capacidad predictiva externa adecuada (Ver Figura 4.5).

Tabla 4.5. Resumen de los parametros de validacidon externa para CoMFA y CoMSIA.

Condicion Parametro Valor Umbral CoMFA CoMSIA
1 q? >0.5 0,586 0,570
2 r? >0.6 0,799 0,785
3a ¢ Cercano al valor r? 0,798 0,782
3b 7' Cercano al valor 72 0,723 0,685
4a k 0.85 <k<1.15 1,001 0,987
4b k' 0.85 <k'< 1.15 0,991 1,010
5a (r? — r2)/r? <0.1 0,00213 0,00395
5b 2 =722 <01 0,0958 0,128*
6 e — 12 <03 0,0749 0,0971
7 72 >0.5 0,766 0,741

Los valores de pICso experimentales, predichos y residuales, tanto para el conjunto de datos
completo de los mejores modelos COMFA y CoMSIA se dan en la Tabla A.4.6 del Apéndice
A3.6.

Como se menciono en la seccion anterior y segtin lo expuesto por Golbraikh y Tropsha [3031],
los valores altos de q? y r? (condiciones 1 y 2) son necesarias, pero no suficientes para la
validacion de un modelo. Para que un modelo QSAR tenga una capacidad predictiva fiable,
la linea para la actividad experimental v/s actividad predicha debe estar lo mas cerca
posible de lalinea y = x. Esto se observa en el cumplimiento de las condiciones [3a o 3b], [4a
0 4b], [5a 0 5b], y 6 enumeradas en la Tabla 4.4. Finalmente, la condicién 7, conocida como
métrica r2m, es una medida cuantitativa para determinar la proximidad entre la actividad
observada y la predicha para el conjunto de prueba. Los modelos COMFA y CoMSIA aqui
reportados cumplieron todas las condiciones para la validacién interna y externa (ver
Figura 4.5 y 4.6).
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Figura 4.5. Validacion externa de los conjuntos de prueba para CoMFA (Izquierda) y CoMSIA (derecha)
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Figura 4.6. Graficas de los valores pICso experimentales frente a los predichos para el conjunto de
entrenamiento y prueba de moléculas para los modelos COMFA-SE (A) y CoMSIA-SEHA (B). Predicciones
para cada molécula en el conjunto de datos en modelos CoMFA (C) y CoMSIA (B) (sin valores atipicos).
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4.5. Mapas de Contorno CoMFA y CoMSIA

4,5.1. CoMFA -SE

En el mapa de contorno estérico de la Figura 4.7A y 4.7B, las regiones verde y amarilla
describieron el espacio alrededor de las moléculas donde la introduccién de grupos
voluminosos podria aumentar o disminuir la actividad respectivamente. Existen dos
contornos verdes que son significativos, el primero de ellos esta en la zona de los sustituyentes
Ro (Tabla 3.1 y Figura 3.2), orientados hacia la cavidad interna del sitio activo, y que sugiere que
un sustituyente aromatico (5 o 6 miembros) es una muy buena opcién. De hecho, aquellos
sustituyentes que carecen de un anillo en esta posicion tienen actividades informadas menores al
promedio como las moléculas 15, 32 y 35. También queda claro que sobrepasar esta zona verde
implica encontrarse con 3 poliedros amarillos, que indican que sustituyentes voluminosos en
estas zonas (mas alla del poliedro verde) no seria favorable como opcidn, lo que explicaria las
bajas actividades de los compuestos 25 — 31 de la serie. El otro poliedro verde importante es el
que esta en la zona mas expuesta al solvente, donde la sustituciéon de algtin grupo voluminoso
seria favorable, de hecho, el menos activo no tiene sustituyentes envueltos por este segundo
poliedro, como si lo esta en parte la benzamida terminal de los compuestos mas activos de la serie

36 — 39, que eventualmente podria extenderse algo mas.

2L

Figura 4.7. (Izquierdas) Mapas de contorno CoMFA-SE, A (estérico) y C (electroestatico); para el
compuesto menos activo 30. (Derecha) Mapas de contorno CoMFA-SE, B (estérico) y D
(electroestatico); para compuesto mas activo 38.

En los mapas de contorno electrostatico del COMFA de la Figura 4.7C y 4.7D, los contornos
azules representan las regiones en las que la carga electropositiva aumentaria la actividad
y los contornos rojos representaban las dreas en las que la carga electronegativa aumentaria
la actividad.
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En esta serie de compuestos, los poliedros rojos estan asociados con los atomos
electronegativos Nitrogeno y Oxigeno (NH, C=0), pertenecientes a la amida mas expuesta al
solvente para el compuesto mas activo 38, algo que no ocurre para el menos activo 30.

Por otra parte, podemos ver un poliedro azul alrededor de la zona de la amida central, para
todos los compuestos de la serie, relacionado a la orientacién de la densidad de carga (6+)
de hidrogenos pertenecientes a los grupos NH de la amida central y NH; del anillo
aminofenil. Otro poliedro a considerar esta en las cercanias de la posicién 3 del anillo
piridinico del compuesto menos activo 30, lo que explicaria su baja actividad, pues tiene un
atomo de Nitroégeno en esta posicidn. Esto sugiere que una forma de mejorar la actividad de
este tipo de derivados seria aumentar la deficiencia electrénica de sustituyentes del anillo
en esta posicion. Esto podria lograrse insertando grupos de atraccién electrénicos en el
anillo o insertando grupos como OH, NH o NH; que orienten la densidad de carga (6+) del
atomo de hidrégeno hacia la regién azul.

4.5.2. CoMSIA-SEHA

(SE) Estérico y Electroestatico. El mapa de contorno electrostatico CoOMSIA (Figura 4.8Ay
4.8B) aporta informacion diferente, pero complementaria a la que aporta el mapa de
contorno electrostatico del modelo CoMFA (Figura 4.8C y 4.8D). Un poliedro azul por sobre
el anillo en la posicién de sustituyentes R o R, (Tabla 3.1 y Figura 3.2; dependiendo la serie
de compuestos), sugiere sustituyentes que sean deficientes en electrones para los
compuestos que presentan un anillo en esta posicion. Esto debe ponerse en contraste con la
informacién obtenida desde el mapa CoMSIA estérico, puesto que este poliedro azul se
intersecta con el poliedro amarillo de la contribucién estérica en gran parte de esta zona,
por lo que sustituyentes mas bien pequefios con una densidad de carga electropositiva
estarian bien en esta zona. El otro poliedro azul esta en una zona similar a lo observado en
CoMFA, (posiciéon 3 anillo piridina), discutido anteriormente.

Por otra parte, un poliedro rojo estaria intimamente relacionado a la sustituciéon de un
atomo electronegativo, como el azufre en la posicién 2 del tiofeno, lo cual aporta un
antecedente adicional para explicar la actividad de 38.

Al igual que el mapa de contorno estérico COMFA (Figura 4.7A y 4.7B), el mapa de contorno
estérico CoMSIA (Figura 4.8C y 4.8D) muestra una regioén verde que intersecta e incluso
envuelve al anillo en la posicién R o Rz seglin sea la serie de compuestos (ver Tabla 3.1 y
Figura 3.2), lo cual estd en concordancia con la mayoria de los compuestos que tienen
actividad por sobre el promedio. Aquellos compuestos en que R o Rz es un atomo de
hidrégeno, tienen actividades mas bajas.

El otro poliedro verde, al igual que en CoMFA estérico, se orienta a la zona mas expuesta al
solvente, lo que esta relacionado con los compuestos de mayor actividad, como se menciond
anteriormente.
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Figura 4.8. (Izquierdas) Mapas de contorno CoMSIA-SE, A (electroestatico) y C (estérico); para el
compuesto menos activo 30. (Derecha) Mapas de contorno CoMSIA-SE, B (electroestatico) y D
(estérico); para compuesto mas activo 38.

(HA) Hidrofébico y Aceptor de puente de hidrogeno. En los mapas de contorno del
campo hidrofébico (Figura 4.9A y 4.9B), las regiones naranja y blanca indicaron las areas
donde se favorecen las propiedades lipofilicas e hidrofilicas, respectivamente.

Una region blanca sobre posiciones 1,2-del anillo tiofeno del sustituyente en R, del
compuesto mas activo 38 mostré que la introduccién de grupos hidrofilicos (en este caso
atomo electronegativo como el azufre), podria ser la responsable de la actividad inhibitoria
de aquellos compuestos que cuentan con un anillo de estas caracteristicas, lo cual puede
combinarse con el resultado observado en el CoMSIA electroestatico (Figura 4.8B). Otro
poliedro blanco aparece en la zona de la benzamida terminal (Figura 4.9B) de los
compuestos mas activos 36-39, que es la regiéon mas expuesta al solvente, lo que deja de
manifiesto que la benzamida en esta posicion cumple el requerimiento de grupo hidréfilo,
aunque pueden probarse otros grupos de similares caracteristicas.

El poliedro naranjo mas importante esta también en la zona del sustituyente R, pero del
lado contrario de la zona hidréfila, un antecedente a considerar en la eleccion del tipo de
anillo y sus sustituciones en estas posiciones. En efecto, se podria probar agregar
sustituyentes hidrofébicos de un tamafio medio como grupos metilo o etilo en estas
posiciones como opciones a considerar segun sea el anillo al cual estan unidos en R; (50 6
miembros), o hacer de R;un anillo fusionado tipo indol e indol sustituido, relacionando este
mapa con los poliedros verdes de los mapas estéricos (Fig. 4.7 Ay B - Fig 4.8 Cy D).

Un poliedro naranjo menor cercano a la posicién 3 del anillo piridinico avala que en esta
zona se favorezcan grupos fenilo o fenilo sustituidos en posicion 3 por un grupo de
caracteristicas hidrofébicas de un tamafio no muy grande como un metilo.
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Figura 4.9. (Izquierdas) Mapas de contorno CoMSIA-HA, A (Hidrofébico) y C (Aceptor interaccién
de hidrogeno); para el compuesto menos activo 30. (Derecha) Mapas de contorno CoMSIA-SE, B
(Hidrofébico) y D (Aceptor interaccién de hidrogeno); para compuesto mas activo 38.

En los mapas de contorno de aceptor de puente de hidrégeno (Figura. 4.8 C y D), los
contornos de color magenta indican zonas donde aceptores de puente de hidrégeno son
favorables y color cian (celeste) donde aceptores de puente de hidrogeno son desfavorables
(o donantes serian favorables). Este mapa muestra un poliedro magenta grande cerca de la
posicion del carbonilo de la amida expuesta al solvente, lo que significa que la incorporacion
de atomos aceptores de enlace de hidrégeno en estas posiciones es favorable. Entonces,
seria interesante probar otras combinaciones que cumplan con este requisito. De hecho, los
compuestos mas activos de la serie 36-39 posicionan los atomos de oxigeno desde los
grupos carbonilo en esta zona.

En la zona superior dos poliedros color cian indicarian que grupos dadores de puente de
hidrégeno en estas posiciones seria beneficioso, la diferencia de electronegatividad entre el
Carbono y el Hidrogeno podria bastar para formar una interaccién de hidrogeno débil,
aunque esta inclusion debe ser meticulosa e integrando la informacién obtenida de los
mapas de contorno de las otras contribuciones, el entorno de aminoacidos del sito activo
del receptor y la informacién que nos pueda proveer el estudio de los aspectos dindmicos
de estas interacciones, por medio de simulaciones de dindmica molecular (MD).
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4.6. Estudios de Dindmica Molecular

4.6.1. Estabilidad de la simulacién del Complejo HDAC1-inhibidor

Los resultados del docking pueden considerarse como un estado instantaneo, son
ampliamente aceptados porque proporcionan un resultado rapido de la interaccion entre
nuevas moléculas propuestas y su afinidad con el receptor inmovil, sin embargo, no se
consideran concluyentes porque la unién in vivo de inhibidores a una enzima es un proceso
dindmico. Por esta razoén, se realizaron simulaciones de 50 ns de duracién para cuatro
compuestos: las moléculas 11, 16, 35 y 38 del conjunto de datos, para investigar aspectos
dindmicos del modo de unién y probar ademas la estabilidad de la conformacion acoplada.
La estabilidad conformacional del complejo enzima-inhibidor, fue medida siguiendo los
valores del RMSD de los 4tomos del Backbone de la proteina y los atomos pertenecientes a
cada ligando, tomando como referencia la estructura inicial aportada por docking para cada
complejo (ver Figura 4.10.).

Los resultados muestran que solo tres simulaciones muestran estabilidad relativa a su
RMSD. La excepcion fue la molécula 11, en la Figura 4.10A, donde se puede observar la
existencia de al menos tres estados conformacionales.

A RMSD B RMSD
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Figura 4.10. RMSDs para atomos de backbone del receptor (negro) e inhibidores (rojo) en
simulacién de dm de 50 ns. (A) complejo HDAC1-11 (B) complejo HDAC1-16 (C) complejo HDAC1-
35y (D) complejo HDAC1-38.
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Revisando visualmente la simulaciéon del complejo HDAC1-11, los primeros 15 ns
representan el estado ligado, la parte central (15-42 ns) una conformacion intermedia
donde se ha formado un puente de hidrégeno entre la TYR297 y el carbonilo del ligando;
finalmente alrededor de la instantanea 4200 (~42 ns) el inhibidor se aleja del &tomo Zn+2
(ver Apéndice A.3.1), siendo desplazado por moléculas de agua circundantes. Se observo
entonces que la solvatacién era desfavorable a la afinidad de unién en el complejo 11 y esto
fue confirmado posteriormente por calculos de MMPBSA. Por esta razon, el espacio de
muestreo conformacional efectivo para los calculos MMPBSA de energia libre para la
molécula 11 se encuentra entre las conformaciones 1-1500 (primeros 15 ns de las
simulaciones), teniendo cuidado de mantener el conjunto de muestras en 500 instantaneas,
idéntico nimero de extracciones al de los otros complejos en estudio. La fluctuacién para el
ligando en el complejo HDAC1-38 (D), es debido a un enlace de libre rotacién que queda
expuesto al solvente.

4.6.2. Calculos MMPBSA y evaluacion de energia de interaccion proteina-ligando
(aproximada)

La afinidad de unién de los compuestos 11, 16, 35 y 38 fue evaluada por el método MMPBSA
y la descomposicion por residuos de la energia libre de enlazamiento aproximada, para
identificar las principales fuerzas que impulsan dicha asociacién molecular y examinar las
diferencias y similitudes entre los cuatro complejos.

Este analisis muestra que la energia libre de interacciéon aproximada AG proteina-ligando,
sin considerar la contribuciéon entrépica, es energéticamente favorable para todos los
complejos. La Tabla 4.5 ilustra las contribuciones individuales a la energia libre de
enlazamiento de las componentes van der Waals y las interacciones electrostaticas, asi
como también las contribuciones a la energia libre de solvatacion polar y no polar, desde los
enfoques con y sin dispersion.

En primer lugar, la energia de solvatacién no polar se calcul6 con una relacién lineal a la
superficie accesible por solvente (SASA). Segundo, se utilizé un enfoque reciente que divide
la energia de solvataciéon no polar en una contribucién repulsiva y otra atractiva (Ver
Apéndice A.3.4.1).

Para las cuatro moléculas, los resultados sugirieron que la formacién del complejo es
favorecida por las interacciones intermoleculares electrostaticas y de van der Waals, asi
como por el componente no polar repulsivo de la energia libre de solvatacidn (AGsas(rep))-
Por otro lado, que el componente no polar atractivo (AGaispary) y la energia libre de
solvatacion polar fueron desfavorables para la unién del ligando al receptor.

Se puede observar que existe una cierta tendencia en los valores de cada contribucion, sin
embargo, es evidente que la molécula 35 rompe con la tendencia, ya que carece de un grupo
aromatico en la posicién R; (ver figura 4.11 izquierda), el cual se encuentra presente e
incrustado en la cavidad hidrofébica interna (ver figura 4.11 derecha) para las moléculas
11, 16 y 38. Esta podria ser la razén, por la cual el compuesto 35 muestra un valor para la
componente electrostatica que esta favorecida en desmedro de la componente de van der
Waals.
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Tabla 4.7. Valores de energia de unién y energia de los componentes individuales calculados con
el método MM-PBSA para HDAC1 en complejo con las moléculas 11, 16, 35 y 38 (kcal/mol).

AGbing, AGbind,

Inhibidor AEvaw AFEeiec AGpB AGsas (rep) AGdisp (att) no-dispa dispb p ICso
Molécula 11 -37,2(0,19) -76,9(0,62) 69,6(0,25) -30,6(0,04) 49,6(0,05) -751 -25,5(0,47) 7,4
Molécula 16 -32,3(0,24) -88,8(0,39) 67,8(0,20) -29,9(0,06) 47,5(0,07) -83,2 -35,7(0,28) 7,32

Molécula35  -19,4(0,23) -98,0(0,50) 68,1(0,38) -23,4(0,06) 36,4(0,08) -72,7 -36,3(0,25) 624

Molécula38  -355(0,21) -855(0,39) 62,8(0,30) -31,1(0,04) 50,1(0,05)  -89,4 -39,3(0,23) 8,16

NOTA: Todas las energias se promedian en 500 instantdneas a intervalos de tiempo definidos a partir de las simulaciones MD
de 50 ns de duracioén, y se expresan en kcal/mol. El error estadndar de la media se indica entre paréntesis. Ver Apéndice A.3.4.1
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Figura 4.11. (Izquierda) Instantineas de cada inhibidor utilizado para la exploraciéon del sitio de unién
HDAC1, en MD. (Derecha) Cavidad hidrofébica de la HDAC2 en complejo a 38.

Ademas, es consistente con el hecho de mostrar la contribucién para AGsasrep) menos
negativa entre todos los compuestos, teniendo en cuenta que este término esta relacionado
con la cavidad o la superficie accesible al solvente. No obstante, esto ultimo se compensa
un poco en el componente de la contribucion atractiva de la energia de interaccion de
solvatacién no polar AGisp(arr)- La energia libre de solvatacién polar es desfavorable para
todos los complejos.

El analisis de las dinamicas mostr6 que todos los complejos estan estabilizados por una
combinacién y balance fino de interacciones polares y no polares con atomos de residuos
pertenecientes al sitio activo de HDAC1 y moléculas de agua, mientras que el nticleo central
de benzamida estd estabilizado por el atomo de Zn+*? tetra-coordinado con distancias
interatémicas d < 4A (ver Apéndice A.3.1 - A.3.4). Basandose en estos valores de energfa de
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enlazamiento, la afinidad estimada de los inhibidores estudiados con el sitio activo HDAC1
puede describirse mediante el siguiente orden:

MOL 38 > MOL 35 > MOL 16 > MOL 11; para el método con dispersién AGuying,disp
MOL 38 > MOL 16 > MOL 11 > MOL 35; para el método sin dispersion AGuind, no-disp-

En ambos casos la tendencia de afinidad no esta totalmente de acuerdo con los datos de
pICso in vitro, en el que el orden observado es, MOL 38 > MOL 11 > MOL 16> MOL 35.

Entre los dos enfoques para estimar la contribucion AGsevnpo, la aproximacién sin
dispersion fue capaz de predecir el orden para el compuesto con mayor y menor afinidad,
lo que resulté en linea con los datos experimentales, mostrando diferencias en el orden
central, MOL 16 > MOL 11 v/s in vitro; MOL 11 > MOL 16.

4.6.3. Contribuciones Por-Residuo al AG de interaccion proteina-ligando
(aproximada)

La descomposicidn de la energia de enlazamiento o interacciéon por residuos muestra que
los complejos entre HDAC1 y las moléculas 11, 16, 35 y 38 se estabilizan con un gran ndmero
de residuos similares. Este estudio permitid identificar los residuos que estan presentes en
todos los complejos: MET 24, LEU 133, HIE 135, PHE144, CYS 145, PHE 199, LEU 265, GLY
295 y el atomo Zinc tratado como residuo ZN 371.

Observamos que las interacciones electrostaticas definen la maxima eficacia de la unién de
ligando y estan en linea con los resultados de los calculos de MMPBSA (Tablas 4.5 y 4.6).
Estos resultados demuestran que la contribucién electrostatica domina el total de AGping €N
las metaloenzimas dependientes Zn.

Tabla 4.8. Contribucién de energia por residuo a la unién de las moléculas 11, 16, 35 y 38; en
negrita residuos comunes seleccionados del sitio activo del receptor HDAC1 (kcal/mol).

Residuo mol_11 mol_16 mol_35 mol_38
TYR 18 -0,02 -0,04
MET 24 -1,01 -0,54 -0,16 -1,51
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ARG 28 -0,15 -1,02 -0,6
PHE 103 -0,1 -0,03 -0,08
LEU 133 -0,45 -1,68 -0,53 -1,21
HIE 134 -0,36 -2,61 -0,18

HIE 135 -2,1 -0,39 -1,3 -1,11
GLY 143 -0,3

PHE 144 -1,16 -1,69 -2,05 -1,69
CYS 145 -0,69 -0,18 -0,2 -0,04
ASP 170* -1,89

HIN 172* -1,36
PHE 199 -0,46 -0,23 -0,4 -0,26
ASP 258*

LEU 265 -0,85 -0,51 -1,01 -0,77
GLY 293 -0,23 -0,07 -0,24

GLY 294 -0,62 -1 -0,44
GLY 295 -0,83 -0,74 -0,62 -1,33
TYR 297 -1,78
ZN 371 -12,98 -13,59 -13,56 -12,38
AGtotal -21,38 -23,16 -24,16 -24,58

Las Figuras 4.12 y 4.13 muestran graficas comparativas de la contribucién a la energia libre
aproximada de enlazamiento (izquierda) aportada por cada residuo del sitio activo en
interaccion no covalente con los compuestos 11, 16, 35 y 38 (Derecha). Se han seleccionado
instantaneas representativas para cada complejo donde se ilustra el tipo de interacciéon no
covalente que esta involucrada entre aminodcidos y el ligando.
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Figura 4.12. Mapa de interacciones y descomposicién de energia libre por residuos de los
complejos HDAC1-11 (arriba) y HDAC1-16 (abajo), respectivamente. Los inhibidores se muestran
como modelos CPK de color azul cian y los residuos se muestran como representacién del palo
verde, el atomo de zinc como representacion de las perlas metalicas.

38



Programa de Magister en Ciencias mencién Quimica

Descomposicién por residuo de energia libre

ARG 28

(35) ),\/LEU 133
\ )\</

L \
PHE 144 ///\ _-, - Lo

~  GLY 294

e mm

LEU 265 ’
/\/ ASP 170\

GLY 295
GLY 294
GLY2%3
LEU 265
PHE 199
ASP 170
CYS 145
PHE 144
HIE 13§
HIE 134
LEU 133
ARG 28
MET 24
TYR18

Residuo

AG mmpbsa [Kcal/mol]

Descomposicion por residuo de energia libre

TYR2ST
6LY 295
6LY 204 (38)
LEU265
PHE 199
HIN 72 \
CYS 145

PHE 1441 Ve

GLY 143

HIE 13§ LEU 265 2 .' >

LEU 1% k
PHE 103 \(
ARG 28 * ) ~N HIE 135
MET 244 Y OHINT2

gp-Q N .\9 8 N /=

AG mmpbsa [Keal/mol]

Residuo

Figura 4.13. Mapa de interacciones y descomposicién de energia libre de residuos de HDAC1-35
(arriba) y HDAC1-38(abajo). Los inhibidores se muestran como modelos CPK de color azul cian y
los residuos se muestran como representacion del palo verde, el atomo de zinc como representacion
de las perlas metalicas.

Un andlisis mas detallado de las interacciones presentes en cada complejo se da en la
siguiente seccion, en la cual se analizan las mas relevantes y de mayor presencia en cada
simulacién, con énfasis en los residuos en comin que estan presentes y aportan en la
formacién de cada uno de los cuatro complejos estudiados.
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4.6.4. Andlisis sistematico de interacciones no-covalentes especificas.

El analisis de las simulaciones MD permite tener una mejor apreciacion de las interacciones
intermoleculares entre HDAC1 y cuatro inhibidores del conjunto de datos, esta informacién
puede contribuir a mejorar el disefio basado en la estructura y la optimizaciéon de
inhibidores de HDAC1. Las interacciones no covalentes y distancias caracteristicas de
diferentes contactos observados en la simulacién se muestran en la Tabla A.4.9 de la seccién
de Apéndice A.3.6 para los complejos 11, 16, 35 y 38.

Entre las interacciones que se observan con mas frecuencia se encuentran las conocidas y
ampliamente utilizadas en el disefo de ligandos, como los contactos hidrofébicos y
apilamiento m (m-stacking). Estos son seguidos por interacciones de hidrdgeno débiles y
apilamiento de amida. Los patrones de enlaces de hidrégeno clasicos tienen un tratamiento
especial en la siguiente seccion.

Las interacciones hidrofébicas son la principal fuerza motriz en las interacciones entre los
receptores de drogas. No es sorprendente que la Leucina, seguida de la Metionina (ambas
contienen grupos metilo) y las cadenas laterales de Glicina sean las que con mayor
frecuencia participan en interacciones hidrofébicas. Aunque la Metionina esta clasificada
como residuo hidrofébico, estudios recientes muestran que la interacciéon aromatica C-H---S
(MET) produce una energia de estabilizacién adicional de entre -1 a -1,5 kcal/mol en
comparacion con una interacciéon puramente hidrofébica (611,

La presencia de la interaccidon débil de carbono aromatico C-H::-S (MET) prevalece en las
estructuras metaloproteicas de HDACs conocidas, en efecto desde las simulaciones puede
confirmarse que estabiliza las interacciones de union ligado-receptor [621.

Las interacciones que involucran anillos aromaticos son omnipresentes en los sistemas
quimicos y bioldgicos y pueden considerarse un caso especial de interacciones hidrofébicas
(Ver A.2.2). Todas las interacciones de apilamiento se observan entre los aminoacidos
pertenecientes a la enzima; fenilalanina Phe144/ tirosina Tyr297/ histidina Hiel35 y
anillos aromaticos en el ligando.

Las interacciones que involucran interacciones de hidrégeno débiles fueron frecuentes
debido a que los ligandos contienen hidrégenos provenientes de carbonos aromaticos como
buenos dadores, y la proteina buenos aceptores para estas interacciones, principalmente
oxigenos/nitrégenos de la cadena lateral de la Glicina y la Metionina. Ademas, la interaccion
de enlaces de hidrégeno débiles se combina con el apilamiento de amidas, que sucede
cuando los anillos aromaticos del ligando interactian con la amida de la proteina y el anillo
aromatico de la proteina interactda con las amidas de los ligandos. La Glicina fue el residuo
de aminoacido que con mayor frecuencia particip6 en el apilamiento de amida cara a cara,
este resultado es un antecedente a tener en cuenta cuando se incluyen ligandos que
contienen amidas, como es el caso del compuesto 38, que tiene una amida terminal y otra
central (ver figura 4.14).
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Figura 4.14. Metionina interactuando con PHE y TYR. El modo de unién hidrégeno aromatico -
azufre MET proporciona una estabilizacién adicional sobre interacciones puramente hidrofébicas
y a distancias mas largas.

4.6.5. Puente de Hidrogeno

La contribucién de un enlace de hidrégeno depende del entorno local: un enlace de
hidrégeno expuesto a solvente contribuye significativamente menos a la energia de
interaccién neta que el mismo enlace de hidrégeno en una bolsa hidrofébica incrustada en
la cavidad del receptor. Para obtener una mejor comprension de la naturaleza dinamica del
enlace de hidrégeno, en la figura 4-13 se genera una representacion esquematica de los
patrones de enlace de hidrogeno. Por otra parte, para reflejar la frecuencia y el tipo de
enlace de hidrégeno que ocurre se crearon tablas donde se organiza esta informacién. A
modo de resumen se muestran so6lo los resultados para la molécula 38, la mas activa, para
los otros ligandos ver Tabla A.4.10 el Apéndice A 3.6.

4.6.6. Interaccién de enlace de hidrogeno entre los residuos del sitio activo de
HDAC1 y el compuesto 38

En la Tabla 4.7, se muestran los resultados de los patrones de enlace de hidrégeno para
mostrar la frecuencia y el tipo de enlace de hidrégeno que ocurre durante el periodo de
simulaciéon. Asp170, Hiel35 y Gly143 mostraron una mayor ocupacién del enlace de
hidrégeno.

Tabla 4.11. Ocupacién Interaccién de hidrégeno entre los residuos Asp170, Hiel35 y Gly143 y 38.

DONOR :res@atom ACEPTOR:res@atom %ocupaciéon d [A] o]
:Asp170@0D2 :LIG38@H2 38,64 2,817(0,11) 150,78(11,01)
:Gly143@0 :LIG38@H1 35,10 2,897 (0,07) 36,15 ( 8,84)
:Asp170@0D1 :LIG38@H2 11,50 2,939(0,05) 133,62 (5,77)
:Hie135@ND1 :LIG38@H3 5,66 2915(0,06) 114,17 (11,43)

*() Desviacion estindar /res: Numero del residuo. atom: ID del &tomo en el archivo PDB. d : distancia y a : angulo promedios.
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También se extrajeron instantaneas representativas desde la trayectoria para el monitoreo
de parametros geométricos y el analisis del comportamiento de los enlaces de hidrégeno al
usar el modelo de tres centros, una instantanea representativa se presenta en la Fig. 4.15.
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Figura 4.15. La conformaciéon de unidn e interacciones de enlace de hidrégeno del compuesto 38
en el sitio activo de HDAC1. Los inhibidores se muestran como modelos CPK de color azul cidan y los
residuos como representacion en barra; el 4&tomo de zinc como representaciéon en perla metalica
transparente; los enlaces de hidrégeno se representan en lineas punteadas de color cian y sus
distancias estdn marcadas en angstrom.

4.6.7. Andlisis de solvatacién del sitio activo del complejo 38

Las moléculas de agua juegan un papel crucial en la unién proteina-ligando. De hecho, la
union de ligando a proteina implica la ruptura de enlaces de hidrégeno entre aminoacidos
con moléculas de agua y la formacion de nuevos enlaces de hidrégeno entre la proteina y el
ligando.

La ocupacién del enlace de hidrégeno (HB%) durante la simulacién da una estimacién
aproximada de la ocupacidn y organizacién de la primera capa de solvatacion alrededor de
los atomos de soluto seguin un criterio. En este analisis, se consider6 el HB% para moléculas
de agua incluidas en un radio de corte de 3,0 A alos aminoécidos del sitio activo y el ligando,
con una presencia superior al 10%. Estos valores sugieren una participacion soluto-
solvente de los atomos hidroéfilos de soluto, los cuales pueden ser atomos pertenecientes al
ligando o aminoacidos. Ademas, valores superiores al 100% indicarian la formacién de mas
de un enlace de hidrogeno a través de la simulacién alrededor de un atomo de soluto,
sugiriendo la presencia de mas de una molécula de agua circundante.
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Un % HB significativo en el rango de ~0-100 % representa una molécula de agua
parcialmente presente (ver Tabla 4.8). Una tabla completa incluyendo el complejo entre
HDAC1 y las moléculas 11,16 y 35 para el estudio se muestra en la Tabla A.4.6 del Apéndice
3.6.

Tabla 4.12. Ocupacion de enlace de hidrdgeno entre atomos del solvente e hidrdéfilos de la molécula
38. Ocupacién de enlace de hidrogeno entre disolvente y residuos Hin172, Tyr297 y Hiel35,

Donor:res@atom Aceptor:res@atom %ocupa d [A] o [°]

:LIG@02 Solventaceptor 192,60 2,797 (0,12) 73,10 (48,80)
Solventdonor :LIG@H3 67,24 2,858 (0,08) 119,68 ( 8,26)
solventdonor :LIG@H4 15,28 2,909 (0,06) 34,32 (20,26)
:Hin172@NE2 Solventaceptor 342,00 2,834 (0,10) 68,83 (50,51)
:Tyr297@OH Solventaceptor 188,96 2,828(0,11) 120,28 (36,02)
:Hie135@ND1 Solventacceptor 94,64 2,882 (0,08) 72,00 (47,70)
Solventdonor ‘Tyr297@HH 94,48 2,828 (0,11) 46,89 (46,63)

*() Desviacion estandar /res: Numero del residuo. atom: ID del 4&tomo en el archivo PDB. d : distancia y a : dngulo promedios.

Los resultados sugieren que la contribucién dindmica de las moléculas de agua involucradas
en interacciones de hidrogeno que exhiben un HB % sobre 90 %, tienen como componente
principal el movimiento vibracional/rotacional, pues una vez formado la interaccion de
hidrégeno se pierde en gran medida la traslacién y se mantienen esa posiciéon durante casi
toda la simulacién (~95 %). En los residuos Hin172, Tyr297 y Hiel35, usando VMD, se
puede ver como las moléculas de agua permanecen unidas al sitio hidréfilo con sélo la
posibilidad de rotaciones limitadas que eventualmente rompen la interacciéon de hidrogeno
con el aminoacido y lo reforman inmediatamente después (ver Tabla 4.8).

El caso mas representativo es la solvatacion del residuo Hin172, en el que la energia libre
de solvatacion polar fue favorable parala union del ligando, residuo con un % HB fue de 342
% y que visualmente estd rodeado por al menos 3 moléculas de solvente (ver Figura. 4.16)
alo largo de gran parte de la simulacion.

La importancia de la solvatacion polar, tal como se ha revelado aqui, pone de manifiesto que
la inspeccidn estructural para identificar las contribuciones clave a las afinidades de unién
debe combinarse/complementarse con los calculos de contribucién y descomposicion por
residuo de la energia libre de interacciéon (ver Figuras 4.12 y 4.13) y la solvatacién polar
obtenida por métodos como MMPBSA u otros (ver Figura 4.17).
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Figura 4.16. La conformacién de unién y las interacciones de uniéon de hidrégeno del compuesto
38 y los residuos en el sitio activo y las moléculas de agua. Los enlaces de hidrogeno se representan
en lineas punteadas de color cian y sus distancias estdn marcadas en angstrom.
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Figura 4.17. Las contribuciones desde las interacciones de Van der Waals (AEviw = -1.51) y
electrostaticas (AEelec= 5.95), asi como la solvatacién polar (AGpb = -5.80) del residuo hin 172, el
total se da en la tabla 3.4. Los errores estandar de las estimaciones de energia libre, asi como de los
componentes individuales, no son mayores de 0,06 kcal/mol.
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CAPITULO 5 - CONCLUSIONES

En este estudio, se obtuvo novedosa informaciéon acerca del mecanismo de unién de
inhibidores de andamiaje de benzamida a la enzima HDAC1, lograndose una comprension
mejorada sobre este sistema ligando-receptor, fundamentada principalmente en
informacién estructural y energética. Se obtuvo informacién sobre cuales son los
aminoacidos responsables en el mecanismo de unién y por ende inhibicién de HDAC1, asi
como tipos de interacciones no covalente que estarian operando en la formacién de los
complejos.

Los resultados de Docking fueron consistentes con los resultados de cristalografia de
difraccién rayos-X para inhibidores basados en benzamida en complejo a HDACs,
destacando (i) El alineamiento del conjunto de datos dentro del receptor que se obtuvo
desde el acoplamiento y posteriormente mejorado por resultados de cristalografia; (ii) La
identificacion de interacciones no covalentes que serian responsables de la estabilizacion
del complejo ligando-receptor, las cuales fueron posteriormente contrastadas con las
observadas desde analisis de cuatro dindmicas moleculares para cuatro complejos.

Los calculos MMPBSA de energia libre para estos complejos mostraron que la interacciéon
electrostatica proporciona la fuerza mas importante para la uniéon de la metaloenzima
dependiente de Zn*2 y el inhibidor durante el acoplamiento. En la exploracién de métodos
de punto final para evaluar la energia de enlazamiento ligando-receptor el método MMPBSA
sin considerar los términos de dispersion, fue mas asertivo relativo a los datos in vitro. Las
discrepancias observadas entre enfoques (con y sin dispersion) pueden atribuirse al hecho
de que la molécula 35 carece de un grupo aromatico en la posicion R, el cual esta presente
en las moléculas 11, 16 y 38; lo que explicaria porque la molécula 35 tiene un componente
electrostatico compensado, por medio de la disminucién en el componente de Van der
Waals y diferencias con la tendencia de la solvatacién no polar repulsiva y atractiva. Ambos
enfoques sin embargo coinciden en que las principales contribuciones al proceso de uniéon
son las electrostaticas, Van der Waals y solvatacidn no polar repulsiva (SASA/cavity).

Lo mas util del método MMPBSA es el andlisis de descomposicidn de energia por residuos,
el cual muestra que los complejos entre HDAC1 y las moléculas 11, 16, 35 y 38 del conjunto
de datos se estabilizan con un gran numero de residuos en comun. Este estudio permitié
identificar que residuos estan presentes en interacciones para los 4 complejos estudiados y
que aportan a la energia libre aproximada de enlazamiento.

Adicionalmente, en el presente trabajo, se utilizé una serie de inhibidores derivados del
compuesto CI-994 como inhibidores de HDAC1 para desarrollar modelos 3D-QSAR. Se
desarrollaron y validaron modelos comparativos de CoMFA y CoMSIA, utilizando los dos
esquemas de alineacién principales, basado en ligando y guiado por receptor. La alineacién
guiada por receptor gener6 resultados estadisticamente satisfactorios para un modelo
CoMFA-SE (g2 = 0,560, rZes: = 0,8059, r2,ey = 0,949, N = 4). Los mapas de contorno CoMFA-
SE del conjunto de datos alineado dentro del receptor, nos proporcioné informacién que
permite tener en cuenta el entorno fisicoquimico y posibles conflictos estéricos a la hora de
interpretar mapas de contorno y proponer mejoras a fArmacos tipo orto-aminoanilida.
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La alineacién guiada por receptor fue asistida por la difraccién de rayos-X, para construir
nuevos modelos mejorados, de estos seleccionamos dos, los cuales mostraron los siguientes
resultados CoMFA-SE (q? = 0.586, rZes: =0.7994, 12,y =0.961, N= 4) y CoMSIA-SEHA (g2
=0.570, rZest =0.7850, r2ney =0.963, N=5).

Los resultados expuestos en esta tesis en forma de figuras/esquemas/graficos/tablas
provenientes de los modelos 3D-QSAR, el acoplamiento molecular y las simulaciones MD,
proporcionaron informacién que ha sido integrada y utilizada para proponer ideas para el
disefio racional de novedosos y mas potentes inhibidores contra isoformas especificas de
HDACs de la clase I (ver figura 5.1) para la futura sintesis de compuestos antitumorales
altamente eficaces basados en el andamiaje de benzamida.

Se sugiere probar en la posicidn R, , anillos
fusionados o anillos de 5 o 6 miembros con
sustituyentes hidrofébicos , también probar

Atomos hidrofilicos y -
3 con sustituciones que aporten zonas de
electronegativos en deficiencia de electrones.

esta posicién
favorecen la actividad

Anillos de 5 miembros,
con sustituyentes

~ hidrofébicos en esta
zona, favorecerian la
actividad. (analizar
caso para anillo de 6).

Grupos hidrofilicos que incluyen
atomos con marcada diferencia
de electronegatividad (ej. N-H)

en esta zona aumentaria la p—_

actividad.
PN
arg =
H,C /g )

Los mapas sugieren incrementar el Se prefiere evaluar un anillo de

volumen de los sustituyentes en esta Se sugiere probar con diferentes 6 carbonos. Eventualmente con
zona. También puede probarse alargando aceptores de puente de hidrogeno un sustituyente hidrofébico (ej;
el conector, ambas estrategias pueden en estas posiciones (e : C=0). H, CH3) en la posicién sefialada.
probarse en forma separada o

combinada para aumentar la actividad.

Figura 5.1. Principales relaciones estructura-actividad encontradas en este estudio e ideas para la
etapa de conceptualizacidon y disefio a posteriori de nuevas moléculas basadas en el andamio de
benzamida.
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APENDICES.

APENDICE A1: ESTADO
DEL ARTE.

«Me gustaria subrayar con fuerza mi conviccion de que la era de los quimicos
computacionales, en la que no cientos si no miles de quimicos trabajardn

con ordenadores en lugar de hacerlo en el laboratorio para incrementar muchos
aspectos de la informacién sobre productos quimicos, ya estd préxima. Sélo hay un
obstdculo, a saber, que alguien debe pagar por el tiempo de cdlculo».

«..cuanto mds exactos son los calculos, mds conceptos tienden a desvanecerse en el
aire».

- Robert Sanderson Mulliken

(7 dejunio de 1896 - 31 de octubre de 1986)
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A.1. MODELADO MOLECULAR.

La quimica computacional permite a los investigadores experimentar in sillico mediante
simulaciones por ordenador un proceso biolégico o quimico de interés. Los modelos
computarizados de procesos quimicos ofrecen mayor resolucién a costa de una menor
precision. La quimica computacional tiene por objeto la determinacién teérica de las
propiedades de las moléculas a partir de las ecuaciones quimico cuanticas o clasicas del
movimiento. Si bien los enfoques computacionales ab initio tienen la capacidad de modelar
y obtener propiedades para moléculas pequefias comparables a las obtenidas
experimentalmente, su aplicabilidad se vuelve muy limitada a medida que aumenta el
tamano del sistema. También las escalas de tiempo que se pueden sondear utilizando
dindmicas moleculares ab initio son pequefias, aunque es un campo en constante
crecimiento. En consecuencia, para macromoléculas, la aplicacion de enfoques mecanico
cuanticos (QM) esta severamente limitada. Por este motivo, uno necesita recurrir a métodos
basados en la mecanica clasica para estudiar fendémenos con escalas de longitud y tiempo
mas grandes (ver figural.1). En efecto, cuando se combina la Mecanica Molecular (MM) con
Dindmica Molecular (MD), se logra simular el problema de N-cuerpos para los N-atomos de
un sistema como el ligando-receptor, calculando el movimiento de los &tomos segun la fisica
newtoniana y las descripciones empiricas de interacciones atémicas, obteniendo una visién
atomistica de la interaccion entre un farmaco y un receptor biologico [63 - 661,
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Figura A.1.1 Orden jerarquico de aproximaciones de modelado molecular a diferentes escalas de
tiempo y longitud. QM: mecanica cuantica, MM: mecanica molecular, QM/MM: hibridos, MD:
dindmica molecular, CG: grano grueso [67].,

En este apartado, se presentan varios métodos computacionales que pueden aplicarse al
estudio de sistemas moleculares como es el sistema Farmaco-Receptor, abordable desde
diferentes escalas de longitud y tiempo de manera complementaria. Ademas, discutimos los
principios basicos de los enfoques basados en ligando y guiados por receptor, para el disefio
de farmacos asistidos por computadora.
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A.1.1. Estructura electrdnica

En el area de las moléculas pequeiias, los calculos de estructura electrénica han jugado un
papel muy importante y han producido una gran cantidad de datos de alta confiabilidad
obtenidos al emplear herramientas computacionales fundamentadas en los principios de la
Mecanica Cuantica (QM). Segin ésta, toda la informaciéon posible sobre un sistema
molecular puede obtenerse a partir de una funcién de onda, s, que se obtiene resolviendo
la ecuacion de onda de Schrodinger (661, Los enfoques de la quimica cudntica son necesarios
para modelar con precision los sistemas a escala atomistica y, lo que es mas importante,
para obtener informacion de la estructura electrénica de un sistema molecular [66- 681,

Los métodos de estructura electrdnica y la dinAmica molecular se han utilizado de forma
complementaria para investigar el sistema Ligando-Receptor [¢7]. Los métodos de estructura
electronica semiempiricos o ab initio usualmente se usan para optimizar la geometria de
sistemas moleculares pequeinos como los farmacos, obteniéndose parametros tales como
las constantes de fuerza de enlaces, longitudes/angulos de equilibrio, asi como cargas
parciales de los &tomos de un inhibidor para su posterior uso en la configuracién de una
simulacién MD 166 -70],

En las siguientes secciones nos enfocaremos s6lo en los métodos de estructura electronica
que fueron usados para la optimizaciéon de geometria y obtencién de informaciéon de la
estructura electronica de inhibidores de estructura de orto-aminoanilida que forman parte
de este estudio.

A.1.1.1. Métodos semiempiricos: AM1

Aqui damos una mirada al enfoque AM1 (Austin Model 1), que se utiliza para lograr
predicciones quimicas significativas, a partir de calculos computacionalmente poco
costosos para la optimizacion de la geometria de los inhibidores [¢6l. AM1 es un modelo
semiempirico basado en el formalismo del método HF que hace ciertas aproximaciones,
donde principalmente omite las integrales de repulsion inter-electrénica entre pares de
electrones y obtiene algunos parametros a partir de datos experimentales [64-66],

A.1.1.2. Estructura electrénica: cargas.

La derivacién de cargas atomicas y la construccion de una libreria de campos de fuerza para
pequefias moléculas, como los inhibidores, son pasos clave a la hora de desarrollar un
campo de fuerza necesario para llevar a cabo un anadlisis estructural y energético de la
interaccién proteina-ligando utilizando la mecanica molecular [67-70], En este trabajo se
calculan las cargas RESP para los cuatro ligandos de las simulaciones. El programa RESP
ajusta el Potencial Electrostatico Molecular (MEP), calculado mecanico-cuanticamente en
superficies moleculares utilizando un modelo de carga puntual centrado en el atomo. La
teoria mas efectiva basada en métodos de estructura electrénica que se seleccioné para
hacer esto, fue la teoria de “campo auto consistente” ab initio (SCF), que integra el método
HF y un conjunto de bases adecuado, por ejemplo 6-31G* para una descripcidon
representativamente mas precisa de los orbitales [65 661, El conjunto de bases establecido
para obtener una cierta precision para una propiedad como la carga de los &tomos presentes
en una molécula, suele ser diferente del requerido para la precision correspondiente a la
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energia de una molécula. Por lo tanto, el conjunto de bases para las propiedades, como la
carga, debe adaptarse afiadiendo funciones hasta que se obtenga la precisién deseada [65].

A.1.2. Métodos clasicos basados en campos de fuerza.

Dentro de las técnicas clasicas, la energia potencial molecular de un sistema quimico se
expresa solo en funcién de las posiciones de los nucleos y se evalta a través de expresiones
analiticas clasicas y parametros ajustados que incorporan informacién electrénica
promediada. El conjunto de expresiones o formulas analiticas para cada una de las fuerzas
involucradas con el movimiento atémico de un sistema molecular constituye lo que se
denomina un campo de fuerza o FF [64-67],

A.1.2.1. Campos de fuerza.

En el modelado molecular, la funcién de un campo de fuerza es modelar la energia potencial
de un sistema atomico. Un FF incluye las formas funcionales de la energia potencial debido
a interacciones atomicas que incluyen el estiramiento o compresion de enlaces mas alla de
sus longitudes y angulos de equilibrio, los efectos de la torsion sobre los enlaces simples, las
atracciones de van der Waals o las repulsiones de los &tomos cercanos, y las interacciones
electrostaticas entre las cargas parciales en una molécula debido a los enlaces polares [64-70],
La forma funcional puede obtenerse con métodos analiticos o empiricos, y los parametros
del campo de fuerza, como las constantes de fuerza y los valores de distancias de equilibrio,
pueden obtenerse reproduciendo datos experimentales o calculos de quimico-cuanticos
[64,65,67-70], Existen diversos FF en la bibliografia, siendo AMBER el FF utilizado en este trabajo
(641, Para un FF, la funcién Uss (r,p) describe la energia potencial molecular de un sistema
que depende de las coordenadas r del sistema y de los parametros p del campo de fuerza
que se emplee, en este caso AMBER. Dicha funciéon se expresa como muestra la ecuacion
(A1.1) 641,

1 1
U(r,p) = z EKAB(RAB - Re,AB)2 + Z EKABC(QABC - 9e,ABc)2

stretch bend
Uy K 2
+ Zdihedros? (1 - cos(n()( - Xe))) + Zimpropias m (COSIIJ - COSl/)e) (A-l-l)
Ci_Ch), 1y @0,y (G_d
Ra% RSB dmeg Ryp Ra% Rjg

van der Waals Cargas H-bonds

El primer término hace referencia a la energia de interaccion por stretching entre pares de
atomos enlazados entre si; el segundo a la energia requerida por el bending del angulo
formado por tres atomos; el tercer término representa la energia torsional de rotacion en
torno a un enlace diedro; el cuarto, el potencial impropio debido al angulo fuera del plano;
el quinto y sexto término describen las interacciones no enlazantes entre atomos definidos
por un término de atraccién-repulsién de tipo Lennard-]Jones para las fuerzas de Van der
Waals y un término Coulémbico para interacciones electrostaticas [64 ¢5]; el dltimo término
adicional representa los puentes de hidrégeno. Un esquema de dichas interacciones se
muestra en la figura A1.2.
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Figura A.1.2. [lustracidon de términos energéticos de enlace (arriba) y no-enlace (abajo) de un
campo de fuerza [65].

A.1.3. Mecanica Molecular.

En la Mecanica Molecular (MM) se aplica la mecanica de Newton en una molécula o un
sistema molecular para modelar su estructura detallada y las propiedades fisicas mediante
el calculo de la energia de una molécula en términos de las interacciones enlazantes y no-
enlazantes. Los métodos MM atomisticos tratan moléculas como bolas unidas por resortes
en el que cada dtomo es una sola particula con un radio asignado (tipicamente el radio de
van der Waals), polarizabilidad y carga neta constante (generalmente derivado de calculos
quimico cuanticos y experimentos). Por medio de la minimizacién de esta funcién potencial
del FF, los métodos de MM predicen geometrias en el equilibrio y energias relativas [64-66l,

A.1.3.1. Minimizacién de la energia

Este método trata de encontrar una o mas configuraciones estables de una molécula, a partir
de una optimizacion de la energia potencial del sistema, como se ilustra en la figura A1.3. La
minimizacion suele utilizarse con tres finalidades principalmente: (i) la obtencién de la
geometria mas estable de un sistema; (ii) el calculo de la energia relativa entre las
estructuras de equilibrio de diferentes especies; (iii) la obtencion de una estructura de
partida que no presente interacciones fuertemente desfavorables para una simulacién de
dinamica molecular [6466.68],
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Figura A.1.3. Algoritmo basico de los métodos de Mecanica Molecular.

Los métodos mas utilizados hoy son el de descenso mas pronunciado (steepest descent) y el
de gradiente conjugado (conjugate gradients), basados en gradientes, los cuales hacen uso
de la primera derivada de la funcién de energia potencial respecto a la posiciéon de los
atomos (64651,

A.1.4. Dindmica molecular

La simulacién de dindmica molecular (MD) es un método de modelado in silico para el
estudio de movimientos de particulas (principalmente atomos). Una simulacion MD,
comienza con una conformacioén que es un minimo energético, donde a cada atomo se asigna
una serie de componentes de velocidad Vx, Vy, Vz que son elegidas al azar a partir de una
distribucién de Maxwell-Boltzmann a una temperatura asignada. Luego, se aplica la
segunda ley de Newton a cada &tomo, donde cada componente de la fuerza sobre el atomo i
se calcula segun la ecuacion (A.1.2), donde U se obtiene a partir del FF de la Mecanica
Molecular. Se integra numéricamente la segunda ley de Newton para obtener la posicion de
cada atomo en los tiempos At, 2At, 3At, ... El paso de integraciéon también resulta ser
importante en el caso de macromoléculas, el cual tiene que ser menor que el movimiento
mas rapido del sistema [64-661,

Las nuevas configuraciones se obtienen solucionando la ecuacién diferencial contenida en
la segunda ley de Newton principalmente en su forma potencial (A.1.2):

—-du d?x
x = mﬁ (A.1.2)
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Donde X son las coordenadas nucleares, m la masa y U la energia potencial del sistema.

Estas ecuaciones no se pueden resolver analiticamente debido a que la fuerza ejercida sobre
cada atomo depende de la posicion de los otros, dando como resultado un movimiento
acoplado de particulas. Por esto, se usan métodos de diferencias finitas en base a la fuerza
que actia en cada atomo, coordenada y velocidad en el paso anterior y desde este se calculan
las futuras coordenadas, asumiendo que dentro de este intervalo la fuerza sera constante.
Dentro de los algoritmos de integraciéon numérica de las ecuaciones de Newton, es muy
comun el uso del algoritmo de leap-frog o “salto de rana”, que es una modificaciéon del
algoritmo de Verlet 16+ 65 68691, Lo anterior, se resume en un diagrama ilustrado en la Figura
Al4.

Coordenadas iniciales (X)
Determinacion de las velocidades iniciales (W)
Calculo de E o Xo) v Ex(Wa)

L:lm - Epnt"‘ Ek

y

Determinacion de F = -dE,/dX
a=F/m <
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Calculo de Eg, para
las nuevas coordenadas

Figura A.1.4. Algoritmo basico de los métodos de dinamica molecular.

Las posiciones y cantidades de movimiento de todas las particulas de un sistema definen un
estado microscépico. Las posiciones y cantidades de movimiento de todas las particulas en
el sistema son adjudicados como coordenadas de un espacio 6N dimensional también
llamado espacio de fase 170. En resumen, la evolucién de un sistema con el tiempo,
corresponde a una trayectoria en el espacio de fase y puede determinarse mediante la
resolucion de las ecuaciones de movimiento de Newton basado en la energia potencial.
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A.1.4.1. MMPBSA: Método de punto final para calculo aproximado de AGeniazamiento

MMPBSA es un método que combina la mecanica molecular y solventes continuos [“7],
Hipotéticamente, un evento de unidn entre receptor y ligando se divide en dos etapas:
asociacién en la fase gaseosa y disolucion en la fase acuosa [48l. Mientras que el single point
de energia en fase gaseosa se evalda con un campo de fuerza clasico, en este caso AMBER,
el término de disolucién se cuantifica utilizando el modelo de disolvente implicito Poisson-
Boltzmann, (PB) que es el ntcleo de este método.

La configuracion de los calculos de MMPBSA comienza con la creaciéon de archivos de
parametros/topologias despojados de moléculas de agua e iones, utilizando los pardmetros
recomendados para el método de andlisis solicitado 9. Posteriormente, se generan
conjuntos conformacionales de complejos, receptores y ligandos mediante la extraccién
automatizada de instantaneas de la simulacion MD en un intervalo especificado por el
usuario. Las instantdneas son creadas de acuerdo al enfoque de trayectoria dnica [50],
obteniéndose desde la trayectoria especifica para cada complejo en estudio. En el paso final
del proceso de configuracidn, se crean los archivos necesarios para realizar los calculos de
energia con el script mm_pbsa.pl de AMBER. Los célculos pueden ser iniciados usando los
scripts batch y shell proporcionados en cualquier sistema de computacion en el que AMBER
esté disponible [49-51],

A.1.5. Disefio de drogas asistido por computadoras

En las dltimas dos décadas, los enfoques in silico se han convertido en una parte integral de
practicamente todos los programas racionales (academia e industria) de descubrimiento de
farmacos [71-731. Los enfoques racionales en el descubrimiento de farmacos se clasifican
tradicionalmente como basados en estructura (guiados por receptor: RG) y basados en
andlogos (basado en ligando: LB) 72731, En ambos casos los enfoques se han aplicado para
obtener informacién sobre las caracteristicas de unidn del farmaco con el objetivo bioldgico
siguiendo los principios del disefio de drogas asistido por computadora (CADD), que se
enfoca en la comprension de tres factores esenciales para el disefio de farmacos: i) las
caracteristicas que hacen que una macromolécula sea un receptor farmacoldgico, ii) las
propiedades que distinguen a una molécula pequefia para que acttie como un farmaco y iii)
las interacciones que facilitan un ajuste 6ptimo de una molécula como farmaco en un
objetivo susceptible de ser medicado [71-731.

A.1.5.1. Disefio de drogas basado en el receptor.

El disefio de farmacos basado en estructuras (o disefo directo de firmacos) se basa en el
conocimiento de la estructura tridimensional del objetivo bioldgico obtenido a través de
métodos como la cristalografia de rayos X o la espectroscopia de RMN [711. El disefio de
farmacos basado en la estructura es el disefio y la optimizacién de una estructura quimica
con el objetivo de identificar un compuesto adecuado para las pruebas clinicas: un farmaco
candidato. Se basa en el conocimiento de la estructura tridimensional de la droga y cémo su
forma y carga hacen que interacttie con su objetivo biolégico, lo que finalmente provoca un
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efecto médico 72731, La explosion de informacién gendmica, proteédmica y estructural ha
proporcionado cientos de nuevos objetivos y oportunidades para el descubrimiento de
compuestos en el futuro 731,

A.1.5.2. Docking o Acoplamiento molecular.

El Docking se lleva a cabo utilizando un algoritmo informatico automatizado que determina
la unién de un compuesto al sitio activo de una proteina [74. Esto incluye determinar la
orientacion del compuesto, su geometria conformacional y la puntuacién. Aunque todos los
compuestos (moléculas pequefias) se someten a cambios de conformacién durante el
acoplamiento, la proteina se mantiene rigida en una geometria fija en la mayoria de los
casos. Algunos programas facilitan la alteracién en la conformacién del sitio activo,
permitiendo un acoplamiento mas flexible. En este trabajo se utiliza el programa de
acoplamiento Autodock 4.6, que contiene dos componentes clave a saber: el algoritmo de
busqueda y la funcion de puntuacion (ver Apéndice A.10). El algoritmo de busqueda
posiciona las moléculas en una multitud de ubicaciones, orientaciones y conformaciones
dentro del sitio activo [75. La eleccion del algoritmo de bisqueda determina la minuciosidad
del programa para verificar las posibles posiciones de la molécula y el tiempo empleado
(75761, Por otro lado, las funciones de puntuacién son métodos matematicos aproximados
rapidos utilizados para predecir la fuerza de la interaccion no covalente (también
denominada afinidad de unién) entre dos moléculas después de que se hayan acoplado. Las
orientaciones moleculares con &tomos colocados en forma razonable se anotan y las otras
se descartan. Los modos energéticamente favorables de unién de ligandos se almacenan
como poses diferentes. Estas poses que representan las interacciones proteina-ligando se
puntiian en términos de entalpias o energias libres de union [76l.

A.1.5.3. Disefio de farmacos basado en ligando.

El disefio de farmacos basado en ligandos ha surgido en paralelo a los enfoques basados en
la estructura [75]. Estos enfoques se complementan, ya que en este enfoque se desconoce la
estructura del objetivo bioldgico, pero se cuenta con informaciéon de un conjunto de
inhibidores activos para el objetivo biolégico [75l. Estas moléculas se pueden usar para
derivar un modelo de farmacéforo que define las caracteristicas estructurales minimas
necesarias que una molécula debe poseer para unirse al receptor. En otras palabras, se
puede re-construir un modelo del objetivo biol6gico basandose en el conocimiento de lo que
se une a él, y este modelo a su vez puede usarse para disefiar nuevas entidades moleculares
que interacttien con el objetivo [77.78], Los modelos QSAR y de farmacéforos son los métodos
mas importantes en el disefio de farmacos basados en ligandos [77l. Una Relacion Estructura-
Actividad Cuantitativa, permite derivar una correlacion entre las propiedades calculadas de
las moléculas y su actividad biolégica determinada experimentalmente. Estas relaciones
QSAR a su vez pueden usarse para predecir la actividad de nuevos analogos. Han
transcurrido mas de cincuenta afios desde que Corwin Hansch [791 fund6 el campo del
modelo de Relaciones Cuantitativas Estructura-Actividad (QSAR). Inicialmente
conceptualizado como la extension ldgica de la quimica-fisica organica, el modelado QSAR
ha crecido, diversificado y evolucionado desde su aplicacién a pequefias series de
compuestos analogos usando métodos de regresion relativamente simples, hasta el analisis
de grandes conjuntos de datos que comprenden miles de diversas estructuras moleculares
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usando una amplia variedad de técnicas estadisticas y de aprendizaje automatico. Estos
modelos predictivos filtran rapidamente grandes bases de datos para identificar nuevas
moléculas cabezas de serie con una actividad biolégica mejorada y mayor potencia,
abriendo asi el camino a nuevos tipos de estructuras para la investigacién de farmacos [77].

A154. QSAR

El desarrollo racional de un ligando con determinada afinidad por un sitio de unién se puede
abordar mediante técnicas computacionales y estadisticas que relacionen la actividad
bioldgica de una molécula con sus caracteristicas estructurales mediante lo que se conoce
como estudios de relaciones estructura-actividad cuantitativos (QSAR) [75].

Como se observa en la Figura A1.5, el primer paso de la modelaciéon QSAR es la coleccién y
preparacién de un set de datos que deben obtenerse desde informacion experimental
existente sobre un conjunto de moléculas de interés farmacoldgico, de las cuales se cuenta
con sus estructuras geométrica 3D previamente optimizadas y datos de su actividad
biolégica informada. En el estudio QSAR, las variaciones de actividad /toxicidad/propiedad
biolégica dentro de una serie de compuestos se correlacionan con los cambios en un grupo
de caracteristicas de las moléculas que se calculan y son denominadas descriptores [75 77,80,
Los descriptores moleculares son informacién quimica que esta codificada dentro de las
estructuras moleculares, sirven como variables independientes de un modelo QSAR y son
colectivamente responsables de una actividad particular de la molécula [80]. Esta actividad
debiese seguir una distribuciéon uniforme, dividiéndose el conjunto de compuestos en:
conjunto de entrenamiento y conjunto de prueba.

El modelado QSAR tipicamente describe estructuras moleculares en términos de los
descriptores y luego correlaciona estos descriptores moleculares con actividades
observadas utilizando diversos métodos estadisticos. El método QSAR predice una cierta
propiedad de una molécula a partir de su estructura como una expresién matematica en la
forma de (ec. A.1.3):

y = myx; +Myxy + o+ C (A13)

Donde, y es la propiedad pronosticada (variable dependiente) y x;, x5 .., Xy ; son
descriptores.

QSAR usa descriptores que son un solo nimero que describe algiin aspecto de la molécula,
como el peso molecular, el nimero de dtomos, los indices topoldgicos, etc. Los coeficientes
mq, m,..,my; en la ecuacion QSAR son pesos de los descriptores obtenidos mediante el uso
de varios métodos de ajuste de curvas. Las actividades y propiedades modeladas por QSAR
se conocen como variables dependientes (y) del modelo QSAR [75.80,81],
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Figura A.1.5. Pasos de modelaciéon QSAR.

Para la correlacion estructura-actividad, la técnica de minimos cuadrados parciales (PLS)
fue la utilizada en esta tesis, debido a que presenta ventajas comparativas frente a otros
métodos, incluida la capacidad de manejar mas variables descriptoras que compuestos,
resultados biolégicos multiples, al mismo tiempo que proporciona una mayor precision
predictiva y un riesgo mucho menor de correlacidon aleatoria [82l. PLS es una técnica
importante, introducida por Hermann y Svante Wold [82-84], que produce una ecuacién lineal
para describir o predecir diferencias en los valores de una o mas propiedades a partir de las
diferencias en los valores de otras propiedades. Las propiedades descritas o predichas se
denominan 'variables dependientes' o, en la literatura PLS, 'bloque Y'. Las propiedades de
descripcion o prediccién se denominan 'variables independientes’ o 'bloque X'.

El poder predictivo de un modelo QSAR se puede verificar luego a través de medidas
estadisticas tales como el coeficiente de correlaciéon entre los valores reales y los
pronosticados [84. Por otra parte, los modelos deben ser también evaluados por medio de
una validacion externa sobre el conjunto de prueba, en este trabajo adoptamos la propuesta
por Golbraikh y Tropsha [30.311,

A.1.6. Modelado de farmacoéoforo.

Ultimamente el modelado de farmacéforos ha adquirido una gran importancia como
enfoque basado en ligando debido a su simplicidad. De acuerdo con la definicién de IUPAC
871: "Un farmacdforo es el conjunto de caracteristicas estéricas y electrénicas que son
necesarias para asegurar las interacciones supramoleculares dptimas con una estructura
especifica de un objetivo bioldgico y para activar (o bloquear) su respuesta biolégica".
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Un farmacé6foro no representa ninguna molécula real, sino que representa el patréon de
interaccion comun de un grupo de compuestos con su objetivo, detectados luego de un paso
clave conocido como alineamiento (ver Figura A.1.6) [88:89],

HBA | HBA

(a)

8

Figura A.1.6. (a) Representaciéon de un farmacéforo con sus propiedades quimicas y distancias
entre sus diferentes regiones. HBA; aceptor de puente de hidrégeno, RA; anillo aroméatico, HY;
hidrofébica, ZB; enlazante de zinc. (b) Una molécula solapada con el farmacéforo.
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APENDICE 2:
INTERACCIONES NO
COVALENTES.

“La maquinaria interna de la vida, la quimica de las partes, es algo hermoso.
Toda la vida estd interconectada con el resto de la vida".

-Richard P. Feynman
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A.2. INTERACCIONES MOLECULARES LIGANDO -
RECEPTOR.

A.2.1. Consideraciones generales.

Para apreciar los mecanismos de la acciéon de farmacos, es importante comprender las
fuerzas de interacciéon que unen ligandos a sus receptores. La fuerza motriz para la
interacciéon farmaco-receptor puede considerarse como un estado de baja energia del
complejo fArmaco-receptor (ver figura A.2.1).

k

on
Farmaco + Receptor _E > Complejo Farmaco-Receptor

Koff
Figura A.2.1. Equilibrio entre un firmaco, un receptor, y un complejo fArmaco-receptor.

Donde kon es la constante de velocidad para la formacion del complejo fArmaco-receptor,
que depende de las concentraciones del firmaco y el receptor, y kot es la constante de
velocidad para la descomposicion del complejo, que depende de la concentracion del
complejo farmaco-receptor. La actividad bioldgica de un farmaco esta relacionada con su
afinidad por el receptor, es decir, la estabilidad del complejo farmaco-receptor. Esta
estabilidad se mide comunmente por lo dificil que es que el complejo se disocie, la cual se
representa por K;. La constante de disociacion K; de complejo farmaco-receptor en
equilibrio queda representada por (ec. A.2.1):

armaco][receptor
Kq = érmacolreceptor] (A2.1)
[complejo farmaco—receptor |

Dado que K; es una constante de disociacion, cuanto menor es la K;, mayor es la
concentracion del complejo fArmaco-receptor, lo que se traduce a una mayor estabilidad del
complejo, producto de una mayor afinidad del farmaco por el receptor. Los farmacos y
receptores existen como un conjunto de conférmeros en solvente [90l. Por lo tanto, para
formar un complejo solvatado con el receptor, la molécula de fArmaco necesita desplazar
las moléculas de disolvente que ocupan el sitio de union del receptor [°11. Esto es posible solo
cuando las interacciones entre los fairmacos y el receptor son mas fuertes que sus
interacciones individuales con las moléculas de disolvente [901. La formacién del complejo
ligando-receptor es entrépicamente desfavorable e induce una pérdida en los grados de
libertad conformacional, rotacional y traslacional, tanto del firmaco como del sitio activo
del receptor en especifico, por lo que se espera que la pérdida entrdpica sea compensada
por contactos entalpicos favorables, es decir, principalmente interacciones no-covalentes.

La actividad de una molécula pequefia (farmaco) se inicia entonces por su interaccion a
nivel atémico con la macromolécula (receptor u objetivo). Esta asociacién se estabiliza
mediante una plétora de interacciones intermoleculares firmaco-receptor que son de
naturaleza no covalente en la mayoria de los casos [90l. Estas interacciones se forman
espontaneamente entre los dtomos con una disminuciéon de la energia libre (AG). La
interaccion de un farmaco con el sitio de unién de un receptor depende de la
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complementariedad de ajuste entre las dos moléculas, tal como se establece en la Hipotesis
de Llave Cerradura (Lock and Key) por Emil Fischer [921.

A.2.2. Interacciones importantes involucradas en complejos Ligando-
Receptor.

Las interacciones involucradas en el complejo fArmaco-receptor [90-921 son las mismas
fuerzas experimentadas por todas las moléculas organicas que interactdan, e incluyen:
enlaces covalentes, interacciones idnicas (electrostaticas), interacciones ién-dipolo y
dipolo-dipolo, enlaces de hidrogeno, interacciones por transferencia de carga, interacciones
hidrofébicas, interacciones, enlaces de halégenos e interacciones de van der Waals.

Las interacciones débiles generalmente son posibles solo cuando las superficies
moleculares son cercanas y complementarias, es decir, la fuerza de la unién depende de la
distancia. Como se describié anteriormente, la formaciéon espontanea de un enlace entre
atomos ocurre con una disminucién en la energia libre, es decir, una interaccién no
covalente ocurrira solo cuando hay un AG negativo. El cambio en la energia libre de enlace
esta relacionado con la constante de equilibrio de enlace (Keq) de acuerdo con la ecuacién
(A2.2). Por lo tanto, a una temperatura fisiolégica (37°C), los cambios en la energia libre de
unas pocas kilocalorias por mol pueden tener un efecto importante en el establecimiento de
las interacciones que determinan la formacién o no del complejo.

AG® = —RTInK,, (A2.2)

Una interaccion particular puede valer diferentes cantidades de energia libre dependiendo
de las estructuras moleculares involucradas. La multiplicidad de interacciones en un
complejo proteina-ligando es un compromiso entre fuerzas atractivas y repulsivas, los
procesos de solvatacion, las interacciones de largo alcance y los cambios conformacionales
(que a menudo se descuidan).

Seria deseable que las interacciones observadas sean aditivas; sin embargo, las
interacciones moleculares tienden a comportarse de una manera altamente no aditiva 91,
Ademas, es muy facil ser engafiado por las interacciones farmaco-receptor en las
estructuras cristalinas, que presentan vistas estaticas de las interacciones y no tienen en
cuenta el costo de energia del desplazamiento de las moléculas de agua del sitio de unién
[9091], En general, las interacciones no covalentes formadas entre un farmaco y un receptor
son débiles por naturaleza; en consecuencia, los efectos producidos son reversibles. Debido
a esto, un farmaco se vuelve inactivo tan pronto como disminuye su concentraciéon en los
fluidos extracelulares, generalmente por metabolismo. Con frecuencia, es deseable que el
efecto del farmaco dure solo durante un tiempo limitado, de modo que la accion
farmacolégica pueda finalizar. A veces, sin embargo, el efecto producido por un
medicamento debe persistir, e incluso ser irreversible. En las siguientes sub-secciones, los
diversos tipos de interacciones farmaco-receptor se discuten brevemente. Estas
interacciones son aplicables a todos los tipos de receptores, incluidas las enzimas y el ADN.
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A.2.3. Enlace covalente

El enlace covalente es el enlace mas fuerte, con valores entre -30 a -230 kcal/mol en
estabilidad, entre los mas observados en quimica organica y biomoléculas. Rara vez se
forma por una interaccién farmaco-receptor, excepto con enzimas y ADN.

A.2.4. Interacciones no - covalentes.

A.2.4.1. Interacciones idOnicas o Electrostaticas.

Para los receptores de proteinas a pH fisiolégico (significa generalmente tomado para pH
7.4, el pH de la sangre), los grupos basicos tales como las cadenas laterales de amino de
arginina, lisina y, en mucha menor medida, histidina, estdn protonados y, por lo tanto,
proporcionan un ambiente catidnico. Los grupos acidicos, tales como las cadenas laterales
de acido carboxilico de 4cido aspartico y dcido glutamico, se desprotonan para dar grupos
anidnicos. Los fAirmacos y receptores se atraerdn mutuamente siempre que tengan cargas
opuestas. Esta interaccidn iénica puede ser efectiva a distancias mas largas que las
requeridas para otros tipos de interacciones, y pueden persistir por mas tiempo. Una
interaccion i6nica simple puede proporcionar un AG = -5 kcal/mol, que disminuye por el
cuadrado de la distancia entre las cargas. Si esta interaccion se ve reforzada por otras
interacciones simultaneas, la interaccién iénica se vuelve mas fuerte (AG? = -10 kcal/mol) y
persiste mas tiempo.

El medicamento antidepresivo pivagabina (Tonerg®) se usa como ejemplo de una
molécula que puede participar hipotéticamente en una interaccién iénica con un residuo de
arginina (Figura A.2.2).

O
%%{ o NH;
B N/\/Y/- .
' H | + >-\_NH
% Pivagabine 0 H,N NS

MWVMWE

Figura A.2.2. Ejemplo de interaccidn electrostatica (iénica). La linea ondulada representa la cavidad
del receptor.

A.2.4.2. Interacciones ién-dipolo & dipolo-dipolo.

Como resultado de la mayor electronegatividad de atomos como oxigeno, nitrégeno, azufre
y halégenos en relacion con la del carbono, los enlaces C-X en farmacos y receptores, donde
X es un adtomo electronegativo, tendran una distribucion asimétrica de electrones; esto
produce dipolos electrénicos. Estos dipolos en una molécula de fArmaco pueden ser atraidos
poriones (interaccion ion-dipolo) u otros dipolos (interaccion dipolo-dipolo) en el receptor,
siempre que las cargas de signo opuesto estén alineadas correctamente. Debido a que la
carga de un dipolo es menor que la de un i6n, una interaccién dipolo-dipolo es mas débil
que una interaccién i6n-dipolo. En la Figura A.2.3, la droga contra insomnio zaleplon
(Sonata®) se usa para demostrar estas interacciones, que pueden proporcionar un AG°
desde -1 a -7 kcal/mol.
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Figura A.2.3. Ejemplos interacciones i6n-dipolo y dipolo-dipolo. La linea ondulada representa

cavidad del receptor.

Ton—dipole

A.2.4.3. Puentes de Hidrégeno.

Los enlaces de hidrégeno son un tipo de interaccion dipolo-dipolo formado entre el protén
de un grupo X-H, donde X es un atomo electronegativo y uno o mas atomos electronegativos
(Y) que contienen un par de electrones no enlazados. Los enlaces de hidrégeno mas
significativos se producen en moléculas donde X e Y son N y O y, en menor medida, F [9495];
También se han descrito casos especiales interesantes de enlaces de hidrogeno débiles para
X = C 9394, X elimina la densidad de electrones del hidrégeno por lo que este ultimo tiene
una carga positiva parcial, que es fuertemente atraida por los electrones no enlazantes de
Y. La interacciéon se denota como una linea de punteada, -X-H -+ Y-, para indicar que todavia
existe un enlace covalente entre X y H, pero que la interaccion entre H e Y también ocurre.
En esta descripcion, X se denomina donador de enlace de hidrégeno e Y es el aceptor de
enlace de hidrogeno. Cuando X e Y son equivalentes en electronegatividad y grado de
ionizacion, el proton se puede compartir por igual entre los dos grupos, es decir, -X -+ H -+
Y-, denominado enlace de hidrégeno de baja barrera [94971. Los valores medios de la distancia
de enlace de hidrégeno entre atomos electronegativos de diferentes grupos funcionales han
sido ampliamente estudiados en la literatura 961,

El enlace de hidrégeno es exclusivo del hidrégeno porque es el inico &tomo que puede llevar
una carga positiva a pH fisiologico mientras permanece unido covalentemente a una
molécula, y que también es lo suficientemente pequefio para permitir el acercamiento de un
segundo atomo electronegativo. @ Hay enlaces de hidrégeno intramoleculares e
intermoleculares; los primeros son mas fuertes, por ejemplo, el acido salicilico utilizado en
los remedios para la eliminacién de verrugas (Figura A.2.4). El enlace de hidrogeno
intramolecular es una propiedad importante de las moléculas, este puede tener un efecto
significativo en los enfoques de modificacion de compuestos cabeza de serie [9597.98],
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Figura A.2.4. Ejemplos de enlaces de hidrégeno. La linea ondulada representa la cavidad del
receptor.

La conformacion bioactiva de una molécula es la conformaciéon éptima de la molécula
cuando se une a su receptor. Cuando hay grupos donantes y aceptores de enlace de
hidrégeno en un compuesto que tienen la posibilidad de interactuar para formar un anillo
intramolecular de cinco a siete miembros, esas interacciones produciran una conformacion
estable que puede aproximarse o no a la conformacién bioactiva.

El enlace de hidrégeno intramolecular produce estructuras que pueden considerarse
bioisdsteros de compuestos biciclicos, un tipo de andamio a considerar (Figura A.2.5) [98].
Algunos enlaces de hidrégeno intramoleculares son lo suficientemente fuertes como para
persistir en el agua 97,981,

(A) 0 o
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ZN o1
. §
N
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(B) R? H 2
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~N I~ ~
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Figura A.2.5. Dos ejemplos (A y B) de cémo los enlaces de hidrégeno intramoleculares pueden
imitar un heterociclo bioisostérico.

Debido a que el enlace de hidrdogeno intramolecular elimina un donador y un aceptor del
resto de la molécula, aumenta su lipofilicidad y la permeabilidad de la membrana y
disminuye su solubilidad acuosa. Esto puede tener un impacto significativo en la
farmacocinética.

La estimacion de la contribucion energética de los enlaces de hidrogeno es a veces
problematica, ya que en la solucién acuosa la formacién de un enlace de hidrégeno requiere
la de-solvatacion tanto del donante como del aceptor. Los enlaces de hidrégeno de mayor
energia se producen en el caso de los enlaces de hidrégeno reforzados con carga.
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Como ejemplo, en muchos casos, un puente de sal es realmente una combinacién de enlaces
de hidrégeno y una interaccidn electroestatica (ionica). El AG? para enlaces de hidrogeno
puede estar entre -1y -7 kcal/mol, pero usualmente esta en el rango de -3 a -5 kcal/mol. Las
afinidades de uniéon aumentan en aproximadamente un orden de magnitud por enlace de
hidrégeno.

A.2.4.4. Complejos de transferencia de carga.

Cuando una molécula (o grupo) que es un buen donador de electrones entra en contacto
con una molécula (o grupo) que es un buen aceptor de electrones, el donante puede
transferir parte de su carga al aceptor. Esto forma un complejo de transferencia de carga,
que, en efecto, es una interacciéon molecular dipolo-dipolo. La energia potencial de esta
interaccidn es proporcional a la diferencia entre el potencial de ionizacidn del donante y la
afinidad electroénica del aceptor.

Los grupos de donadores contienen electrones r, tales como alquenos, alquinos y residuos
aromaticos con sustituyentes donadores de electrones, o grupos que contienen un par de
electrones no unidos, tales como oxigeno, nitrégeno y restos de azufre. Los grupos aceptores
contienen orbitales  deficientes en electrones, tales como alquenos, alquinos y restos
aromaticos que tienen sustituyentes que atraen electrones y protones débilmente acidos.
Hay grupos en los receptores que pueden actuar como donantes de electrones, como el
anillo aromatico de tirosina o el grupo carboxilato del aspartato y otros actuar como
aceptores de electrones, como la cisteina. Ademas, existen residuos que pueden actuar como
donantes y aceptores de electrones, tales como histidina, triptéfano y asparagina. El
fungicida, clorotalonil®, se usa en la figura A.2.6 como un ejemplo hipotético de una
interaccion de transferencia de carga con una tirosina. El AG? para las interacciones de
transferencia de carga también puede variar de -1 a -7 kcal /mol.

[VAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAY

CN
Cl Ll

-

Cl TN
Cl OH
Chlorothalonil

Figura A.2.6. Ejemplo de una interaccion de transferencia de carga. La linea ondulada representa
la cavidad del receptor.

A.2.4.5. Interacciones hidrofébicas.

En presencia de una molécula o regién no polar de una molécula, las moléculas de agua
circundantes se orientan a si mismas y, por lo tanto, se encuentran en un estado de mayor
energia que cuando solo estan presentes otras moléculas de agua.

Cuando dos grupos no polares, tal como un grupo lipofilico de un farmaco y un grupo no
polar en el receptor, cada uno rodeado por moléculas de agua ordenadas, se aproximan,
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estas moléculas de agua se desordenan en un intento de asociarse entre si. Este aumento en
la entropia, por lo tanto, da como resultado una disminucion en la energia libre (AG = AH -
T AS), que estabiliza el complejo farmaco-receptor. Esta estabilizaciéon se conoce como
interaccién hidrofébica (ver figura. A.2.7).

Figura A.2.7. Formacién de interacciones hidrofébicas [de korolkovas, a. (1970). Essentials of
molecular pharmacology, p. 172. Wiley, Nueva York. Este material fue adaptado y se reproduce con
el permiso de john wiley & sons, inc. Y con el permiso de kopple, k. D. 1966. Péptidos y aminoacidos.
Addison-wesley, reading, ma.

En consecuencia, esta no es una fuerza atractiva de dos grupos no polares "disolviéndose"
uno en el otro, sino, mas bien, es la energia libre disminuida del grupo no polar debido a la
entropia aumentada de las moléculas de agua circundantes. Jencks ha sugerido que las
fuerzas hidrofébicas pueden ser el factor individual mas importante responsable de las
interacciones intermoleculares no covalentes en la solucién acuosa [99. La adicion de un
unico grupo metilo que puede ocupar un bolsillo de unién al receptor mejora la unién por -
1.5 kcal/mol. Esta interaccion hidrofébica se conoce como interacciéon de un "metilo
magico" [1001, En la figura A.2.8(a), el anestésico topico butamben se representa en una
interaccion hidrofébica hipotética con un grupo isoleucina.

Otro tipo de interaccién hidrofébica, llamada interaccién de apilamiento = — 7, involucra
dos grupos arilo [101-103], Las interacciones de apilamiento (Stacking) m —m mas comunes
implican una disposicién paralela de anillos aromaticos [194], en la que los electrones
interactiian en una disposicidn cara a cara [105]. En la figura. A.2.8 (b), el anillo de fenilo del
medicamento anticonvulsivo lacosamida (Vimpat®) se muestra en una hipotética
interaccion de apilamiento 7 con un receptor de fenilalanina.
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Figura A.2.8. Ejemplos de interacciones hidrofébicas. (a) Grupos alquilicos; (b) Grupos arilos. La
linea ondulada representa la cavidad del receptor.

Alternativamente, es posible una disposicién en forma de T (interaccién borde a cara), en la
cual el borde de un anillo aromatico forma una T con la cara del otro anillo aromatico.
Cuando un anillo es electronicamente deficiente y el otro es rico en electrones, entonces los
procesos de transferencia de carga se vuelven importantes también.

Las interacciones entre los anillos aromaticos estdn bien documentadas, el 60% de los
residuos aromaticos estan implicados en las interacciones aril-aril. Predominan la
disposicion de apilamiento en paralelo en forma de T y la disposicién de apilamiento en
paralelo desplazada (b y c en figura. A.2.9 [106]), Mientras que en las proteinas la disposicién
de apilamiento desplazado en paralelo se observa mas a menudo, las dos disposiciones son
de energia de interaccion similar, con un AG%entre -1.6 a -2.4 kcal/mol, y se cree que es una
combinacidén de dispersion van der Waals e interaccién electrostatica.

oo oo O

2) b) c) d) ¢)

Figura A.2.9. Posibles disposiciones de apilamiento aromatico. (a) paralelo centrado en la cara.
(b) en paralelo desplazada. (c) forma de t perpendicular. (d) forma de y perpendicular. (e)
compensacion paralela a tolueno [105].

A.2.4.6. Interacciéon m - Cation.

Estas interacciones son muy comunes en la estructura de las proteinas y también pueden
explotarse para las interacciones farmaco-receptor [107.108], En proteinas, el grupo aromatico
mas comun involucrado en una interaccion catidnica es el tript6fano (aunque la fenilalanina,
tirosina y la histidina también participan), y el catién mas comun es la arginina (aunque la
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lisina también es importante) [1091101. Un grupo catiénico en un faArmaco puede experimentar
una interaccién catiéon- = con un grupo aromatico en el receptor, o viceversa. La figura
A.2.10 es un ejemplo de una interaccién catiénica hipotética entre el ion amonio de
lisdexanfetamina (Vyvans®), un fAirmaco para el trastorno por déficit de atencién con
hiperactividad y un residuo de triptéfano. Las interacciones AG? para la interaccion cation -
7 pueden estar entre, -0.5 y -7 kcal/mol, pero usualmente estan en el rango de -1 a -5
kcal/mol.

0 CH

.
3

Lisdexamfetamiﬁe

Figura A.2.10. Ejemplo de interaccidon catién-m. La linea ondulada representa la cavidad del
receptor.

A.2.4.7. Interacciones Metalion -

La interaccién metalion - m es una interaccién molecular no covalente entre la cara de un
sistema 1 rico en electrones, con un catién adyacente (ver Figura. A.2.11), pero esta vez un
metal (ej. K*, Na*). La energia de la interaccién cation - = es del mismo orden de magnitud
del enlace de hidrégeno o del puente salino, y juega un rol importante en el reconocimiento
molecular, en algunos casos, resulta ser la fuerza intermolecular decisiva. Algunas
caracteristicas del sistema de estudio en particular influyen en la fuerza del enlace, como

por ejemplo: la naturaleza del catidn, los sustituyentes en el sistema m, asi como el solvente
[111,112],

___Na+

Figura A.2.11. Ejemplo de interaccién metalién- m. Benceno interactuando con atomo de sodio.

A.2.4.8. Puente de Haldgeno.

Ahora se ha establecido bien que un &tomo de hal6geno unido covalentemente puede actuar
como un aceptor de electrones (acido de Lewis) para someterse a un enlace de halégeno
con un dtomo donante rico en electrones, como O, N o S [113-116], Sobre la base de estructura

68



Programa de Magister en Ciencias mencién Quimica

cristalina y de datos basados en mecanica cuantica/mecanica molecular, se encontré que
muchas de las distancias de enlace de halégeno a oxigeno (o nitrégeno) eran iguales o
menores que la suma de los respectivos radios de van der Waals, lo que indica la formacién
de un enlace de halégeno (similar a un enlace de hidrégeno) [117.118] [,a fuerza de estas
interacciones esta en el orden H I > Br > Cl >> F. La interaccion es causada por la
anisotropia de la densidad de electrones en el hal6geno, que resulta de una regién con carga
positiva en la parte del lado posterior del atomo de halégeno a lo largo del eje de enlace R-
X. Estas interacciones pueden gobernar la conformacion de las moléculas en el sitio de unién
de las proteinas. Se disefiaron una serie de inhibidores de la fosfodiesterasa 5 con atomos
de fltor, cloro, bromo y yodo. Estos compuestos fueron incorporados en estudios sobre la
fuerza relativa de enlaces de halégeno. Se analizaron dichos resultados observando que
existe una buena correlacion entre las energias de enlace calculadas y la actividad de las
moléculas [1191. Las interacciones predichas entre el &tomo de haldégeno y el atomo de
oxigeno fenolico de Tyr-612 fueron validados por cristalografia de rayos X, como se muestra
en la figura A.2.12. E1 AG° para la unién halégena puede estar entre -1 y -15 kcal /mol [119.120],
pero por lo general estd en el rango -1 a -5 kcal/mol.

Figura A.2.12. Ejemplo de enlace halégeno. Un compuesto unido a la tirosina-612 de la
fosfodiesterasa 5. La linea ondulada representa la cavidad de la enzima.

A.2.49. Van der Waals o fuerza de dispersiéon de London.

Los atomos en moléculas no polares pueden tener una distribucién no simétrica temporal
de la densidad de electrones, lo que da como resultado la generacién de un dipolo temporal.
A medida que atomos de diferentes moléculas (como un firmaco y un receptor) se
aproximan, los dipolos temporales de una molécula inducen dipolos opuestos en la
molécula que se aproxima. En consecuencia, resultan atracciones intermoleculares,
conocidas como fuerzas de Van der Waals. Estas fuerzas universales débiles solo se vuelven
significativas cuando hay un contacto superficial cercano de los atomos; sin embargo,
cuando existe una complementariedad molecular, resultan numerosas interacciones
atémicas (cada interaccion contribuye aproximadamente -0,5 kcal/mol a la AGy), lo que
puede sumar un componente significativo de unién al receptor del farmaco. Otras
interacciones débiles también pueden contribuir a la unién del ligando al receptor [121.122],
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A.2.5. Conclusiones del apéndice.

Las fuerzas que predominan en la interaccién farmaco-receptor son mayoritariamente
interacciones no covalentes. Debido a que éstas son generalmente débiles, el
cooperativismo por varios tipos de interacciones es critico. Una vez que ha tenido lugar la
primera interaccién entre la droga y el receptor, se pierde la entropia asociada a las
traslaciones del ligando. Esto resulta en una pérdida de entropia, mucho mas baja en la
formacién de una segunda interaccion. Con tantas de estas interacciones, simplemente
mirar un modelo de una proteina con un ligando acoplado resultado de Docking puede ser
engafloso, ademas de tener en cuenta que el estado ligado solo da parte de la informacion,
por eso es preciso fomentar las simulaciones de MD en solvente explicito en este tipo de
sistemas y otros de interés.

La de-solvatacién, por ejemplo, juega un papel muy importante, particularmente con los
grupos funcionales ionizados o polares donde habra un gran término de de-solvataciéon
desfavorable, ademas de los cambios entrépicos que tienen, como se menciond
anteriormente, influencia significativa. El efecto de este cooperativismo da como resultados
que interacciones bastante débiles puedan combinarse para producir una interaccion fuerte
y, debido a que estan involucrados varios tipos de interacciones diferentes, puede darse
como resultado la selectividad en las interacciones farmaco-receptor. Un cuadro resumen
de las interacciones no covalentes mas frecuentes en macromoléculas para sistemas
ligando-receptor presentes en el banco de datos de proteinas se presenta en el Apéndice
A.3.7 123],
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APENDICE A3: TABLAS Y
GRAFICOS.

Ponte a descubrir el “para hacer qué estds hecho”, y luego entrégate con pasion
a hacerlo.

Martin Luther King Jr.

71



Universidad Técnica Federico Santa Maria
Departamento de Quimica

A.3. TABLAS Y GRAFICOS.

A.3.1. Distancia de entre los &tomos de oxigeno 01-02 y el &tomo de

Zn*2, pertenecientes al compuesto 11, durante la simulacién.
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A.3.2. Distancia entre los &tomos de oxigeno y nitrégeno O1-N3
pertenecientes al compuesto 16 y el &tomo de Zn*2, durante la
simulacion.
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A.3.3. Distancia entre los &tomos de oxigeno y nitréogeno O1-N3
pertenecientes al compuesto 35 y el &tomo de Zn*2, durante la
simulacion.
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A.3.4. Distancia entre los &tomos de oxigeno y nitrégeno O1-N2
pertenecientes al compuesto 35 y el &tomo de Zn*2, durante la
simulacion.

Molecule 38

(A) frames
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En resumen, en B, el RMSD del ligando (Mol 16) es de 0,29 * 0,07 A y la metaloenzima
tiene un valor de 1,54 + 0,24 A, y en C, el RMSD del ligando (Mol 35) es de 0,66 + 0,17 A y
la metaloenzima es de 1,98 + 0,52 A. En D, la amida terminal de las moléculas 38 del
conjunto de datos, que contienen un enlace de rotacién libre, permiten la existencia de
isémeros conformacionales que dan un valor RMSD para el ligando de 0,75 % 0,20 A, pero
para el metaloenzima es de 1,25 + 0,14 A.
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A.3.4.1.

Férmulas utilizadas en calculos de afinidad de unién aproximada, ambos
enfoques:

AGping= AEelec + AEvqw + 2PAGsoly.,
AGsorv= AGpolar"' Aan 1
aAGsoly,no-disp= AGpp + AGsas(rep),

bAGsolv,disp.: AGpg + AGSAS(rep)"’ AGdisp[att);
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A.3.5. Porcentaje (%) identidad al superponer las cadenas que contienen al sitio activo tanto de HDAC1 como
HDAC2 en complejo a compuesto 38 de la serie.

-
<. Match of 41y Lpdb, chain A and 4biacpdE; chain = I

File Edit Structure Headers Mumberings Tree Info Preferences

1 11 21 31 41

RMSD: ca

4ly1._pdb, chain A 12 - . . . . KK KVCY YYD D 1 NY YY Q HP [] PHRIRMTH MLLLNY LYR|

4bkx_pdb, chain B 1 . MAQTQ TIRR KVCYYYD D WV NY Y Y Q HP M PHRIRMTH MLLLMNY LY R
= 61 71 81 o1

RMSD: ca

4ly1._pdb, chain A 55 KME | YRPHKA TAEEMTKYHS DEY | KF LRSI RPDMNMSEY S K QMQRFEF NV ED|

4dbkx. pdb,chain B 50| K ME | ¥ R H K A NAEEMTKYHS DDY | KFLRS I RPDMNMSEY S K QMOQRE NV ED
101 111 121 131 141

RMSD: ca

4ly1.pdb, chain A 105|C — WV F D L FEF CQLST SV A AVKLNRQQT D M AW NWA L HHAKKSEAS |

4bkx pdb, chain B 100 |C v I O LFEF CQLST SV A SAVKLNKQQT DI AW NWA L HHAKKSEAS
151 161 171 181 191

RMSD: ca o

4ly1.pdb, chain A 155|F C v Wv N D | WV L A ILELLKYHQR VLY IDIDIHH D VEEAFY T TDRVMTVSFH|

4bkx.pdb, chain B 150|F C ¥ WV M D | W L A ILELLKYHQR MLY IDIDI1IHH D VMVEEAFY T TDRVMTWVSEH
201 211 221 231 241

RMSD: ca

4ly1._pdb, chain A 2051 EYFP T DLRD I A K KYYAVNFPMR D IDDESY Q IFK:IISKVM|

4bkx.pdb, chain B 200 < EYFP T DLRD I A K KYYAVNYPLR D IDDESY EA Il FKPVMS KWVM
251 261 271 281 291

RMSD: ca

dly1.pdb, chain A 255/ MY O — S AW W L Q C ADSLS D R L CFNL VK HAKCVWVEWVWV TFNLPLLML |

4dbkx pdb, chain B 250 EMF O & S AW W L QC SDSLS D R L CFEFNLT I K HAKCVWVEFWVEK SENLPMLML
301 311 321 331 341

RMSD: ca

4ly1._pdb, chain A 305 YT 1 RNWA RCWTYETAWVA LDCEIPNELPF YNDYFEYF P DFKLHI SPSN

4bkx_pdb, chain B 300 ¥ T 1 RNWVA RCWTYETAWVA LD TEIPNELFP YNDYFEYF P DEKLHI SPSN
351 361 371 381 391

RMSD: ca

4ly1.pdb, chain A 355/ T MO M T - E Y M EKIKQRLFEN I_RML:'lﬂl___.

4bkx pdb, chain B 350 T 1O M T ME Y L EKIKQRLFEN LRML P|. HA[P VOMOQA LT PEDA I PEES D ED E]
401 411 421 431 441

RMSD: ca

4ly1.pdb, chain A 380 = = = = = =

4bkx.pdb,chain B 392D D "D KR 1 S 1 C SSDKRIACEE EFSDSEEE E RKNSSNFK KAKRVKTEDE]
451 461 471 481

RMSD: ca

4ly1._pdb, chain A 380 . = _
4bkx.pdb, chain B 449K E KD — F F KK E VTEEEKTKEE KPFEAKGCGWVKEE VKL A]

4hyl.pdb, chain A vs. 4bkx.pdb, chain B:
93.22% identity

77



Universidad Técnica Federico Santa Maria
Departamento de Quimica

A.3.6. Tablas de resultados

Tabla A.3.1. Busqueda de los mejores modelos de COMFA y CoMSIA usando combinaciones de campos para RG/X-ray asistido.

Modelo q? N SEP SEE 120 F Field Contributions
E H D A
CoMFA-S 0,645 4 0,542 0,237 0,932 75.204 1
CoMFA-E 0,038 3 0,872 0,504 0,679 16.195 1
CoMFA-SE 0,586 4 0,585 0,18 0,961 135.523 0,639 0,361
CoMSIA-S 0,626 6 0,584 0,296 0,904 31.243 1
CoMSIA-E 0,299 4 0,761 0,328 0,87 36.755 1
CoMSIA-H 0,439 9 0,775 0,201 0,962 47.991 1
CoMSIA-D -0,026 1 0,864 0,755 0,217 6910,00 1
CoMSIA-A 0,133 2 0,811 0,638 0,464 10368,00 1
CoMSIA-SE 0,635 11 0,666 0,046 0,998 773.431 0,493 0,507
CoMSIA-SEH 0,513 4 0,635 0,225 0,939 84.671 0,306 0,319 0,376
CoMSIA-SEHD 0,505 8 0,708 0,046 0,998 1.083.803 0,266 0,254 0,277 0,202
CoMSIA-SEHA 0,570 5 0,61 0,18 0,963 108.171 0,214 0,264 0,297 0,226
CoMSIA-SED 0,483 20 1,252 0,016 1.000 3.651.851 0,365 0,348 0,287
CoMSIA-SEA 0,501 5 0,658 0,197 0,955 89.439 0,304 0,387 0,309
CoMSIA-SEDA 0,462 20 1,277 0,019 1.000 2.575.136 0,287 0,283 0,206 0,224
CoMSIA-SH 0,569 5 0,611 0,227 0,94 66.317 0,436 0,565
CoMSIA-SD 0,487 10 0,764 0,221 0,,957 35.500 0,713 0,287
CoMSIA-SA 0,508 10 0,748 0,145 0,981 84.400 0,684 0,316
CoMSIA-SHD 0,467 14 0,899 0,045 0,999 630.966 0,293 0,44 0,267
CoMSIA-SHA 0,453 13 0,875 0,052 0,998 507.222 0,34 0,406 0,254
CoMSIA-SDA 0,503 18 1,063 0,024 1 1.706.125 0,554 0,211 0,235
CoMSIA-SHDA 0,364 15 1,026 0,038 0,999 847.493 0,303 1,722 0,215 0,162
CoMSIA-EH 0,532 6 0,653 0,156 0,973 121.274 0,498 0,502
CoMSIA-ED 0,092 4 0,866 0,318 0,878 39.543 0,66 0,34
CoMSIA-EA 0,448 7 0,727 0,158 0,974 101.783 0,555 0,445
CoMSIA-EHD 0,365 20 1,388 0,019 1.000 2.550.691 0,373 0,377 0,25
CoMSIA-EHA 0,538 5 0,633 0,216 0,946 73.573 0,328 0,355 0,317
CoMSIA-EDA 0,345 20 1,409 0,024 1.000 1.622.875 0,421 0,273 0,306
CoMSIA-EHDA 0,419 5 0,71 0,205 0,952 82.438 0,279 0,31 0,149 0,263
CoMSIA-HD 0,242 13 1.030 0,121 0,99 94.810 0,64 0,36
CoMSIA-HA 0,357 10 0,855 0,161 0,977 68.689 0,585 0,415
CoMSIA-HDA 0,236 5 0,813 0,311 0,888 33.370 0,491 0,204 0,305
CoMSIA-DA 0,101 2 0,826 0,619 0,494 11.719 0,631 0,369
CoMSIA-ALL 0,484 17 1,022 0,023 1.000 2.036.825 0,207 0,211 0,236 0,177 0,169
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Tabla A.3.2. Actividades predichas y sus residuales de los modelos COMFA-SE(RG).

Molécula  Experimental pICso Predicho pICso Residual
1 7,2366 7,1090 0,128
2 6,5086 6,6730 -0,164
3 7,1675 6,9780 0,190
4 7,1249 7,1220 0,003
5 6,8861 6,6630 0,223
6 6,8861 6,9350 -0,049
7 6,4559 6,9090 -0,453
8 6,8861 6,8940 -0,008
9 7 6,9980 0,002
10 6,3565 6,7090 -0,35

11 7,3979 6,5430 0,85
12 5,3188 6,9850 -1,67
13 6,2147 6,2930 -0,08
14 5,9208 5,9570 -0,04
15 5,585 5,6220 -0,04
16 7,3188 6,7970 0,52
17 7,1871 7,2000 -0,01
18 7,284 7,0730 0,21
19 6,7959 6,4410 0,35
20 6 5,9320 0,07
21 6,1871 6,3210 -0,13
22 6,1739 5,8460 0,33
23 5,3768 5,7360 -0,36
24 6,8539 6,4290 0,42
25 6,4815 6,6840 -0,20
26 5,2757 5,1830 0,09
27 6,6021 6,6600 -0,06
28 5,6778 5,6770 0,00
29 5,8861 6,1040 -0,22
30 4,8861 4,7920 0,09
31 5,8239 6,0170 -0,19
32 5,6198 5,5550 0,06
33 7,2218 6,6090 0,61
34 7,3188 7,1940 0,12
35 6,2441 6,3110 -0,07
36 7,7447 7,8220 -0,08
37 7,5528 7,9240 -0,37
38 8,1549 8,0830 0,07
39 8,1549 8,3330 -0,18

CoMFA-SE training set:
1,4,6,8,9,10,13,14,16,17,18,20,21,23,24,25,26,27,28,30,31,32,34,35,36,38,39.
test set: 2,3,5,7,11,12,15,19,22,29,33,37;

outliers: 11,12,33.
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Tabla A.3.3. Tabla de valores de las actividades previstas y sus residuos obtenida a partir de los
modelos COMFA-SE y CoMSIA-SEHA alineamiento asistido por difraccién rayos-X.

CoMFA CoMSIA

Molecule Experimental plCso Predicho pICso Residual Predicho pICsc  Residual
1 7,2366 6,889 0,3476 6,743 0,4936
2 6,5086 6,41 0,0986 6,41 0,0986
3 7,1675 6,769 0,3985 7,117 0,0505
4 7,1249 7,163 -0,0381 7,143 -0,0181
5 6,8861 6,928 -0,0419 6,782 0,1041
6 6,8861 7,196 -0,3099 6,505 0,3811
7 6,4559 6,98 -0,5241 6,278 0,1779
8 6,8861 6,865 0,0211 6,974 -0,0879
9 7 6,994 0,006 6,991 0,009
10 6,3565 6,471 -0,1145 6,498 -0,1415
11 7,3979 7,003 0,3949 7,243 0,1549
12 5,3188 6,954 -1,6352 6,695 -1,3762
13 6,2147 6,274 -0,0593 6,176 0,0387
14 5,9208 6,92 -0,9992 6,431 -0,5102
15 5,585 5,186 0,399 5,522 0,063
16 7,3188 7,082 0,2368 7,143 0,1758
17 7,1871 7,189 -0,0019 7,224 -0,0369
18 7,284 7,074 0,21 7,024 0,26
19 6,7959 7,033 -0,2371 6,905 -0,1091
20 6 6,222 -0,222 6,029 -0,029
21 6,1871 6,795 -0,6079 5,863 0,3241
22 6,1739 5,954 0,2199 5,998 0,1759
23 5,3768 5,574 -0,1972 5,419 -0,0422
24 6,8539 6,884 -0,0301 6,619 0,2349
25 6,4815 6,79 -0,3085 6,208 0,2735
26 5,2757 5,236 0,0397 5,464 -0,1883
27 6,6021 6,675 -0,0729 6,736 -0,1339
28 5,6778 6,03 -0,3522 6,16 -0,4822
29 5,8861 5,607 0,2791 5,312 0,5741
30 4,8861 5,116 -0,2299 5,288 -0,4019
31 5,8239 5,604 0,2199 5,647 0,1769
32 5,6198 5,6 0,0198 5,695 -0,0752
33 7,2218 7,24 -0,0182 7,351 -0,1292
34 7,3188 7,377 -0,0582 7,498 -0,1792
35 6,2441 6,138 0,1061 6,222 0,0221
36 7,7447 7,689 0,0557 7,726 0,0187
37 7,5528 7,9 -0,3472 8,098 -0,5452
38 8,1549 8,14 0,0149 8,271 -0,1161
39 8,1549 8,407 -0,2521 8,319 -0,1641

CoMFA-SE y CoMSIA-SEHA

training set: 2,4,5,8,9,10,11,13,16,17,18,20,22,23,24,25,26,27,30,31,32,33,34,35,36,38,39;
test set: 1,3,6,7,12,14,15,19,21,28,29,37;

CoMFA outliers:12,14,21.
CoMSIA outliers:12,14.
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Tabla A.3.4. Interacciones no covalentes, entre atomos perteneciente a residuo que interacciona desde receptor y otro
perteneciente al ligando. Distancia media, Desviacién Estandar y Error estdndar de la media. Receptor HDAC1 y Ligandos (11,

16,35y 38).
Complejo HDAC1/11
Interaction
Label Hydrophobic R es ProteinAtom LigandAtom Distance Mean Std. Deviation Std. Error of

Aminoacid Mean
:1@C17,H14 :24@SD Sulfur-Aromatic MET S C,H aromatico 44 0,44 0,0098
:1@C16 :24@CE Aromatic-Alifatico MET C Aliph C Aromatico 4,0 0,39 0,0087
:1@C18:24@CG Aromatic-Alifatico MET C Aliph C Aromatico 4,1 0,43 0,0096
:1@C6 :135@CB Aromatic-Alifatico HIE C Aliph C Aromatico 4,7 0,90 0,0202
:1@C18 :145@CA Aromatic-Alifatico CYS C Aliph C Aromatico 4,2 0,36 0,0081
:1@C19 :145@CB Aromatic-Alifatico CYS C Aliph C Aromatico 41 0,47 0,0106
:1@C18:144@CB Aromatic-Aromatic PHE C Aromatico C Aromatico 4,5 0,48 0,0107
:1@C19:144@CB Aromatic-Aromatic PHE C Aromatico C Aromatico 4,3 0,34 0,0076

m-Stacking
:1@C9 :135@HE1 Aromatic-Aromatic HIE H C Aromatico 4,0 0,84 0,0188
:1@C9 :144@HE?2 Aromatic-Aromatic PHE H C Aromatico 4,4 1,05 0,0235
:1@C10 :144@HZ Aromatic-Aromatic PHE H C Aromatico 5,2 1,15 0,0256
:1@H8 :144@CE2 Aromatic-Aromatic PHE C Aromatico H 4,6 0,91 0,0204
:1@H9 :144@CZ Aromatic-Aromatic PHE C Aromatico H 5,0 1,23 0,0274
Amidestacking
:1@C7 :135@NE2 Aromatic-Aromatic HIE N arom C amide 4,4 0,45 0,0101
Hydrogenbonding
:1@H1 :135@ND1 N-H..N HIE N arom N-H 3,6 0,83 0,0185
Label Indirectstabilization HB R es ProteinAtom ProteinAtom Distance Mean Std. Deviation Std. Error of

Aminoacid Mean
:135@HE2 :170@0D?2 N-H ...0 HIE-ASP N-H 0- 3,9 1,87 0,0419
:135@HE2 :170@0D1 N-H...0 HIE-ASP N-H 0- 4,6 0,91 0,0204
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Complejo HDAC1/16
Interaction
Label Hydrophobic(aromatic)* R es ProteinAtom LigandAtom Distance Mean Std. Deviation Std. Error of
Aminoacid Mean
:1@C16 :24@SD Carom ... S (CH3) MET S C 4,9 0,49 0,00686
:1@C17 :24@SD Carom ... S (CH3) MET S C 4,9 0,47 0,0067
:1@C16 :24@CE Aromatic-Alifatico MET C C 3,7 0,34 0,00481
:1@C17 :24@CG Aromatic-Alifatico MET C C 4,5 0,48 0,00675
Hydrophobic(stack)
:1@C14:133@CB Aromatic-Alifatico LEU C C 53 0,35 0,005
:1@C15:133@CD1 Aromatic-Alifatico LEU C C 4,5 1,03 0,0146
:1@C16:133@CG Aromatic-Alifatico LEU C C 4,1 0,52 0,0074
:1@C17 :133@CD1 Aromatic-Alifatico LEU C C 4,4 0,52 0,00742
:1@C4 :134@CB Aromatic-Alifatico HIE C C 3,7 0,62 0,00883
Hydrogenbonding
:1@H2-134@ND1 N-H...N HIE N-H N 2,4 0,47 0,00659
m-Stacking
:1@C10:144@HE1 Aromatic-Aromatic PHE C Aromatico H 4,6 1,25 0,0177
:1@C11 :144@HE1 Aromatic-Aromatic PHE C Aromatico H 4,2 1,12 0,0158
:1@C9 :144@HE1 Aromatic-Aromatic PHE C Aromatico H 52 1,86 0,0263
:1@C3 :144@HE?2 Aromatic-Aromatic PHE C Aromatico H 4,6 1,3 0,0183
:1@H4 :144@CE2 Aromatic-Aromatic PHE H C Aromatico 3,8 1,13 0,016
Amidestacking
:1@C7-144@CZ m--C=0 PHE C Aromatico C=0 (amide) 4,8 1,18 0,0166
:1@N1-144@HZ C-H..N PHE H Aromatic N 5,2 1,48 0,0209
:1@H1-144@CZ N-H..m PHE C Aromatico H 4,6 0,96 0,0136
Complejo HDAC1/35
Interaction
Label Hydrophobic(stack) R es ProteinAtom LigandAtom Distance Mean Std. Deviation Std. Error of
Aminoacid Mean
:1@C11 :135@HD?2 Aromatic-Alifatico HIE H (N-H) Carom 3,9 0,97 0,0138
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:1@C15 :135@CB Aromatic-Alifatico HIE C aliph C arom 4,9 0,58 0,0082
N-H ...m (HB)*
:1@H1 :135@ND1 N-H..m HIE N-H N arom 50 0,98 0,0138
:1@H3 :135@NE2 N-H..m HIE N-H N arom 34 0,40 0,00565
:1@H4 :135@NE2 N-H..m HIE N-H N arom 31 0,79 0,0112
m-Stacking
:1@H7_:144@CE1 Aromatic-Aromatic PHE Carom C-H arom 3,3 0,57 0,00802
:1@H8_:144@CD2 Aromatic-Aromatic PHE Carom C-H arom 3,4 0,48 0,00671
:1@C2_:144@HE?2 Aromatic-Aromatic PHE C-H arom Carom 3,8 0,50 0,00712
:1@C5_:144@HZ Aromatic-Aromatic PHE C-H arom C arom 3,7 0,46 0,00653
Amidestacking
:1@H1 - :144@CD2 N-H .. PHE C arom H, (N-H amide) 3,6 0,47 0,00658
Weakhydrogenbonding
:1@N1 - :144@HD?2 C-H..N PHE C-H arom N (amide) 3,9 0,50 0,00706
Weakhydrogenbonding
:1@02 - :144@HZ C-H..O PHE C-H arom O (amide) 4,2 1,23 0,0175
:1@N2 - :144@HZ C-H..N PHE C-H arom N (amide) 4,1 0,62 0,00874
Hydrophobic(stack)
:1@C3 -:265@CD1 Aromatic-Alifatico LEU C aliph C arom 4,1 0,51 0,00715
:1@C4 - :265@CD2 Aromatic-Alifatico LEU C aliph Carom 4,1 0,51 0,00714
:1@C13 :294@CA Aromatic-Alifatico GLY C aliph C arom 3,9 0,26 0,00372
Amidestacking
:1@C13 -:294@C m-C=0 GLY C=0 C arom 3,6 0,44 0,00623
Weakhydrogenbonding
:1@H13 - :294@0 C-H---0 GLY O (amide) C-H arom 3,3 0,41 0,00577
:1@H14 - :294@0 C-H---0 GLY O (amide) C-H arom 3,6 0,22 0,00311
Label Indirectstabilization HB Amilr{x(:\ci d ProteinAtom ProteinAtom Distance Mean Std. Deviation Std'l\f:;?lr of
:297@O0H :28@HH12 H-O0..H TYR-ARG OH H (N-H) 3,2 0,48 0,0068
:297@O0H :28@HH22 H-O0..H TYR-ARG OH H (N-H) 3,3 0,55 0,0077
:294@0 :28@HH12 0..H-N GLY-ARG 0 (amide) H (N-H) 2,4 0,75 0,0106
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:294@0 :28@HH22 0..H-N GLY-ARG 0 (amide) H (N-H) 2,3 0,42 0,0059
:295@0 :28@HH11 0..H-N TYR-ARG 0 (amide) H (N-H) 34 0,91 0,0129
:295@0 :28@HH12 0..H-N TYR-ARG 0 (amide) H (N-H) 3,2 0,83 0,0118
Hydrogenbonding
:172@N :135@HE?2 N-H..N HIN-HIE N N-H 4,1 1 0,0142
Complejo HDAC1/38
Interaction
Label Hydrophobic Res ProteinAtom LigandAtom Distance Mean Std. Deviation Std'l\f:;ﬁr of
:24@SD - :1@C7 sulfur-aromatic MET S C arom 4,5 0,59 0,0084
:24@SD -:1@C12 sulfur-aromatic MET S C arom 5,0 0,45 0,0064
:1@S1 - :24@CG sulfur-Alifatico MET C aliph S 3,9 0,44 0,0062
:1@C7 - :24@CE Aromatic-Alifatico MET C aliph C arom 4,0 0,41 0,0058
:1@C19 -:265@CD1 Alifatico-Aromatic LEU C aliph C aliph 5,3 1,26 0,0178
:1@C19 - :265@CD2 Alifatico-Aromatic LEU C aliph C aliph 5,3 0,97 0,0137
:1@C16 - :265@CD1 Aromatic-Alifatico LEU C aliph C arom 5,6 1,32 0,0186
:1@C16 - :265@CD2 Aromatic-Alifatico LEU C aliph C arom 5,5 1,25 0,0177
:1@C7 - :24@CG Aromatic-Alifatico MET C aliph C arom 4,5 0,40 0,0057
:1@C17 - :24@CE Aromatic-Alifatico MET C aliph C arom 4,4 0,66 0,0094
:1@C3 - :295@CA Aromatic-Alifatico GLY C aliph Carom 3,8 0,28 0,0040
:1@C4 - :295@CA Aromatic-Alifatico GLY C aliph Carom 3,7 0,23 0,0032
Weakhydrogenbonding
:1@01 - :24@HE1 C-H---0 MET C-H O (amide) 3,8 0,63 0,0090
:1@01 - :24@HE?2 C-H---0 MET C-H O (amide) 3,8 0,64 0,0090
:1@01 - :24@HE3 C-H---0 MET C-H O (amide) 3,8 0,65 0,0092
:1@N1 - :24@HE1 C-H---N MET C-H N (amide) 3,9 0,73 0,0103
:1@02 - :144@HZ C-H---0 PHE C-H arom O (amide) 4,1 1,58 0,0223
:1@H6 - :295@N C-H---N GLY N (N-H) H arom 3,6 0,26 0,0036
:1@02 - :297 @HE?2 C-H---0 TYR C-H arom O (amide) 3,7 1,21 0,0172
:1@H10 - :24@0 (arom)C-H...0 MET 0 (amide) Harom 3,8 0,47 0,0067
S/m
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:1@C1 - :24@SD

:1@C4 - :135@HD2
:1@H2 - :135@CE1
:1@C7 - :144@CB
:1@H7 - :144@HB2
:1@C16 - :297@HD2
:1@C17 - :297@HD2
:1@C16 - :297@HE2

:1@H3 - :135@NE?2
:1@H2 - :135@ND1
:1@C4 - :295@H

:1@N3 -:297@HE2
:1@C18 - :297@O0H

S---C=0
m-Stacking
Aromatic-Aromatic
Aromatic-Aromatic
Aromatic-Alifatico
Aromatic-Alifatico
Aromatic-Aromatic
Aromatic-Aromatic
Aromatic-Aromatic

N-H---m
N-H---m
N-H---m
Amide n-stacking
C-H---N
0---C=0
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MET

HIE
HIE
PHE
PHE
TYR
TYR
TYR

Hydrogenbonding/m-stack

HIE
HIE
GLY

TYR
TYR

C-H arom
C (arom)
Carom
C-H arom
C (arom)
C (arom)
C (arom)

N arom
N arom
H (N-H)

N (N-H)
0 (0-H)

C=0 (amide)

Carom
H (N-H)
Carom
C-H arom
C (arom)
C (arom)
C (arom)

H (N-H)
H (N-H)
C arom

C-H arom
C=0 (amide)

4,9

3,9
3,7
4,7
2,7
3,7
3,7
4,0

3,2
3,8
34

3,8
4,2

0,54

1,27
0,52
0,35
0,35
0,45
0,51
0,56

1,02
0,74
0,49

0,51
0,70

0,0077

0,0179
0,0074
0,0050
0,0049
0,0064
0,0071
0,0079

0,0144
0,0104
0,0069

0,0073
0,0099
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Tabla A.3.5. Ocupacion de enlace de hidrogeno entre los residuos HDAC1 y compuestos 11, 16, 35y 38.

11
DONOR :res@atom ACCEPTOR :res@atom %ocupa d [A] a [°]
:Aspl70@0D1 :LIG12@H4 78,70 2,791 (0,13) 69,07 (30,29)
:Aspl70@0D2 :LIG12@H4 58,20 2,696 (0,13) 47,50 (24,56)
:LIG12@01 Tyr297@HH 19,05 2,803 (0,11) 18,80 (12,98)
:Asp258@0D1 LIG12@H4 6,25 2,766 (0,11) 37,84 (14,03)
16
DONOR :res@atom ACCEPTOR :res@atom %ocupa d [A] o [°]
:Aspl70@0D?2 :LIG17@H3 48,00 2,812 (0,11) 146,57 (11,72)
:Aspl70@0D?2 :LIG17T@H2 48,00 2,812 (0,11) 65,73 (20,64)
:Hiel34@ND1 :LIG17@H3 24,02 2,920 (0,06) 98,71 (21,51)
:Hiel34@ND1 :LIG17T@H2 24,02 2,920 (0,06) 41,71 (26,19)
:Gly143@0 :LIG17@H1 17,14 2,907 (0,07) 31,08 (8,31)
'LIG17@01 Tyr297@HH 14,72 2,807 (0,12) 31,90 (27,85)
:Aspl70@0D1 :LIG17T@H3 14,02 2,939 (0,05) 128,37(9,40)
:Aspl70@0D1 LIG17T@H2 14,02 2,939 (0,05) 81,61 (6,58)
35
DONOR :res@atom ACCEPTOR :res@atom %ocupa d [A] a[]
:Aspl70@0D2 :LIG35@H4 95,22 2,779 (0,09) 30,94 (11,13)
:Aspl70@0D2 :LIG35@H3 95,22 2,779 (0,09) 134,08 (6,44)
:Asp170@0D1 :LIG35@H4 45,72 2,914 (0,06) 80,27 (6,46)
:Aspl70@0D1 :LIG35@H3 45,72 2,914 (0,06) 140,72 (8,06)
:Gly143@0 :LIG35@H1 14,18 2,917 (0,06) 30,86 (7,96)
38
DONOR :res@atom ACCEPTOR :res@atom %ocupa d [A] a [°]
:Aspl70@0D2 :LIG38@H3 38,64 2,817 (0,11) 60,85 (21,75)
:Asp170@0D2 :LIG38@H2 38,64 2,817 (0,11) 150,78 (11,01)
:Gly143@0 :LIG38@H1 35,10 2,897 (0,07) 36,15 ( 8,84)
:Aspl70@0D1 :LIG38@H3 11,50 2,939 (0,05) 80,80 (7,52)
:Aspl70@0D1 :LIG38@H2 11,50 2,939 (0,05) 133,62 (5,77)
:Hiel35@ND1 :LIG38@H3 5,66 2,915 (0,06) 114,17 (11,43)
:Hiel35@ND1 :LIG38@H2 5,66 2,915 (0,06) 27,21 (13,43)
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Tabla A.3.6. Ocupacién por enlace de hidrégeno entre los atomos del solvente y atomos hidréfilos de los compuestos 11, 16, 35 y 38. Ocupacidn de los
patrones HB para los residuos del sitio activo HDAC1 presentes en diferentes complejos (HDC1/11/16/35/38).

11
DONOR :res@atom ACCEPTOR :res@atom %o0cupa d [A] a[°]
solventdonor LIG@H3 72,75 2,891 (0,07) 89,93 (48,29)
solventdonor LIG@H2 72,75 2,891 (0,07) 86,44 (48,54)
solventdonor LIG@H4 24,30 2,838 (0,09) 106,92 (13,36)
LIG@01 solventacceptor 54,60 2,766 ( 0,13) 77,25 (49,99)
LIG@02 solventacceptor 48,60 2,838 (0,09) 90,83 (34,65)
:Hinl72@0 solventacceptor 244,90 2,787 (0,12) 69,79 (47,04)
‘Hinl72@NE2 solventacceptor 228,10 2,808 (0,10) 67,80 (49,33)
:Gly294@0 solventacceptor 127,50 2,807 (0,12) 72,63 (47,62)
‘Hiel35@ND1 solventacceptor 67,00 2,877 (0,09) 71,14 (44,82)
:Aspl70@0D1 solventacceptor 22,80 2,836 (0,12) 114,07 (29,78)
solventdonor Tyr297@HH 14,55 2,840 (0,10) 30,30 (31,19)
:Asp258@0D1 solventacceptor 9,50 2,886 (0,08) 130,22 (37,97)
:Asp258@0D?2 solventacceptor 5,50 2,901 ( 0,09) 118,94 (38,71)
16
DONOR :res@atom ACCEPTOR :res@atom %ocupa d [A] a[°]
LIG@N2 solventacceptor 139,84 2,852 ( 0,09) 70,59 (48,48
solventdonor :LIG@H3 34,90 2,863 (0,08) 19,33 (9,39
solventdonor LIG@H2 34,90 2,863 (0,08) 115,22 (7,53
solventdonor LIG@H1 9,26 2,926 ( 0,06) 98,71 (11,39
LIG@O1 solventacceptor 5,84 2,785 (0,12) 71,84 (47,69
:Hinl72@NE2 solventacceptor 244,12 2,813 (0,10) 67,96 (49,35
:Hinl72@0 solventacceptor 144,24 2,798 (0,12) 69,84 (46,66
:Hiel35@ND1 solventacceptor 66,72 2,884 (0,08) 71,40 (48,12
:Asp258@0D2 solventacceptor 17,56 2,751 (0,12) 69,81 (45,84
solventdonor ‘Hiel35@HE2 10,26 2,901 (0,07) 48,56 (29,54
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35

DONOR :res@atom ACCEPTOR :res@atom %o0cupa d [A] a[°]
LIG@O2 solventacceptor 233,64 2,791 (0,12) 72,60 (48,19)
solventdonor LIG@H4 46,74 2,875 (0,08) 117,44 (6,62)
solventdonor LIG@H3 46,74 2,875 (0,08) 17,77 (18,66)
solventdonor LIG@H2 29,52 2,907 ( 0,07) 26,79 (20,02)
‘Hinl72@NE2 solventacceptor 318,96 2,813 (0,10) 68,02 (50,65)
Hin172@0 solventacceptor 246,20 2,784 (0,12) 73,14 (48,02)
:Hiel35@ND1 solventacceptor 107,64 2,884 (0,08) 73,55 (47,93)
solventdonor :Arg28@HH22 36,74 2,870 (0,08) 117,04 (29,02)
solventdonor :Arg28@HH21 36,74 2,870 (0,08) 46,09 (31,11)
:Aspl70@0D2 solventacceptor 26,64 2,727 (0,12) 69,57 (51,04)
solventdonor :Arg28@HH12 5,82 2,874 (0,08) 63,73 (44,59)
solventdonor :Arg28@HH11 5,82 2,874 (0,08) 97,79 (51,83)
solventdonor :Hiel35@HE2 574 2,907 (0,07) 48,28 (33,28)

38

DONOR:res@atom ACCEPTOR :res@atom %ocupa d [A] o [°]
LIG@02 solventacceptor 192,60 2,797 (0,12) 73,10 (48,80)
solventdonor LIG@H3 67,24 2,858 (0,08) 119,68 ( 8,26)
solventdonor LIG@H2 67,24 2,858 (0,08) 17,56 (9,33)
solventdonor LIG@H4 15,28 2,909 (0,06) 34,32 (20,26)
solventdonor LIG@H1 6,62 2,933 (0,05) 104,23 (9,29)
‘Hinl72@NE2 solventacceptor 342,00 2,834 (0,10) 68,83 (50,51)
‘Tyr297@OH solventacceptor 188,96 2,828 (0,11) 120,28 (36,02)
:Hiel35@ND1 solventacceptor 94,64 2,882 (0,08) 72,00 (47,70)
solventdonor :Tyr297@HH 94,48 2,828 (0,11) 46,89 (46,63)
solventdonor :Arg28@HH12 64,24 2,863 (0,08) 126,98 (5,41)
solventdonor :Arg28@HH11 64,24 2,863 (0,08) 20,90 (10,48)
solventdonor :Arg28@HH22 43,14 2,860 ( 0,08) 126,47 (12,91)
solventdonor :Arg28@HH21 43,14 2,860 ( 0,08) 30,25 (14,09)
:Gly295@0 solventacceptor 26,04 2,785 (0,11) 75,98 (50,27)
solventdonor :Hiel35@HE2 5,24 2,887 (0,08) 40,21 (27,56)
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Tabla A.3.7. Algoritmo de busqueda y funcién de puntuacién del programa AutoDock.

ij

Algoritmo de

budsqueda Funcidn de puntuacién

Software (Scoring function)
(Search algorithm)
Lamarckian AG = AG ” AG £ D;; AG qiq; AG. N
. + D% -—)+ +

AutoDock Genetic vdwz o Z © LT W ey T

Algorithm

8 + DGy Z(siv- + 5-V-)e<"if/ 20%)
(LGA) J T4V
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A.3.7. Distribucién de frecuencias de las interacciones no covalentes mas comunes observadas en complejos
proteina-ligando extraidos de la base de datos de proteinas PDB.

N° De Interacciones
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