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OBJETIVOS GENERALES

El objetivo central que motivd esta tesis es el estudio de sistemas
enzimdaticos y organicos empleando modelos y métodos de la quimica

computacional.

En una primera parte se plantea estudiar las interacciones de compuestos
organicos con la enzima acetilcolinesterasa (AChE). Esta enzima se encuentra en
el sistema nervioso central y periférico, y su funcién fisioldgica es la hidrdlisis del
neurotransmisor acetilcolina. Mediante la hidrolisis de este neurotransmisor se
finaliza la comunicacion entre células colinérgicas, y debido a su funcién, la AChE
es un blanco terapéutico en la enfermedad de Alzheimer (EA). Esta enfermedad es
la mas comun de las demencias y afecta a una porcién importante de la poblacion

mayor a 65 afos deteriorando seriamente sus habilidades cognitivas.

En este escenario, planteamos estudiar y caracterizar, mediante técnicas
de mecdnica molecular clasica, los complejos formados entre compuestos
organicos de actividad conocida y la enzima AChE. Por un lado, se propone
explorar los modos de uniéon de alcaloides del Lycopodium extraidos de la
Huperzia Saururus. Asi como también, del alcaloide esteroidal solanocapsina
extraido de Solanum pseudocapsicum L y sus derivados semisintéticos. Mediante
el calculo de la energia de unién y la descomposiciéon de la misma se pretende
identificar los aminoacidos con los cuales debe interaccionar un compuesto
organico para presentar una buena actividad inhibitoria. Por otro lado, se plantea
el diseo de un modelo lineal de prediccién de actividad experimental de
inhibidores duales de la enzima en cuestién. La informacién obtenida a partir de
estos estudios serd de utilidad para el disefio de potenciales inhibidores de la

enzima que puedan ser aplicados en terapias contra la EA.

En una segunda parte de la tesis se proyecta modelar aniones organicos
inestables mediante modelos y métodos de la quimica cuantica. Los aniones y

radicales aniones son intermediarios frecuentes en importantes mecanismos



organicos en los cuales intervienen eventos de transferencia electrénica como el
dafio reductivo del DNA y la cadena respiratoria, entre otras. El modelado de
estas especies idnicas inestables ha sido un desafio para la quimica computacional
y el desarrollo de metodologias para el calculo de algunas de sus propiedades esta

en continuo desarrollo.
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RESUMEN

El trabajo expuesto en la presente tesis doctoral se llevo a cabo aplicando
métodos y modelos de la quimica computacional. Especificamente, los sistemas
abordados se modelaron y simularon utilizando métodos de la mecanica
molecular clasica como docking molecular y dinamica molecular (DM), y métodos
cuanticos como la teoria del funcional de la densidad (DFT). Estos métodos se

presentan en forma general en el Capitulo 1 de esta tesis.

El trabajo de tesis gira en torno de dos ejes principales. El primero esta
vinculado al estudio de complejos formados entre la enzima acetilcolinesterasa
(AChE) e inhibidores de la misma. Ademas, en esta parte se expone el desarrollo
de un modelo lineal de prediccién de actividad de inhibidores duales de dicha
enzima. Por otra parte, el segundo eje esta relacionado al estudio del desempefio
de distintos funcionales y modelos de DFT en el modelado de aniones organicos

inestables.

Particularmente, el primer eje temadtico se encuentra dividido en tres
temas fundamentales. En el primero: “Estudio de interacciones entre AChE y
alcaloides del Lycopodium extraidos de la Huperzia Saururus” (Capitulo 3) se
describen y comparan los modos de unién de inhibidores alcaloides de
Lycopodium y huperzina A con AChE. Para cada complejo obtenido se determiné
la energia de unién con los métodos MM-PBSA y MM-GBSA. Se encontré que la
unioén en el sitio activo se ve favorecida en todos los compuestos activos. Ademas,
el método MM-GBSA predijo los valores de energia de unién en concordancia con

los valores de actividad experimental.

En la segunda parte, titulada “Derivados de Solanocapsina como Potenciales
Inhibidores de la Enzima AChE” (Capitulo 4) se estudian las interacciones globales
de inhibidores duales con la enzima. Para el conjunto de ligandos estudiados, se
encontraron dos modos de wunion principales, y mediante DM y una

descomposicion de la energia de unidén se pudo demostrar que los residuos
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Trp84, Phe330, Trp279, Phe331, Asp72, Tyr334 y Ser286 son fundamentales para

la actividad de los mismos.

Por ultimo, en el tercer tema: “Modelo Lineal de Prediccion de Inhibidores
duales de la enzima AChE” (Capitulo 5) se busca un modelo de predicciéon de
inhibidores duales empleando un conjunto de entrenamiento de inhibidores
informados en bibliografia. El modelo fue construido correlacionando de manera
lineal los valores de energia de unién e indices de eficiencia con la actividad
biologica.

Por otro lado, en el segundo eje, titulado “Estudio del Desemperio de
Funcionales de DFT para el Modelado de Aniones” (Capitulo 7) se evalué la
capacidad de 23 funcionales de DFT y el método ab initio MP2 para modelar
correctamente aniones inestables. Para encontrar los mejores funcionales y
evaluar sus ventajas y limitaciones se emplearon como indicadores las
propiedades de afinidad electronica (AE) y potenciales de reduccién de moléculas
organicas de tamafo medio. En términos generales, se encontr6 que los
funcionales hibridos son los mejores para el calculo de AEs. En cambio, en el
cémputo de potenciales de reduccion los funcionales GGA funcionaron realmente

bien.

Como se puede notar, durante la tesis se estudiaron sistemas de tamafo
pequefio (menor a 50 atomos), los cuales fueron modelados con métodos de la
quimica cuantica explorando distintas metodologias modernas para el computo
de propiedades como la AE y los potenciales de reduccién. Ademas, se abordaron
sistemas de tamafio mas grande (16000 atomos aproximadamente) con métodos
de mecanica molecular aplicados al entendimiento de la unién de inhibidores de
distinta naturaleza de la AChE y la propuesta de un modelo lineal de inhibidores

duales.

viii



CAPITULO 1
MODELOS Y METODOS

MODELOS Y METODOS .....cuerniuersssessssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssanens 1
1.1 MeCANica CUANTICA .uouvvrirsessmsssssssmssssnsssssssssssssssssssssssssassssssssssssasssssssasssssssnssnsasssssssasses 3
1.1.1 Aproximacion de Born-Oppenheimer........ s 5
1.1.2 Teoria de Hartree-FOCK .. esesnsesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssas 7
1.1.2.1 CONJUNLO A€ DASES wcoureerrrermeressersseessssssssesssssessssesssssssssesssssssssssssssssssssessssesssassssasessssnes 8
1.1.2.1.1 BaSES A€ POPIE ..curerrerrereersersesnsssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssseses 10
1.1.2.2 PrincCipio VariaCional .......eeeesmeesssssssessssesssssssssssssssssssesssssesssssssssssssssssssaseess 11
1.1.2.3 Ecuaciones de Roothaan-Hall ........eeesssssesssssssssssssnns 12
1.1.2.4 Métodos de Capa aDIerta ..cnemerneesssessssssssssessssssssssssssssssssssssssssssans 13
1.1.2.5 Correlacion electronica: limitaciones del método de HF..........ccovvennnece 14
1.1.3 Teoria del funcional de la densidad .......eeeemeeeeeessmeeesessneeseessseessesssseees 15
1.1.3.1 Funcionales de intercambio y cOrrelacion ... 17
1.1.3.1.1 CorrecciOn de 1a DiSPerSion ...eneemesnesmssssessmssssssssssssssssssssssssens 19
1.1.3.1.2 Correcciones del intercambio a largo alcance.........coneneereeseesneene. 20

1.1.4 Solvente IMPICILO . sss——s 22
1.1.5 Orbitales naturales de enlace (NBO) .....oenrnmnensessenesnsssssessssssssssessssssssssesnns 24
1.2 Mecanica MOolecular ... sssssssssssess 24
1.2.1 DOCKING MOLECUIAT ...oueeeereeneerreeseerseesseesseessenssesssesssessseessssssesssssssessssssssssssssssssssssssaes 26
1.2.1.1 Funciones de evaluacidn (Scoring FUNCLIONS) ......ueeoeenmeeesseessmeessssssssneees 26
1.2.1.2 Algoritmos de busqueda conformacional........eeeeeeesneees 27
1.2.1.3 Mapas de Grilla ...esssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 28
1.2.2 DiNAMICa MOLECUIAT cocuueveeeeeerseeesseesssesessessssessssssesssessssssssssesssssssssssssssssssssssssssessssesssaseses 28
1.2.2.1 Condiciones periodicas de CONLOINO....mersmmssmesssssssssssessssssssssssens 29
1.2.2.2 Criterios de corte para las interacciones (CUt-Off) .ccowemmeeesmeersmeeessseesneees 31
1.2.2.3 INTEZTACION cceurreurerseeseeseeesseesseessesssesssesssessssesssesssssssessssssssesssesssesssssssesssessssesssessssessans 32
1.2.2.3.1 Algoritmos de iNteZIraCioN ... ceereeemeeseeeressseesssessseessesssesssessessssessseeens 33
1.2.2.4 Dindmica molecular cONn resStriCCIONES ......oeeeereeemeeseessmesseessesseesssessans 35
1.2.2.5 ENSAIMDIES ...ooeeeeeeeeeereceeessecessesecssesssesssssssesssessssesssssssesssssssssssssssssessssssssesssessssessans 36
1.2.2.6 Control de presion ¥ teMPeratura.....eeeseessesssesssessssessssssssesssssssssssans 37

1.2.2.7 Analisis de una dindmica MOleCUlar ... se s 38



Capitulo 1

1.2.2.7.1 Energia libre de UniOn......sssssssssssssssssssssssssssnes

1.3 Bibliografia



Modelos y Métodos

En el presente capitulo se realizara una revision de algunos modelos y
métodos computacionales empleados en la presente tesis. Especificamente, se
desarrollaran conceptos vinculados con modelos de Mecanica Cuantica y
Mecanica Molecular Clasica que se fundamentan en la aproximaciéon de Born-

Oppenheimer.

1.1 Mecanica cuantica

El postulado fundamental de la mecanica cuantica indica que dado un
sistema quimico, éste queda descripto por una funcién de onda (¥(q, t)), donde q
indica la posicion de las particulas y t el tiempo. Ademads, distintos operadores
pueden actuar sobre W devolviendo propiedades observables del sistema. En
particular, la energia del sistema puede ser obtenida mediante la accién del

operador Hamiltoniano (H) sobre ¥(q):

HY(q) = E¥(q)  (1.1)

Esta es una funcién de estado en la cual el escalar E es el autovalor de la
energia del sistema en estado estacionario, es decir, un sistema donde el potencial

externo no cambia con el tiempo.[!

La ecuacion de Shrodinger, para sistemas estacionarios, describe la

variacion de la funcién de onda con las coordenadas espaciales:

HtOt(Ql Q)W(Q' q) = Etotlp(Qi Q) (12)

donde Q representa el conjunto de las coordenadas espaciales de los ntucleos y q
las coordenadas espaciales y de espin de los electrones. En el caso de moléculas,
H;,; representa el operador Hamiltoniano para un sistema de M nucleos y N
electrones. En situaciones especiales, como la presencia de un campo eléctrico o

magnético externo, entre otros, la ecuacion involucra otros términos.[1]

3
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En términos generales, la ecuacién 1.2 tiene numerosas autofunciones W
aceptables para una dada molécula, resultando en diferentes autovalores E.
Entonces, existe un conjunto completo (posiblemente infinito) de autofunciones

¥, con autovalores E; asociados.

Por su parte, el Hamiltoniano se encuentra compuesto por los siguientes

terminos:

H; e (Q @) = T, (Q) + Te(q) + Vin(Q) + Vie(Q, @) + Vee(q) (1.3)

La parte derecha de la ecuacion 1.3 contiene, los operadores de energia
cinética nuclear y electrénica (T, y T.), y los correspondientes a los potenciales
nucleo-nucleo, nucleo-electron y repulsion interelectronica (Vun, Vie V Vee)

respectivamente.[2]

Extendiendo cada operador y empleando unidades atémicas se obtiene la

siguiente expresion:

|

Hipe = —

M N N 1
ZﬁZZE (1.4)

A=1 i=1 j>i J

N| =

ZaZg
Rup

<
LN

M N M M N
E 1 V2 1 Ev2+ E E

M, 4 2L
A=1 i=1 A=1B>A =1

i

El Hamiltoniano de la ecuaciéon 1.4 posee términos de atraccion y
repulsion de a pares, implicando que ninguna particula se mueve independiente
de las demads, y a esto se lo define como “correlaciéon”. Este término es
ampliamente utilizado en bibliografia y lo sera en adelante en este capitulo. El
empleo de este Hamiltoniano que involucra el movimiento correlacionado de las
particulas hace que resulte imposible encontrar las funciones de onda exactas, ya

que la ecuacién 1.4 no resulta separable.[3!
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1.1.1 Aproximacion de Born-Oppenheimer

Para simplificar el problema electronico molecular de algin modo, se
utiliza la aproximacién de Born-Oppenheimer (BO). Esta se basa en la
consideracion practica de que el electréon posee una masa mas pequefia que los
nucleosy, por ende, el relajamiento electrénico respecto al movimiento nuclear es
instantaneo. En virtud de esto, es conveniente desacoplar los movimientos
electronicos y nucleares, y computar la energia electrénica para posiciones

nucleares fijas.

Con esta consideracidn, la aproximaciéon de BO, simplifica el H;,;, debido a
que, como no hay movimiento nuclear, la energia cinética nuclear (T,) es cero y la
energia potencial de la repulsién entre los nucleos (V,,) es una constante (ver ec.
1.3). Entonces, el Hamiltoniano se reduce a lo que se conoce como el

Hamiltoniano electrénico:

Hiot = Tn + Hetee = Hior = Hegec (1.5)

siendo Hgje,

1 N 2 N N 1 M M ZAZB
=3 V- XCE ZZ;+ZZ Ry (1.6)

i=1 i=1 i=1j>i Y A=1B>4

= Te(Q) + Vne(Q: q) + Vee(q) + Vnn(Q)

Se define el término v(r) como “potencial externo”, el cual actda sobre los

electrones debido a la carga de los nucleos.

(1.7)
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Como consecuencia, la ecuaciéon de Schrodinger para el movimiento

electrdonico esta dada por:

Hepec (Q' q)lpelec (Q' q) = EetecPeiec (Q; q) (1.8)

Tanto la funcién de onda electrénica ¥, como la E,;,.. dependen de las
coordenadas nucleares, ya que segin la aproximacién de BO depende de las

posiciones de los nicleos y no de sus momentos.

Debido a que, por cada configuracién de las coordenadas nucleares hay
una ¥,;,. y una E,,. correspondiente al estado fundamental, se puede construir

una superficie de energia potencial (SEP) del sistema.

Por lo tanto, si los ndcleos cambian sus coordenadas en AQ, entonces la
funcién de onda electrénica cambia instantaneamente de ¥,;..(Q,q) a Ve (Q +
AQ,q) y la energia electrénica cambia de E,;..(Q,q) a E.;..(Q + AQ,q). De este
modo, a medida que los nucleos se mueven, la energia electrénica varia
suavemente como una funcién de las coordenadas nucleares y, por ende, la
E.;.-(Q) se convierte efectivamente en la energia potencial para el movimiento
nuclear. Por consiguiente, la ecuacion de Schrodinger para el movimiento nuclear

es:

HyW, = E¥y (1.9)

Las variables en la ecuacién de Schrodinger nuclear son las coordenadas
nucleares. La energia E (ecuacidn 1.9) es la energia total de la molécula, ya que el
Hamiltoniano nuclear incluye el operador para la energia cinética nuclear y el

termino correspondiente a la energia electronica, E,;,..
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1.1.2 Teoria de Hartree-Fock

Para sistemas multielectréonicos, una solucién exacta de la ecuacién de
Shrodinger no es posible. Sin embargo, algunas aproximaciones y procedimientos
pueden arrojar una solucién para atomos y moléculas con mas de un electrén. En
este sentido, la aproximaciéon de Hartree-Fock (HF) emplea el principio
variacional, considerando ademas, a la funcién de onda como una funcién

antisimetrizada de N funciones de onda monoelectroénicas.

La forma simple de construir ¥ es mediante una combinacién de los

orbitales moleculares a través del producto de Hartree:

W(r) = ¢1(ry) (1) ... dn(ry) (1.10)

donde rjrepresenta las coordenadas de cada electrén.

Ahora bien, como los electrones poseen espin = +1/2, la funcién de onda
electronica debe ser antisimétrica respecto al intercambio de las coordenadas
espaciales y de espin de los electrones. El principio de antisimetria representa la
generalizacion del Principio de Exclusion de Pauli.[* 31 En virtud de esto, una
funcién de onda debe cambiar su signo si las coordenadas de un par de electrones

se intercambian, aunque su densidad no se vea modificada.l*

Se puede construir una funcién de onda para un sistema de capa cerrada
(numero par de electrones) definiendo N/2 orbitales moleculares para un sistema
con N electrones, y asignar electrones en los orbitales de a pares y con el espin
opuesto. Esto se puede expresar como un determinante al que se lo conoce como

el determinante de Slater, que se muestra a continuacioén:

| d1(rDa(l) ¢1(rdBL) @2 (rya(l) g (rPpD) .. .. ¢N/2(T1)0((1) ¢N/2(r1)8(1) |
W) = | prIa) IR e Ia(d) g OB RCOEOTMACHTION NEREY
b1 (r)AN) b1 (BN G2 (Tn)a(N) do(T)BIN) oo /2 (P )N /2 (ra) BN

Cada fila corresponde a todas las posibles asignaciones del electron i para
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todas las combinaciones de espin orbital. Intercambiar dos electrones es igual que

intercambiar dos filas o dos columnas del determinante, que se va a reflejar en un
cambio de signo. El factor inicial (ﬁ) es necesario para normalizar la funcién de

onda.

Esta formulaciéon no es sélo un artilugio matematico para obtener una
funcion de onda antisimétrica. La mecanica cuantica especifica que no es posible
determinar exactamente la ubicacién de un electrén, sino mas bien es posible
obtener una densidad de probabilidad. Este determinante combina todos los
posibles orbitales de espin que pueden ocupar todos los electrones en el sistema

molecular, y de esta manera, construir la funcién de onda.

1.1.2.1 Conjunto de bases

Un orbital molecular individual es definido como una combinacion lineal

de orbitales atémicos (LCAO, de sus siglas en inglés):

donde ¥, representa a un orbital atomico, c,; es conocido como el coeficiente de

expansion del orbital molecular y la sumatoria es sobre un conjunto definido de

bases.

La aproximacién siguiente se encuentra en la expresion de cada orbital
molecular como una combinacién lineal de un conjunto predefinido de funciones
de un electrén conocidas como “funciones bases”. Estas funciones bases estan
usualmente centradas en el nucleo y presentan algunas semejanzas con los

orbitales atomicos.

Las funciones bases mas conocidas y utilizadas en los calculos
computacionales son las funciones tipo Slater (STO), y las funciones tipo

Gaussianas (GTO).[>7]
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En funciones bases tipo Slater los orbitales estan definidos por la siguiente

ecuacion:

STO — Nzrn—le—(rylm (113)

nml

donde ¢ es el parametro que se puede determinar variacionalmente, N; la

constante de normalizacién, Y;/™corresponde al armdnico esférico empleado, | y m

son los numeros cuénticos del momento angular.

Los orbitales de Slater no son funciones ortogonales y las integrales
bielectrénicas son muy dificiles de resolver. Por esta razén, su uso ha sido

limitado.

Por otra parte, los orbitales gaussianos estan definidos por:

GTO _— Narn—le—arzylm (1.14)

nml —

donde ahora a es el parametro variacional y N, la constante de normalizacién.
Aunque los orbitales gaussianos siguen siendo funciones no ortogonales su
resolucién es mas sencilla. Muchos programas empleados para modelar sistemas

quimicos, tales como Gaussian, emplean funciones bases del tipo gaussianas.[®!

Una sola gaussiana da una representacién muy pobre de un orbital
atémico, y por ende, la construcciéon de las funciones bases se lleva a cabo

mediante la combinacién lineal de gaussianas primitivas de distintos exponentes

(gp):

Yo = Zdup g, (115
p

donde d,, es una constante fija dentro del conjunto de bases, y para un orbital
molecular tenemos:
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i = z CpiXp = z Cui z dup 8p (1.16)
P

w=1 u=1

1.1.2.1.1 Bases de Pople

Pople y colaboradores han disefiando un conjunto de bases que son muy
utilizadas en el modelado de sistemas organicos.[®l Las bases se especifican segun
la notacién k-nlmG, donde k representa el nimero de gaussianas primitivas
empleadas para describir las capas internas, y los valores nim indican en cuantas
funciones se dividen los orbitales de valencia y cuantas primitivas son empleadas
para su representacion. En este tipo de bases la representacidn de los orbitales de
valencia se encuentra dividida, y por esto se las denominan split valence. Veamos

unos ejemplos para comprender la notacién y como estdn compuestas las

mismas:

i) 6-31G: esta es una base split valence, donde los orbitales internos estan
representados por una contraccién de seis primitivas, la parte interna
de los orbitales de valencia esta constituida por la contraccién de tres
funciones primitivas y la parte externa de valencia por solo una
primitiva.

ii) 6-311G: esta es una base triple split valence, las capa interna esta

constituida por seis funciones primitivas y cada orbital atémico de
valencia esta divido en tres funciones, representadas por tres, una y

una funcioén primitiva, respectivamente.

A cada conjunto de base se le puede adicionar funciones difusas y de
polarizacién. Las funciones difusas son normalmente funciones s y p, y se
mencionan antes de la letra G. Estas se denotan por un signo + o ++; un signo +
indica un conjunto de difusas sy p para los atomos pesados, y el segundo + indica

que una difusa s es adicionada a los atomos de hidrogeno.

Por su parte, las funciones de polarizacién son explicitadas después de la

10
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letra G. Por ejemplo, la base 6-31G(d) (o 6-31G*), es una base con funciones
polarizacion tipo d para los atomos pesados. En cambio, la base 6-311G(2df,2pd)
posee dos conjuntos de funciones de polarizaciéon d y una f sobre los atomos
pesados, y dos conjuntos de funciones de polarizacién p y una d sobre los atomos

de hidrégeno.

Ademas de las bases de Pople, existen otras bases muy empleadas como
las de Dunning-Huzinaga, MINI, MIDI, MAXI y las bases consistentes de
correlacion (cc), estas no son desarrolladas en este capitulo debido a que no han

sido empleadas en los calculos de modelado en la presente tesis.[?]

1.1.2.2 Principio variacional

A continuacién se describe una manera de obtener los coeficientes de la
expansion, c,; (ver ec. 1.12). Para esto, la teoria de HF toma las ventajas del
principio variacional, que dice que para una funcién de onda prueba antisimétrica
normalizada (®) el valor de energia computada siempre sera mayor o igual a la

energia real del sistema en su estado basal, E,.

[ ®*H ddr

Mediante la aplicacion de este principio se puede obtener un valor
aceptable de energia, para ello es necesario encontrar un conjunto de coeficientes

que la minimicen.

Ey = ming E[®] (1.18)

11
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1.1.2.3 Ecuaciones de Roothaan-Hall

El principio variacional conduce a las siguientes ecuaciones derivadas por

Roothaan y Hall:

Z(F,w T U=1,2 00 (1.19)
v=1

La ecuacién 1.19 puede ser expresada en forma matricial:

FC = SCe (1.20)

donde ¢ es la matriz diagonal de las energias orbitales, cada unos de sus
elementos ¢; representa la energia orbital de un electrén del orbital molecular ;.
F es llamada matriz de Fock, y representa el efecto promedio del campo de todos
los electrones sobre cada orbital, y para un sistema de capa cerrada, sus

elementos son:
Eo = HS™ + Z Z Pys [uv|/10 -5 (uvlla)] (1.21)

donde H; 7™ es una matriz que representa la energia de un solo electrén en el

campo del ndcleo desnudo, y P;, es la matriz densidad, definida como:

ocupados

Py =2 Z C3i Coi (1.22)
i=1

Los coeficientes son sumados sobre los orbitales ocupados, y el factor dos

deriva del hecho de que cada orbital contiene dos electrones.

12
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Finalmente, la matriz S es la matriz de solapamiento (ec. 1.20), que

representa el solapamiento entre orbitales.

Tanto la matriz de Fock como los orbitales dependen de los coeficientes de

expansion. Por ende, la ec. 1.20 debe ser resuelta de manera iterativa.

Para esto se emplea el método de campo autoconsistente (SCF, de sus
siglas en inglés). Cuando el método alcanza la convergencia la energia se
encuentra en un minimo. Ademas, la solucién produce un conjunto de orbitales,

ocupados (¢; j ...) y virtuales desocupados. El nimero total de orbitales es igual al

numero de funciones base empleadas.

El término (uv|Ao) en la ecuacién 1.21 representa la integral de repulsion
entre dos electrones. Bajo el tratamiento de HF, cada electrén ve a todos los otros
electrones como una distribucién promedio y las interacciones instantdneas

electron-electréon no son consideradas.

1.1.2.4 Métodos de capa abierta

Hasta aqui, solo se ha considerado la aplicacion del método de HF a
sistemas de capa cerrada (Restricted HF, RHF). En estos sistemas todos los
orbitales se encuentran doblemente ocupados y los electrones estan apareados.
Para aquellos sistemas de capa abierta existe un método que considera a los
electrones alfa y beta en orbitales diferentes (Unrestricted HF, UHF), resultando

dos conjuntos de coeficientes de la expansion de orbitales moleculares.

¢Lgx = Z Cgi)(u

u

oF = chi X (1.23)
U

De los dos conjuntos de coeficientes resultan dos conjuntos de matrices de

13
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Fock (y sus matrices densidad asociadas), y la solucién genera dos conjuntos de
orbitales. Sin embargo, las autofunciones no son autofunciones del operador de
espin y por ende pueden poseer una contaminacion de espin debido a estados

superiores de espin.

1.1.2.5 Correlacion electréonica; limitaciones del método de HF

La teoria de HF no trata de manera correcta la correlaciéon en el

movimiento de los electrones, especialmente para aquellos con espin opuesto.

Anteriormente, hemos visto que las ecuaciones de HF derivan del empleo
de un determinante de Slater. Estas ecuaciones, consideran que cada electrén esta
sujeto a un potencial efectivo, estimando las interacciones con los otros
electrones como un promedio. Desde un punto de vista fisico, un producto de
funciones monoelectrénicas implica que los electrones no interactian entre si
instantdneamente. Sin embargo, en un sistema real el movimiento de los
electrones esta correlacionado, y éstos tienden a evitarse unos a los otros
disminuyendo la energia del sistema. En resumen, estas interacciones
particulares e instantaneas entre los pares de electrones no son descriptas en el
método de HF, el cual predice un valor de energia (Eyr) superior a la exacta (E).
La diferencia entre estas dos energias es denominada energia de correlacion

electronica (E.y):

Ecorr = Eo — Eyr (1'24)

El valor de la E,, es negativo debido a que segun el principio variacional
la Eyr arroja un valor superior o igual a la energia real del sistema. Aunque la
energia de correlacidon sea frecuentemente pequefia en comparacion a la energia
total del sistema, es esencial para la descripcién de procesos electronicos, y su

exclusion deriva en resultados erréneos.[10 11]
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1.1.3 Teoria del funcional de la densidad

La teoria del funcional de la densidad (DFT, de sus siglas en inglés) es un
método de estructura electronica, que en las ultimas décadas, se ha convertido en
la metodologia mas empleada en el modelado quimico cuantico. A diferencia de la
formulacion de HF, esta teoria contempla inherente y explicitamente la
correlacion electronica. Muchos problemas que antes eran tratados con HF, o con
métodos post-HF (no desarrollados en este capitulo, pero el lector interesado
puede consultar las referencias [1, 2, 5]), son actualmente tratados empleando
DFT. Ademas, posee un fuerte atractivo, debido a que puede ser aplicado al
estudio de sistemas de tamafio medio o grande, obteniendo resultados con una
exactitud aceptable. En términos generales, el costo computacional es semejante
al de HF (debido a que su implementacién es similar) y, por lo general, es una
fraccion del requerido por los métodos de correlacion electrénica (post-HF) tales
como la Teoria de Perturbacion (método basado en Mgller-Plesset) y Coupled

Cluster.112]

Ademads, algunos factores como el desarrollo de funcionales de
intercambio-correlacién, de algoritmos mas eficientes y la implementacién de
éstos en varios programas comerciales contribuyeron en forma significativa a la

popularidad de los métodos de DFT.

La base de DFT es el primer teorema de Hohemberg-Kohn (HK),3!
reportado en 1964, el cual afirma que la energia del estado electronico
fundamental de un sistema puede determinarse si se conoce su densidad

electrénica. Es decir, la energia es un funcional de la densidad.

El segundo teorema de HK provee un método variacional en términos del
funcional de la densidad electronica. Ademas, la densidad electréonica se
encuentra relacionada con un funcional universal que tiene en cuenta el término
de energia cinética y de interaccion entre las particulas. Sin embargo, lo
desarrollado por HK no detalla cudl es la forma exacta del funcional o c6mo

construirlo.

Posteriormente, Kohn y Sham dan un gran paso que permitid aplicar este

formalismo a la quimica cudntica, encontrando una expresion para el funcional
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dividiendo la energia electronica en varios términos:

E=ET+ EV+ E/+ EX¢ (1.25)

donde ET es el término de energia cinética derivada del movimiento electrénico,
EV incluye los términos relacionados a la energia potencial de interaccién nicleo-
electrén y de la repulsion nuicleo-nucleo, E’ es el término de repulsion electron-
electron, y EX¢ es el término de intercambio-correlaciéon que representa la parte

restante de la interaccion electréon-electron.[14]

Todos los términos, a excepcion del de repulsién nucleo-nudcleo, son
funciones de la densidad electrénica (p). Por su parte, E/ est4 definido como se

muestra a continuacion:

w =3 [[oeo@rp e drar, (26

Los términos ET, EV y E’/ corresponden a la energia clasica de la
distribucidn de carga de p. El término E*¢ representa la energia de intercambio
que proviene de la forma antisimétrica de la funcién de onda cudantica, y la
energia de correlacion que deriva de la dindmica del movimiento de los

electrones.

Hohemberg y Kohn demostraron que EX¢ est4 definido enteramente por
la densidad electrénica. En la practica, este término es usualmente aproximado

como una integral que incluye la densidad de espin y, en ocasiones, su gradiente:

E*¢ (p) = ff(pa(r). pﬂ(r),Vpa(r),VpB(r)) dr  (1.27)

donde p, hace referencia a la densidad de espin a.y pg ala B, y p a la densidad

electronica total (p, + pg). Ademas, este término es dividido en una parte de
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intercambio y en una parte de correlacion, también dependientes de la densidad.

EX¢(p) =EX(p)+ E€(p) (1.28)

1.1.3.1 Funcionales de intercambio y correlacion

La piedra angular de DFT es la descripcion exacta del funcional de
intercambio-correlaciéon, EX¢, que involucra los términos no clasicos como la
correlacion, el intercambio, y la diferencia en la energia cinética entre el sistema
real y el de referencia. En la actualidad, se estd muy lejos de uno que sea universal
y existe un esfuerzo muy importante dirigido al desarrollo de nuevos y mejores
funcionales. Sin embargo, esto trae acarreado el inconveniente de que los

usuarios se enfrentan a una gran cantidad de métodos.

En estos funcionales de DFT, la dependencia de EX¢ con p(r) se expresa
como interaccidn entre la densidad electrénica y una “densidad de energia” £%¢,

la cual a su vez depende de p(r):

EXC [p(r)] = f o) e [p(]dr  (1.29)

La densidad de energia se trata siempre como una suma individual de

contribuciones de intercambio y de correlacion, es decir, eX¢ = X + &€,

De acuerdo a la aproximaciones que implementan, los funcionales EX¢ se

pueden dividir en cinco familias:[1°]

Aproximacion de la Densidad Local (LDA, de las siglas Local Density
Approximation). Estos funcionales se basan en la teoria del gas de electrones
homogéneo para derivar las funciones de intercambio-correlaciéon. El empleo del
gas de electrones homogéneo para este propdsito no es equivalente a asumir que

la densidad es constante en todo el espacio, sino que en un sistema no homogéneo

17



Capitulo 1

con densidad electrénica, p(r), como lo es una molecula o un 4tomo, se aproxima
el funcional EX¢ [p] por un valor correspondiente al gas de electrones homogéneo
en un entorno p(r + r) (localmente homogéneo). La aproximacion de LDA tuvo
gran éxito en prediccion de estructuras, en especial de metales de transicion y de
sistemas en el estado so6lido. A pesar de su éxito en la descripcion de algunos
sistemas, en otros la densidad electronica esta lejos de ser espacialmente

uniforme, y por esto la LDA tiene sus limitaciones.

Aproximacién de Gradiente Generalizado (GGA, Generalized Gradient
Approximation). En esta aproximacion, se incluye el gradiente de la densidad
(Vp(r)) para representar el cambio local de la misma. De este modo, obtiene una
mejor descripcion de la densidad electronica. El funcional de intercambio GGA
mas popular al dia de hoy es el desarrollado por Becke en 1988. Este funcional se
abrevia como “B” (en algunas ocasiones B88) e incorpora un pardmetro
experimental.l1®] En relacion a los funcionales de correlacion GGA los mas
importantes son los propuestos por Lee, Yang y Parr (LYP) y por Perdew y Wang
(PW).[17. 18] Por otro lado, existen otros funcionales de correlacion e intercambio
que no poseen, en su forma funcional, parametros empiricos. Entre los mas
conocidos se encuentra el de Perdew, Burke y Ernzerhof (PBE).[2%] En la literatura
se encuentra comunmente que los funcionales de intercambio y correlacién se
especifican por dos acrénimos en ese orden, respectivamente. Por ejemplo, El
calculo con BLYP, combina el funcional de intercambio de Becke (“B”) con el de
correlacion de GGA de Lee, Yang y Parr (LYP). En la practica, es posible combinar

funcionales de correlacion e intercambio.

Funcionales meta-GGA. En estos funcionales se extiende la expansion de
GGA usando el gradiente de segundo orden, y asi considerar la densidad de la
energia cinética del sistema de electrones que no interaccionan. Como ejemplo de

estos funcionales se pueden mencionar M06-L y TPSS.

Funcionales hibridos. Incorporan en el funcional de intercambio parte o
toda la energia de intercambio obtenida mediante el método de HF. Esto se debe
a que este método calcula de forma exacta la energia de intercambio. En algunos
funcionales como B3LYP se incorporan parametros empiricos que son

coeficientes para pesar las contribuciones locales y no locales de la densidad £*¢
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y la parte de DFT y HF para el intercambio de £%.120.21] Los funcionales hibridos se
basan en el Método de Conexidén Adiabatica que aproxima el calculo de la energia
de intercambio-correlacion mediante la conversion paulatina de un sistema no
interactuante de referencia a uno real, interactuante, a través del empleo del

teorema de Hellmann-Feynmann.

Doble Hibridos. Estos funcionales incorporan orbitales de Kohn-Sham
para describir la correlaciéon electréonica no local.[?2] Existen varias posibilidades
para incluir estos orbitales como la teoria de perturbacion de Gorling-Lewy,[23] los
métodos de potencial efectivo optimizado,l?¥] y los métodos post-HF. Estos
funcionales, han ganado popularidad a partir del reporte del primer funcional de
esta naturaleza en 2006; B2PLYP.[25] En éste se reemplaza la parte de correlacion
de DFT por la contribucién no local basada en un tratamiento perturbativo de

segundo orden del tipo Mgller-Plesset.

1.1.3.1.1 Correccion de la Dispersion

Uno de los defectos que presentan los funcionales de DFT es que no
describen correctamente la correlaciones de electrones a largo alcance, que son
las responsable de las interacciones de van der Waals. El problema que posee DFT
con respecto a estas interacciones se ha convertido en un campo de investigacion
muy amplio y las primeras respuestas fueron brindadas por Grimme en 2004 a

través del método de DFT-D.[26]

El método de DFT-D es uno de los mas empleados y presenta buena
exactitud en muchas aplicaciones.[?7- 28] En éste la energia total esta representada

como:

Eprr-p = Exs—prr + Edisp (1.30)

donde Exs_prr es la energia de Kohn-Sham obtenida mediante el método SCF,
mientras que Ey;s, es el término de correccion de la dispersion. Este ultimo

término esta definido como:
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Nat—1 Nat CU
Fasp = =56 ). ) = famp(Re) (13D
i=1 j=i+1 Y

donde Nat es el nimero de tomos en el sistema, el término Céj es el coeficiente
de dispersidon para el par de atomos ij, sq es el factor que depende del tipo
funcional utilizado, y R;; es la distancia interatomica. Finalmente, la funcion de
amortiguacion fg,,, (la cual evita singularidades para valores pequefios de R),

esta definida como:

1
fdmp(R) = 1+ e—@(®/Ro—D) (1.32)

donde R, es la suma de los radios atdmicos de van der Waals.

Posteriormente, Grimme y colaboradores han continuado trabajando en la

problematica y desarrollaron otros métodos de dispersion como el GD2 y GD3.[2%

30]

Todos los métodos mencionados anteriormente se encuentran disponibles

en el programa Gaussian 09.18]

1.1.3.1.2 Correcciones del intercambio a largo alcance

La introduccién de parte del intercambio HF en los funcionales hibridos no
solo mejora los resultados frente a los valores LDA y GGA sino, que corrige en
parte el mal comportamiento asintético del potencial de intercambio de estos
funcionales.[31] Sin embargo, la mejora producida en funcionales hibridos no es
completamente satisfactoria y, por ejemplo, el funcional B3LYP tiene un
comportamiento del tipo -0,2r 1,32 lo que explica su fracaso en los casos que
involucran una densidad electrénica mas dispersa, como la que puede aparecer
en el estudio de la polarizabilidad de grandes cadenas o en la evaluacion de

algunos niveles excitados como los estados de transferencia de carga.[33!
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Para corregir esta deficiencia, Tsuneda y colaboradores han propuesto
dividir el término de repulsién interelectrénica del potencial de intercambio en
dos regiones, una de corto y otra de largo alcance, siguiendo el esquema de

particién de Ewald:[34]

1 1-—erf(ury,) n erf(ury,)

T12 T12 T12

(1.33)

donde erf es la funciéon de error de Gauss y u es un parametro que controla la
forma de esta funcion. El primer término describe el decaimiento de corto alcance

(Short Range, SR) y el segundo de largo alcance (Long Range, LR).

De acuerdo con la expresion anterior, el intercambio en r;, = 0 no incluye
nada de intercambio HF, mientras que a distancias infinitas, r;, = oo, todo el

intercambio es el exacto (HF).

Posteriormente, Yanai y colaboradores introdujeron mas flexibilidad en el
esquema de division del término de repulsion interelectronica,[32! afiadiendo dos
parametros a la expresion (ec. 1.33) que permiten que la contribucién HF sea
variable en 1, =0 y en 71, = . Esta extensiéon se denomina método de
atenuacion de Coulomb (Coulomb Attenuating Method, CAM), y se expresa de la

forma:

1 1-—[a+ Berf(ury,)] L et Berf(ur,,)

712 T12 T12

(1.34)

donde los parametros a y  controlan la contribucién de intercambio exacto en

funcién de ry,.

El funcional CAM-B3LYP ofrece resultados similares a B3LYP en muchos
casos, pero mejorando, por ejemplo, la descripcion de los estados de transferencia

de carga.
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1.1.4 Solvente implicito

La mayoria de los procesos quimicos ocurren en solvente, y éste puede
participar directamente del proceso quimico, como por ejemplo, una reacciéon de
hidroélisis de éster o una solvdlisis. En otros casos, el solvente no interviene
directamente, pero ofrece un ambiente que afecta la estabilidad de las distintas
especies presentes en la reaccidn (reactivos, estados de transicidn, intermediarios
o productos). Debido a las implicancias del solvente, una variedad de modelos de
solvente implicito han sido propuestos, tanto para Mecanica Cudntica como

Mecanica Molecular.

En estos modelos, la energia libre de solvatacién (AGg,;,) se puede

descomponer en tres contribuciones:

AGgsory = AGerec + AGegy + AGygy, (1.35)

El primer componente es el electrostatico, el segundo es el costo de
cavitacion,! y el dltimo refiere a las interacciones de van der Waals entre el
solvente y el soluto, el cual puede ser dividido en un término repulsivo (AG,,) y
otro atractivo de dispersion (AGg;sp). El término mas critico es el primero,

relacionado con la contribucién electrostatica a la solvatacion.

Para la contribucion electrostatica se aplica el modelo que se conoce como
Campo de Reaccion (RF, por Reaction Field). En el cual, el soluto que se encuentra
en una cavidad dentro del solvente, polariza al solvente, y éste a su vez induce un
campo eléctrico sobre el soluto.®® El RF dentro de la Mecanica Cuantica, se conoce
como campo de reaccion auto-consistentemente (SCRF) considerando el
Hamiltoniano del sistema (H,,;) como el Hamiltoniano en fase gaseosa (Hy) mas

una perturbacion (H,) impuesta por la presencia del solvente.

iCosto de cavitacion se refiere al trabajo necesario para generar una cavidad para el soluto en contra de la
presion del solvente y de la penalidad entrdpica asociada con la reorganizaciéon de las moléculas de
solvente.
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HtOt = HO + Hp (1-36)

Hay distintos modelos de SCRF que varian fundamentalmente en como se
define la cavidad y la distribucién de cargas del soluto. Uno de los modelos de
SCRF mas empleado es el Método del Continuo Polarizado (PCM, de sus siglas en
inglés), y en algunas ocasiones su variante en formalismo de ecuaciones
integrales (IEF-PCM).[3¢] En el PCM, la cavidad esta definida por la conjuncién de
esferas con radios atémicos de van der Waals aumentados un 20%
aproximadamente. La distribuciéon de carga del soluto, q(r), es la suma de la
distribucién de carga nuclear discreta, ¢,,.(r), y la funcion de densidad

electrdnica, p(r).

En este modelo, la cavidad es dividida en pequefios elementos de
superficie, y la polarizacién del solvente es representada a través de cargas
puntuales sobre dichos elementos. La magnitud de cada carga superficial es
proporcional al flujo del campo eléctrico en ese punto.37. 381 Entonces, la
distribucién de cargas del soluto genera cargas superficiales devenidas en la
polarizacién del solvente, y estds, a su vez, polarizan al soluto modificando su

distribucién de cargas, y con ellas a la densidad electrénica.i

El segundo y el tercer término son los términos mas sencillos de calcular, y
corresponden a la pérdida de entropia para generar una cavidad en el solvente
donde se aloja el soluto y la estabilizacién debida a interacciones de van der
Waals (balance entre repulsion y dispersion), respectivamente. La mayoria de los
modelos continuos utilizan pardmetros similares a los empleados en Mecanica
Molecular Clasica y parten de modelos sencillos parametrizados para adecuarse
al comportamiento de gases nobles en estado liquido. Existen parametros
adecuados para la mayoria de los 4&tomos de la tabla periddica y dependen de su

polarizabilidad y tamafio atémico.[3°]

ii Este proceso de polarizacidn reciproca entre el soluto y solvente se realiza de manera iterativa
hasta alcanzar un estado de auto-consistencia, en el cual ambos se encuentran polarizados y
ninguno induce cambios en la polarizacion del otro.
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1.1.5 Orbitales naturales de enlace (NBO)

El método de orbitales naturales de enlace (NBO, por sus siglas en inglés)
es un conjunto de algoritmos matematicos para el analisis de las funciones de
onda electrénicas bajo una interpretacion en términos localizados de la estructura
de Lewis.[*%l Los NBOs son orbitales localizados en uno o dos centros atdmicos que
difieren bastante de los correspondientes orbitales moleculares candnicos, los cuales se
encuentran deslocalizados en gran parte de la molécula. El rasgo distintivo clave de los
orbitales NBO es su formulacién en términos de orbitales atdmicos naturales (NAO,

de sus siglas en inglés).

Al igual que los orbitales moleculares deslocalizados, los NAOs y NBOs
forman un set completo de orbitales ortogonales y poseen propiedades
convergentes Optimas para describir regiones localizadas en una molécula.
Ademas, los NAOs se dividen en dos conjuntos, uno altamente ocupado (bases
naturales minimas), y otro residual de baja ocupacién (bases minimas de Rydberg).
Por ende, mediante un andlisis de NBO es posible clasificar a los orbitales como
internos, enlazantes, antienlazantes o de Rydberg. Los orbitales de Rydberg son
muy difusos en el espacio y tienen un ndmero cudntico principal superior al que
poseen los orbitales de valencia. Por esta razén, éstos presentan un reducido
caracter enlazante o antienlazante, y generalmente su ocupacién es despreciable

en la mayoria de los sistemas quimicos.[#1]

Es algunas ocasiones es conveniente emplear la metodologia NBO para
abordar problemas mediante una descripcién simple, cualitativa y localizada de

las propiedades electrdnicas, la cual conlleva a conclusiones preliminares utiles.

1.2 Mecanica molecular

Muchos de los problemas que son de interés en modelado molecular,
involucran sistemas cuyos tamafios son demasiado grandes para ser tratados con
métodos de Mecanica Cuantica, debido a que la resolucion de la ecuacion de

Schrodinger es muy costosa computacionalmente. En este escenario, la mecanica
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molecular (MM) surge como una herramienta valiosa para calcular propiedades

de sistemas con un gran niumero de &tomos.

Los métodos de MM emplean las leyes de la fisica clasica para predecir
propiedades de un sistema molecular. Existen muchos métodos y cada uno esta

caracterizado por su campo de fuerza, que posee las siguientes componentes:

i) Una expresion matematica que define la energia potencial del sistema y que
varia con las posiciones de los atomos. Esta expresion se construye como la
sumatoria de las energias de interaccion entre pares de atomos enlazados y no
enlazados. Los términos enlazantes incluyen contribuciones debidas a los
enlaces covalentes, angulos de enlace y angulos de torsiéon. Los términos no-
enlazantes se definen por un término de atraccion-repulsion del tipo Lennard-
Jones para las fuerzas de van der Waals y un término Coulémbico para las

interacciones electrostaticas.

ii) Una serie de tipos de dtomos que definen diferentes caracteristicas y
desempefio de un elemento dependiendo de su entorno quimico. Por ejemplo,
un dtomo de carbono en un grupo carbonilo es tratado de manera diferente a
uno enlazado a tres atomos de hidrogeno. Los tipos de atomos dependen de la

hibridazacion, cargay a que &tomos se encuentran unidos.

iii)Conjunto de parametros que ajustan las ecuaciones y tipos de atomos a la
informacion experimental. El conjunto de pardmetros se encuentra definido
por las constantes de fuerza, parametros de van der Waals y cargas atomicas.
Estos parametros son empleados en las ecuaciones para relacionar
caracteristicas atomicas y estructurales con las componentes de la energia

potencial.

Cabe mencionar, que los calculos de MM no tratan de manera explicita a
los electrones del sistema. En lugar de ello, realizan calculos basados en las
interacciones entre los nucleos. Por esta razén, con estos métodos no pueden
evaluarse propiedades que dependan de la densidad electréonica ni describir

formacion y/o ruptura de enlaces.
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1.2.1 Docking molecular

Las aplicaciones del modelado molecular en la predicciéon de farmacos
(ligando) han tenido un comienzo dificultoso debido a las limitaciones
computacionales y a la relativamente baja resolucién de las estructuras 3D
disponibles para receptores. En 1985 el programa GRID, desarrollado por
GoodFord, fue un importante paso hacia el avance del entendimiento y prediccion
(disefio) de las interacciones de un principio activo con su “target”.[*2] Este
método empleaba una sonda quimica para evaluar energéticamente un sitio de
union proteico y generar un campo molecular de interaccién, y de esta manera
identificaba regiones donde la presencia de un grupo funcional seria favorable.
Posteriormente, en 1988 Des]arlais y colaboradores reportaron el primer
programa de docking rigido, poniendo en consideracidon la complementariedad
geométrica entre el ligando y el receptor.[*3] El docking molecular es una técnica
computacional dirigida a la prediccién de la configuraciéon espacial farmaco-
receptor, y la correspondiente energia de unién. En una primera etapa, los
algoritmos de busqueda conformacional exploran las posibles conformaciones del
farmaco (poses) dentro o fuera del sitio de unién de la proteina, tomada
generalmente como una estructura rigida. Posteriormente, una funciéon de

evaluacion de energia es aplicada para seleccionar poses favorables.[44]

Los algoritmos de docking molecular han mejorado considerablemente y,

al momento, existen mas de 40 programas disefiados para aplicar esta técnica.[*>

46]

1.2.1.1 Funciones de evaluacion (Scoring Functions)

La evaluaciéon precisa, con un costo computacional razonable, de la
afinidad de interaccion entre los ligandos y sus receptores es de enorme beneficio
para el disefio racional. Este hecho, posibilita la prediccion de la afinidad de un
gran numero de compuestos antes de ser sintetizados, agilizando el proceso del

desarrollo farmacoldgico como un todo.
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Sin embargo, obtener una estimacion adecuada de la energia libre de
union de un complejo ligando-proteina es una tarea bastante costosa
computacionalmente. Como ejemplo, podemos mencionar los métodos
perturbativos como FEP (free energy perturbation), y otros mas eficientes como
LIE (linear interaction energy).1*7-4°1 La necesidad de funciones de evaluacion mas
rapidas, que puedan ser utilizadas por los programas de docking, ha llevado al
desarrollo de un gran nimero de funciones que hacen uso de aproximaciones
para la valoracién del complejo ligando-proteina. Dentro de ese gran nimero, se
pueden encontrar principalmente tres clases:[>% 1) funciones basadas en campos
de fuerzas, 2) funciones empiricas y 3) funciones basadas en conocimiento

(knowledge-based).

1.2.1.2 Algoritmos de busqueda conformacional

El docking molecular necesita computar varios grados de libertad del
ligando para encontrar la conformacién mas adecuada. En los algoritmos de
docking rigido se consideran seis grados de libertad de la molécula
correspondiente a la traslaciéon y rotacion, tratando a la proteina y al ligando
como cuerpos rigidos. En cambio, el docking semi-rigido considera la flexibilidad
del ligando y a la proteina la mantiene fija, incrementando los grados de libertad

de la bisqueda conformacional.

Una busqueda sistematica de todos los enlaces rotables no es eficiente
debido a que el nimero de posibles combinaciones de rotameros incrementa
exponencialmente con el numero de enlaces rotables. Los algoritmos de bisqueda
estan pensados para solucionar este inconveniente, explorando el espacio
conformacional del ligando de una manera eficiente y rapida. La busqueda a
través de estos métodos arrojan resultados reproducibles y lo mas importante es

que el espacio conformacional se explora mas eficientemente.[44]

Algunos de los algoritmos empleados en los programas de docking son:

algoritmo genético, templado simulado y método de Monte Carlo.[*4

En esta tesis se empleo el programa Fred para llevar a cabo docking rigido
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y Autodock3 'y Autodock4.2 para la aplicacion de docking semi-rigido.

1.2.1.3 Mapas de Grilla

Para resolver de forma rapida las interacciones entre cada conférmero y el
receptor, el docking molecular utiliza una grilla que rodea al sitio de unién (de
interés) de la enzima o incluso a toda la enzima. Se construye esta grilla
calculando en cada punto la energia de interacciéon culémbica y de van der Waals
entre un atomo prueba del ligando y la proteina. Estos datos, calculados para
todos los atomos del ligando, son almacenados y, luego al computar la energia de
interaccién entre la proteina y el ligando en una conformacion particular, se
asigna a cada atomo el valor de energia del punto de la grilla mas cercano. La
disminucién del espaciamiento entre los puntos de la grilla aumenta la precisién

en el calculo de la energia, como también su costo.

La grilla tiene en cuenta sélo las interacciéon del ligando con la proteina
(puente de hidrogeno, culdémbica y de van der Waals). Los términos de torsion y
de las interacciones internas de ligando (energia interna), dependen de la
conformacién que adopte el ligando, por lo tanto no pueden ser precalculados. El
costo computacional para estas interacciones es minimo comparado con las

interacciones intermoleculares.

1.2.2 Dinamica molecular

La aplicacién de DM permite generar configuraciones sucesivas del
sistema integrando las leyes del movimiento de Newton. El resultado es una
trayectoria que especifica como las posiciones y las velocidades de las particulas
varian con el tiempo. Se trata de un método determinista, es decir, las posiciones
de los atomos se suceden en la escala temporal y las interacciones entre las

particulas son descriptas generalmente por un campo de fuerza.

El nimero de particulas que componen el sistema a ser simulado depende

de la naturaleza del propio sistema, de las propiedades que se desea estudiar y la

28



Modelos y Métodos

capacidad computacional disponible, pero sobre todo, debe ser representativo del

sistema macroscopico real.

Las propiedades de equilibrio del sistema de estudio son determinadas a
partir de los promedios temporales sobre un intervalo de tiempo suficientemente
grande en la escala atomica. El tiempo total de simulacion depende de los
procesos dinamicos que se investiguen y de la convergencia estadistica de las
propiedades de interés. Por ejemplo, la energia de interaccién y la funcién de
distribucién radial convergen rapidamente, mientras que otras, como la presidn,
la tension superficial y los coeficientes de transporte requieren trayectorias mas

extensas para llegar a la convergencia.

Existen distintos campos de fuerzas aplicados a la DM, entre los mas
importantes podemos encontrar AMBER, GROMOS y CHARMM, los cuales
presentan distintas versiones de acuerdo a las modificaciones que se le fueron
realizando a lo largo del tiempo. Estos campos de fuerza, han sido disefiados
especialmente para el estudio de sistemas bioorganicos. Cada campo de fuerza,
por lo general, se combina junto a un paquete de programas que incluyen un

integrador de las ecuaciones de movimiento, y herramientas de analisis.

1.2.2.1 Condiciones peridodicas de contorno

La simulacion de un sistema, sea éste una molécula individual o un
conjunto de atomos o moléculas, requiere establecer las condiciones de contorno
para el mismo. La condicién mas simple es que dicho sistema esté aislado. Esta
condicidn, si bien en general inapropiada, puede ser parcialmente aceptable para
moléculas en fase gaseosa pero no resulta apropiada en absoluto para simular

liquidos, soluciones o sélidos.

La simulacion del sistema inmerso en el vacio produce efectos
generalmente indeseados debido a que los atomos en contacto con el vacio
estaran afectados por fuerzas diferentes a las que existen en un sistema con las
condiciones reales, produciendo una distorsion de la superficie de energia

potencial. Por esta razén, podemos tratar de evitar, al menos en parte, estos
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efectos indeseados introduciendo condiciones periddicas de contorno.

El establecer condiciones periddicas de contorno significa que el sistema
estd determinado por una celda unidad que se replica periédicamente en el
espacio. Tanto la celda unidad como sus imagenes son consideras para el calculo.
En la Figura 1. 1 es posible observar el caso bidimensional (por simplicidad en el
dibujo) dado por un rectangulo y sus imagenes. En esta figura se muestra que
cada particula estd rodeada por otras, es decir, que no hay particulas en los
limites -no hay limites-. Cada particula esta sometida a interaccién de todas las
particulas de su alrededor, ya sea por las propias particulas de la caja o sus

imagenes.

Es evidente que si la interaccidn se extiende sin limite es posible que una
particula sea afectada dos veces por otra, la “real” y su imagen (en la Figura 1. 1 la
1 conla 2 y 2', por ejemplo). Para evitar esta situacion artificial se establece un
radio de corte (Rc) para el potencial, que limite el alcance de la interaccion. En la
Figura 1. 1 vemos que la particula 1 interactia con las 2, 3" y 4', las cuales estan
dentro de Rc. En resumen, cada particula interactiia con otras o sus imagenes
segln cudl de ellas se encuentre mas préxima, a esto se lo denomina convencion
de imagen minima. El Rc no puede ser muy pequefio, puesto que produciria una
situacion irreal, ni debe superar la mitad de la caja (Rc < L/2, donde L es la
longitud de la arista menor) puesto que no se lograria el efecto buscado. Si alguna
particula, en su trayectoria, abandona la caja, una de sus imagenes ingresa por el
lado opuesto. De esta manera se mantiene constante el nimero de particulas en la

simulacion.[35 44]
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Figura 1. 1. Condiciones periédicas de contorno para un sistema bidimensional. n'
indica la imagen de una particula.

1.2.2.2 Criterios de corte para las interacciones (cut-off)

La cantidad de términos covalentes (enlaces, angulos y diedros) al ser
evaluados aumentan con orden uno respecto a la cantidad de 4&tomos del sistema,
mientras que los términos no covalentes (interacciones de van der Waals y
electrostaticas) lo hacen con el cuadrado del nimero de atomos. Por lo tanto,
estos ultimos son los de mayor consumo de tiempo de calculo. En DM, este tipo de
interacciones debe calcularse entre todos los pares de atomos del sistema, pero

para un sistema de muchas interacciones esto no resulta practico.

Como se explico en el punto anterior, el problema se puede solucionar
aplicando la convencién de imagen minima y una distancia de truncamiento de
interacciones (cut-off) o radio de corte (Rc). Cuando se define un valor de Rc las
interacciones tipo van der Waals de a pares que estan a una distancia mayor a
éste son consideradas nulas, solo se consideran aquellas con las imagenes mas

cercanas.

Sin embargo, para las interacciones electrostaticas, no es el caso, porque
son interacciones de muy largo alcance, incluso involucrando interacciones con
atomos de la celda y sus imagenes. Por lo tanto, para este tipo de interaccion se
requieren metodologias eficientes para su calculo, por ejemplo el método de

31



Capitulo 1

sumatoria de Ewald o campo de reaccion, y valores (o funciones) de corte

elegidos cuidadosamente.[35]

1.2.2.3 Integracion

Las ecuaciones de Newton del movimiento para un sistema de N particulas
interactuando a través de un potencial U(r;), i = 1, ..., N pueden ser formuladas
como se muestra a continuacién en las ecuaciones diferenciales de segundo

orden:

azrl'
ot?

o se puede expresar como dos ecuaciones de primer orden:

(0ri _ p:
{aa;- mi (1.38)
l
ac !

donde r; y p,; representan las coordenadas y el momento lineal de la particula, y

F;lafuerza. Por su parte, F; viene dada por:

U@

F, =
l arl-

(1.39)

Estas ecuaciones deben ser integradas usando alguin método de
diferenciacién finita a partir de potenciales continuos, que sélo involucran
interaccion de a pares. La integracion de las ecuaciones de diferenciacidn finita se
realiza en diferenciales de tiempo, 4t. Estos, se denominan “pasos de integracion”,

y presentan un valor fijo a lo largo de todo el tiempo de simulacion.
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La fuerza total sobre un atomo en un tiempo t es calculada como la
sumatoria de todas las fuerzas que actian sobre éste, ecuacidon 1.37. A partir de la
fuerza, se puede conocer la aceleracion de las particulas, la cual es combinada con
las posiciones y velocidades en el tiempo t para calcular las posiciones y
velocidades en el tiempo t + 6t. Es importante tener en cuenta que la fuerza se
asume como constante durante el paso de integracion. Las fuerzas sobre las
particulas en sus nuevas posiciones son nuevamente determinadas comenzando

con el ciclo nuevamente.

Existen varios algoritmos para integrar las ecuaciones de movimiento
usando métodos de diferenciacion finita, muchos de cuales son cominmente
usados en DM. Todos los algoritmos asumen que las posiciones, velocidades y

aceleraciones pueden ser aproximadas mediante expansiones en series de Taylor:

dr(t) va’r(t) ., 1d%r(t)
T(t + 6t) = T(t) + 76 2| dt? (6t) +§ dt3

(66)3 + 9(60)* (1.40)

1.2.2.3.1 Algoritmos de integracion

El algoritmo de Verlet es posiblemente el mas usado de los métodos para
integrar las ecuaciones de movimiento en una DM.[51] Este algoritmo emplea las
posiciones y aceleracion a tiempo ¢, y las posiciones de la etapa previa, (r(t — 6t))
para calcular las nuevas posiciones a t + 6t. Se puede escribir la relaciéon entre

estos parametros y la velocidad a tiempo t como:

1 dZ 3
r(t + 60) = 1(t) + di) > d’;ﬁ% 50 + 5, ()(St)3+ 9(50)*
r(t) 1 d?r(t) 1 d3r(t)

r(t—6t) =r(t) — (6)3 + 9(5)* (1.41)

2 _ -
2 ae OV Ty
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Si sumamos las dos ecuaciones tenemos:

d*r(t)

rit+o0) =27 -1t -6 +—7

(6t)? (1.42)

r(t+6t)= 2r(t) —r(t—46t) +a(t) (1.43)

Se puede notar que la velocidad no aparece de manera explicita en este
algoritmo de integracion. Las velocidades se pueden calcular de diferentes
maneras; una forma es dividir la diferencia entre la posiciones a t + 6t y t — 6t

por 26t:

[r(t + 6t) — r(t — 6t)]

() = 25t

(1.44)

Un inconveniente importante del algoritmo de Verlet es la posible pérdida
en la precisién debido a que para obtener las posiciones a t + t se afiade un
término de magnitud pequena (a(t)) a la diferencia de dos términos de magnitud
mucho mas grande, 2 r(t) y —r(t — 8t). Otra desventaja es la falta de una forma
explicita para la expresion de la velocidad. Las velocidades no son calculadas
hasta que se obtienen las posiciones en el proximo paso de integraciéon. Sumado a
estos inconvenientes, quizas el mas importante, sea que al realizar el primer paso
de integracion (t = 0) no se conocen las posiciones del paso de integracién previo

(t — 5t).

Con la finalidad de mejorar la precision, se han desarrollado variaciones
del algoritmo de Verlet. Uno de ellos es el leap-frog, en el cual las velocidades son

calculadas explicitamente, usando las siguientes ecuaciones:

r(t+6t) =r(t) + Stv (t +%5t) (1.45)
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v (t +%6t) =v <t — %St) + 6ta(t) (1.46)

En la implementacion de este algoritmo primero se calculan las
velocidades v(t +%6t), a partir de las velocidades a un tiempo t — %& y la

aceleracion a tiempo t. Las posiciones r(t + 6t) son deducidas de las velocidades

determinadas previamente.

Este método permite que se emplee menos memoria de almacenamiento
debido a que s6lo un conjunto de posiciones, velocidades y fuerzas son calculadas
en cada paso de integracion. Sin embargo, éste presenta la desventaja de que las
posiciones y las velocidades no estan sincronizadas. Esto significa que la energia
cinética se calcula a destiempo respecto de las posiciones y, por ende, de la

energia potencial.

Otra alternativa, es el método velocity Verlet que da las posiciones,

velocidades y aceleracidn al mismo tiempo sin perder precision:
1
r(t+6t) = r(t) + v(t)ot + Ea(t)&tz (1.47)

v(t + 6t) = v(t) +%5t[a(t) + a(t+ 8t)] (1.48)

1.2.2.4 Dindmica molecular con restricciones

En una simulacién a medida que se aumenta el paso de integracién se
pueden obtener trayectorias mas prolongadas con menor cantidad de pasos de
integracion. Sin embargo, pasos de integracion muy grandes pueden generar
inestabilidades debido a que los atomos pueden acercarse demasiado generando
potenciales muy grandes. Por este motivo, el valor maximo del paso de
integracion se encuentra limitado a un décimo (o menos en lo posible) del

periodo mas pequefio de vibracién de enlace. En el caso de moléculas
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bioorganicas, este periodo corresponde al enlace “atomo pesado-hidrogeno” que

es de 10-14s. Entonces el paso de integracion maximo permitido seria de 1 fs.

Una solucién a esta limitacion es congelar las vibraciones de estos enlaces
de corto periodo, restringiéndolos a su valor de equilibrio mientras que el resto
de los grados de libertad del sistema varian de acuerdo a su propia dinamica. El
algoritmo mas utilizado para este fin es SHAKE, que permite incrementar el paso

de integracion hasta 2 fs.[52]

1.2.2.5 Ensambles

Un ensamble es una idealizacién, que consiste en considerar un conjunto
con un gran numero de configuraciones de sistema, en el mismo estado
termodindmico, pero con diferentes estados dindmicos de las particulas que lo
constituyen. Esta coleccién de configuraciones representa una muestra apropiada
de todos los estados microscopicos y, por lo tanto, sus propiedades promedio son

las del sistema promedio ideal.

Distintas restricciones macroscopicas derivan en diferentes tipos de
ensambles, con caracteristicas particulares. En general, se definen cuatro

ensambles termodindmicos importantes:

ensamble microcanénico (N, V, E): el sistema no intercambia energia ni
materia con el ambiente. Su energia, nimero de particulas y volumen permanecen

constantes.

ensamble canénico (N, V, T): el sistema intercambia energia térmica con
los alrededores, pero no materia. El nimero de particulas, volumen y temperatura

son constantes.

ensamble gran canénico (u, V, T): el sistema intercambia materia y
energia con el ambiente. Su temperatura, volumen y potencial quimico son

constantes en el tiempo.

ensamble isotérmico-isobarico (N, T, P): el sistema intercambia energia

térmica con los alrededores, pero no materia. Su nimero de particulas, presion y
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temperatura son constantes.

En las simulaciones de DM llevadas a cabo en la presente tesis se

emplearon los ensambles candnico (N, V, T) e isotérmico-isobarico (N, T, P).

1.2.2.6 Control de presion y temperatura

A medida que la simulacién avanza, el sistema se encuentra en situaciones
de no equilibrio, en especial cuando comienza, debido a que no siempre se parte
de configuraciones iniciales lo suficientemente relajadas. La energia potencial de
las configuraciones fuera del equilibrio se convierte consecuentemente en energia
cinética, aumentando la temperatura del sistema. Existen varios métodos para
enfriar el sistema, los cuales acoplan un bafio térmico. Entre estos métodos, se
encuentra el termostato de Berendsen, que regula la entrada y salida de calor
utilizando un factor A dependiente del tiempo que aumenta o disminuye
proporcionalmente la velocidad de cada particula cada n cantidad de pasos de
integracion.[53] Este método utiliza un tiempo de decaimiento t en el cual el
sistema se relaja. Cuanto mas grande es el valor de t, mas lento es el tiempo de

relajacion efectiva.

Otros métodos, mas complejos, permiten intercambios estocasticos de
calor entre los grados de libertad del sistema y del bafio térmico. Entre éstos, los

referentes son el termostato de Nosé-Hoover y de Langevin.[>4

Particularmente, las simulaciones en un ensamble NTP mantienen
constante la presién mediante la variacién del volumen. Muchos de los métodos
para controlar la presion son analogos a los usados en el control de temperatura.
Entonces, el sistema puede ser acoplado a un “bafio de presién” que modifica las
dimensiones de la caja cada una determinada cantidad de pasos. Al igual que en el
bafio térmico, existe una constante de acoplamiento tp, y ademas otra que tiene
en cuenta la compresibilidad del sistema, k¥ (en sistemas bioorganicos es
usualmente la compresibilidad del agua). Este método de regulacion de la presion
se conoce como bardstato de Berendsen.[53] En una caja de simulacién, la presion

puede ser isotrdpica, anisotrdpica o semi-anisotropica. En la primera, todos los
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lados de la caja de simulacion estan acoplados, en la segunda todos los lados estan
desacoplados y en la tercera, s6lo dos lados estan acoplados. En este sentido, se
puede aplicar dos presiones diferentes, una transversal y otra lateral, en forma de
tension superficial. Esta dltima se utiliza comtinmente para estudiar la dindmica
de membranas lipidicas, donde la presidon lateral se asume distinta de la

transversal.[44]

1.2.2.7 Analisis de una dindmica molecular

Por lo general, una simulacién esta conformada por una etapa de
preparacion, que involucra, entre otras cosas, un relajamiento del sistema a partir
de optimizaciones. A esta etapa le sigue la de equilibraciéon del sistema, para
después pasar a la etapa de produccién, donde el sistema permanece en el
equilibrio. A partir de las configuraciones temporales obtenidas en esta ultima
etapa se calculan y se analizan las propiedades que sirven para el estudio del
sistema. A fin de saber cuando un sistema llegé al equilibro, se monitorea la

convergencia de alguna de sus propiedades estructurales o energéticas.

En el caso de macromoléculas, como las proteinas, se puede observar la

variacion de la desviacion cuadratica media de las posiciones (RMSD).

l

N
RMSD(t) = [r;() —1o]2 /N (1.49)
=1

donde r; es la coordenada del atomo i en el tiempo ¢, r, es la coordenada de
referencia para el mismo atomo y N es la cantidad de 4&tomos. E1 RMSD computa la
variacion estructural de una molécula respecto a una referencia, la cual puede ser,
por ejemplo, la estructura inicial de una dinamica o una estructura cristalografica.

La equilibracién se alcanza cuando el RMSD en funciéon del tiempo para una
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seleccidon de coordenadas de atomos (por ejemplo, el backbonei de la proteina)
llega a valores constantes o a un plateu. Ademas, el RMSD sirve para determinar,
en el tiempo, cambios conformacionales de la macromolécula, dentro de la etapa

de produccion.

1.2.2.7.1 Energia libre de unién

En el estudio de union de ligandos a proteinas, el docking es muy util para
predecir la estructura de algin complejo de unién, pero las funciones de
evaluacién no determinan energias de unién con buena exactitud.

Por otro lado, existen métodos mas rigurosos para determinar energias libres
de uniéon como los que combinan mecanica molecular y modelos de solvente
implicito. Entre estos métodos, podemos mencionar a MM-PBSA (molecular
mechanics/Poisson  Boltzmann surface area), y MM-GBSA (molecular
mechanics/generalized Born surface area) como dos ampliamente usados.[>5-58]

En éstos, la energia libre de unién es estimada como se muestra a

continuacién:

AGunién = Gcomplejo - Greceptor - Gligando (1-50)

= AEypy + AGPB(GB) + AGy, polar — TAS

donde AEy,, es la energia de interaccion entre el ligando y el receptor en fase
gaseosa, incluyendo energias de van del Waals y electrostaticas; AGp, poiar ¥
AGppgpy son la componentes no polares y polares de la energia libre de
solvatacién, respectivamente. Las contribuciones no polares de la solvataciéon
(AGpo potar) son determinadas mediante el método de area superficial accesible al
solvente (SASA, de sus siglas en inglés) con el método LCPO.[5° Por otra parte, la
componente electrostatica (AGppgp)) €s determinada por cada modelo de

solvatacién. En la ecuacion 1.50 el término TAS es el mas costoso desde el punto

i Backbone se refiere a los &tomos que involucran a la cadena peptidica sin tener en cuenta a los
atomos de las cadenas laterales.
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de vista computacional y representa el cambio en la entropia conformacional.
Este término puede ser despreciado en aquellos casos donde los ligandos

evaluados presentan similitud estructural.

En una simulacién de DM se puede estudiar la evolucién, a lo largo del
tiempo de esta energia de interaccion analizando imagenes representativas de la
simulacién de manera individual. De estos valores individuales, se puede obtener

un valor de energia de uniéon promedio.
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Los métodos in silico expuestos en el capitulo anterior representan una
herramienta muy valiosa para el entendimiento de sistemas organicos y
bioorganicos. En particular, estos métodos se aplican exitosamente en el disefio
racional de farmacos, optimizando tiempo y recursos en los procesos de
desarrollo farmacologico. Estas herramientas posibilitaron la obtencién
numerosos medicamentos para muchas afecciones como la enfermedad de
Alzheimer (EA).[!l Respecto a esta enfermedad, los métodos computacionales
han podido predecir modos de unién de farmacos conocidos, identificar nuevos
principios activos y predecir la afinidad de ligandos con diferentes blancos

biolégicos involucrados en procesos cruciales.[? 3]

Es de gran relevancia desarrollar nuevos tratamientos para la EA ya que
es una de las demencias mas comunes y afecta a una fraccién importante de la
poblacién mundial mayor de 65 afios. En esta enfermedad, se ven afectadas
progresivamente la memoria, pensamientos, comportamientos y la capacidad de
realizar actividades diarias, manifestdndose principalmente en personas de

edad avanzada.

En 1906, el médico aleman, Alois Alzheimer fue el primero en describir,
en una autopsia, una serie de condiciones patoldgicas en el cerebro de una
mujer, llamada Auguste, que se vio afectada durante afios por problemas de
memoria, confusion y disfuncion del lenguaje.[*] En el cerebro de la paciente se
observo reduccion de la corteza y la presencia de fibras intraneuronales, que
eran depdsitos de “sustancias metabdlicas patolégicas”. Estas fibras eran
evidencia suficiente para justificar un diagnostico de una demencia senil, que se
conocié posteriormente como la EA, siendo esta la mas comun de las demencias,

representando al 75% del total de los casos.[®!

A mas de 100 afios del primer reporte de la EA, el diagnéstico de la
enfermedad se puede realizar con certeza pero las opciones terapéuticas
actuales se limitan al tratamiento sintomatico que s6lo proporciona efectos
paliativos, otorgando una retencion temporaria de las funciones cognitivas pero

sin alterar la progresién de la enfermedad.[67]
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2.1 Enfermedad de Alzheimer. Patogenia

Debido a que la EA presenta una etiologia multifactorial, se pueden
mencionar varias hipdtesis cuando se discute acerca de su patogenia:[8-101 Entre
ellas pueden mencionarse las hipdtesis colinérgica, amiloidea, de la proteina
tau, glutamatérgica, del estrés oxidativo e inflamatoria, siendo las primeras tres

las mas citadas.

2.1.1 Hipdtesis colinérgica

En 1936 Herry Dale y Otto Loewi compartieron el premio Nobel por sus
investigaciones relacionadas a la neurotransmisiéon quimica y en particular por
el descubrimiento y la caracterizacion del primer neurotransmisor reportado;

acetilcolina (ACh) (Figura 2. 1).[11.12]
0 |
PN N
O/\/ N ~
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Figura 2. 1. Neurotransmisor catiénico acetilcolina.

Desde entonces, el descubrimiento de la ACh ha sido unos de los grandes
avances en la neurociencia que permitié el entendimiento de muchas funciones
del sistema nervioso, como asi también de neuropatologias perjudiciales.
Muchos autores han empleado los conocimientos de la transmisién colinérgica
para elaborar la llamada hipédtesis colinérgica que permiti6 entender varias
funciones y disfunciones cerebrales tales como desorden afectivo, depresidn,
esquizofrenia y regulacion del suefio. Sin embargo, no hay duda que la
aplicacion mas concreta de dicha hipdtesis esta vinculada a la comprensiéon de

las funciones cognitivas y demencias.[13]

La idea terapéutica subyacente, a fines de los ‘70 y principios de los ‘80,

era que este conocimiento podria ayudar a desarrollar enfoques terapéuticos
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dirigidos a enfermedades relacionadas con alteraciones neuroquimicas
encontradas en pacientes. Manteniendo esta idea, se examinaron cerebros de
pacientes con Alzheimer, encontrando déficit de células colinérgicas en zonas
especificas.['4 151 Ademads, la actividad de la enzima colinacetiltransferasa
(marcador de los procesos sinapticos) responsable de la sintesis de la ACh,
disminuyé considerablemente en este tipo de neuronas.'> 161 Otros dos
marcadores especificos de la sinapsis colinérgica, que se vieron también
reducidos en los mismos tejidos, son la liberacién de ACh inducida por la
despolarizacion y la captacién de colina en la terminal nerviosa, para reponer la

via sintética del neurotransmisor.[17]

Estas y otras observaciones constituyen las bases de la hipdtesis
colinérgica expuesta en el articulo seminal publicado por Bartus y
colaboradores que puede ser considerado la primera apreciacién comprensiva

de la relacion entre esta hipotesis y las disfunciones cognitivas.[18!

Esta fue la primera hipétesis relacionada a la EA y sirvié para desarrollar
drogas para tratar la sintomatologia de esta enfermedad. Para ello, se busca
mantener los niveles de ACh funcional en el medio sindptico empleando
inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa (AChE), responsable de la hidroélisis

de dicho neurotransmisor.

A pesar de que si bien actualmente la hipdtesis colinérgica se encuentra
cuestionada debido a los nuevos avances en neurociencia,[*3] es indiscutible que
ha sido la base de inspiracién para la busqueda de un nuevo entendimiento en

enfermedades neurodegenerativas como la EA.

2.1.2 Hipétesis tau

La hipétesis tau surge a través de la observacion experimental de ovillos
neurofibrilares en cortes histoldgicos de pacientes que sufrieron EA. Los ovillos
estan formados por agregados de una proteina, anormalmente fosforilada,

llamada tau.
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Esta proteina se une a los microtibulos axonales regulando la estabilidad
de los mismos. Tau es una proteina muy hidrofilica, que mayormente se
encuentra desplegada y contiene en su region C-terminal tres o cuatro dominios
iguales con una longitud de 31 aminoacidos. A lo largo de su secuencia, antes y
después de estas regiones repetidas, posee 25 sitios potenciales de fosforilacién
y algunos de estos sitios especificos han sido correlacionados con dafios severos
en la EA.I"9 La proteina correctamente fosforilada estabiliza los microttbulos,
manteniendo un equilibrio dinamico entre su estado de unién con los mismos y
su estado libre; de este modo se mantiene la morfologia de la neurona y se
asegura el transporte axonal. En la EA se establece un desbalance en las
actividades de las proteinas kinasas y fosfatasas encargadas de la fosforilacion y

desfosforilacién, respectivamente.

La hiperfosforilaciéon que se observa en cerebros danados por Alzheimer
genera una desestabilizacién y despolimerizacion de los microtibulos, deterioro
del transporte axonal y disminucién de la neurotransmisién. Estos eventos
tienen un impacto directo en las funciones cognitivas del paciente.[20] Ademas, el
incremento de la fosforilaciéon estimula el autoensamblado de tau. En este
proceso, primeramente se liberan proteinas tau de los microtibulos y se
ensamblan formando preovillos. Estas proteinas posteriormente sufren un
cambio conformacional para adoptar la forma de lamina-B formando fibras
helicoidales (Figura 2. 2). Por ultimo, estas fibras helicoidales se unen para
formar ovillos neurofibrilares de mayor tamafio, en los cuales las proteinas han
sufrido  algunas modificaciones como clivajes, glicosidaciones o

entrecruzamientos que les confieren una toxicidad adicional.
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Figura 2. 2. Modelo de autoensamblado de la proteina tau. Figura adaptada de la
referencia [19].

2.1.3 Hipotesis amiloidea

Desde sus origenes, a principios de los ‘90, la hip6tesis amiloidea ha dado
forma en gran medida a la comprension actual de la EA. En lineas generales,
establece que la acumulacién de péptidos B-amiloides (BA) es la causa primaria

que inicia una cascada de eventos patogénicos que eventualmente resultan en

las manifestaciones clinicas de la enfermedad (Figura 2. 3).[21.22]

Demencia

Figura 2. 3. Cascada neurodegenerativa ocasionada por la acumulacién de BA.

La raiz de la amiloidosis es la proteina precursora de los péptidos BA,
APP de las siglas en inglés Amiloid Precursor Protein.[?3] La APP es una proteina
transmembrana que se expresa en tejidos de los sistemas nerviosos central

(mayormente) y periférico. En la actualidad no se conoce con claridad cudl es el
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verdadero rol fisiolégico de esta proteina, aunque se cree que esta vinculada al
trafico axonal vesicular.?4l La mayor parte de la proteina forma un dominio
extracelular (DEC), seguido por un dominio transmembrana (DTM) y un
dominio citoplasmatico (DC) de aproximadamente 50 aminoacidos de longitud

(Figura 2. 4).

La APP puede ser procesada por tres proteasas llamadas a-, B- yv-
secretasa.[?5] Particularmente, la escisién por las a- y B-secretasas ocurre en el
medio extracelular cerca del DTM, derivando en la liberaciéon del DEC. Ambas
secretasas generan un fragmento C-terminal de 83 (FCTa) o 99 (FCTP)
aminodacidos de longitud que permanecen anclados a la membrana. Estos FCTs
pueden ser procesados por la y-secretasa y su protedlisis resulta, en el caso del
FCTp, en la formacién de los péptidos BA. Por otro lado, la degradacién de FCTa
genera un péptido de corta longitud llamado p3, que es posteriormente digerido

y no posee un rol patolégico.

La y-secretasa puede cortar al sustrato FCT[3 en varias posiciones vecinas
dando péptidos BA de diferentes longitudes. La especie dominante es el 3A40,
que normalmente constituye entre el 80 y 90% del total de los BA formados. La
segunda especie mas abundante es el A42 (representa entre 5 y 10%) y el
resto corresponde a especies de menor longitud como BA37 y BA38. El fA42
puede agregarse y formar puntos de nucleacién para la generacién de grandes
oligbmeros y fibras que finalmente se convertirdn en placas amiloides
microscopicas.[26-28] La formacion de los agregados es acompafiada por un
cambio estructural del BA, que modifica su estructura secundaria pasando de a-
hélice a ldmina-p. Los péptidos BA40 pueden agregarse cuando la concentracion
de los agregados amiloides alcanza un valor limite. Por su parte, las especies de
corta longitud no son propensas a agregarse, sino que pueden interferir en el
proceso. Se ha informado que la enzima AChE posee un papel activo en el
proceso de agregacion, ya que en su estado soluble puede unirse al BA formando

un complejo que promueve la formacion de placas seniles.[29 30]

Los monomeros de BA no son téxicos en concentraciones fisioldgicas

pero los eventos nocivos neuronales son desatados con la aparicion de los
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agregados. Los mismos pueden formar poros en la membrana celular
interfiriendo en la homeostasis idnica. La toxicidad es finalmente una
consecuencia de las diversas maneras en las que los agregados interaccionan

con las células.

Via No Amiloidogénica—= = Via Amiloidogénica
p3
BA .
-Secretasa Secret t -Secretasa Medio
Y a-Secretasa B-Secretasa Y extracelular
0 Membrana
J Citoplasma
FCTa APP FCTB

Figura 2. 4. Prote0lisis de la proteina precursora del BA.

2.2 Enzima acetilcolinesterasa (AChE). Estructura y
funcidn

Como se ha mencionado anteriormente, el rol clasico de la enzima AChE
en la finalizacién de la neurotransmisiéon mediada por ACh fue un foco de gran
interés en las ultimas décadas. Actualmente se ha puesto atencién en entender
cudles y cémo son los roles “no clasicos” de la enzima, que la involucra en una

variedad de procesos neuroldgicos.[31]

2.2.1 Estructura tridimensional

Para comprender la eficiencia catalitica de la AChE o llevar a cabo un

disefio racional de drogas es esencial el entendimiento de su estructura
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tridimensional. La cristalografia de rayos X es una técnica experimental que
permite visualizar y comprender algunos aspectos estructurales importantes de
la enzima. Es por ello que se invierte un gran esfuerzo en obtener cristales de la
enzima purificada de distintas especies y tejidos. Los primeros cristales
obtenidos fueron de un tetramero de AChE extraidos de tejidos de Electrophorus
electricus (EeAChE).[32] A pesar de que se informé su caracterizacion preliminar,
no se obtuvo informacién estructural. La primera estructura cristalografica
obtenida fue la de AChE de Torpedo californica, enzima de raya eléctrica del
pacifico (TcAChE), en el afio 1991.133] Esta permitié por primera vez visualizar
con resolucién atémica las distintas zonas que conforman el bolsillo de unién.
Posteriormente, se cristalizaron AChE de ratén,[3*] Drosophila'3>! y humano.[3]
En los dltimos afios, los reportes de AChE humana (hAChE) recombinante han

revelado que posee caracteristicas estructurales muy similares a la TcAChE.[3¢

37]

Una de las caracteristicas remarcables de la estructura de la enzima es la
presencia de una “cavidad catalitica” de aproximadamente 20 A de profundidad
que se extiende hacia el centro proteina. Recibe este nombre debido a que en el
fondo de la misma se encuentra el sitio activo (SA) donde se lleva a cabo la
hidrélisis del neurotransmisor. En el SA se encuentra ubicada la “triada
catalitica”, conformada por los residuos responsables de la actividad catalitica
(serina, histidina y glutamato). En la Figura 2. 5 se muestra el mecanismo de

catalisis de la enzima.

En el SA también hay otros tres subsitios; subsitio anidnico, oxoanion y
de unién acilo. Los subsitios se han nombrado en base a la forma en la que

interacciona cada uno de ellos con el sustrato natural ACh, (Figura 2. 6).

58



Introduccién General: Parte |

His Ser His Ser His Ser

):— Y HO: = J:_ T' J—: . o\fo

.0
HN_N: Y HN N 'OA< \ HN._N:
) —N
'Y Tl 7\ om
o —N+
N / \
/ \

Acilacion Intermediario Tetraédrico Acilenzima
His Ser His Ser His Ser

0_ 0, s=—m= — — 0.
o e
HN O N~ HO N7

HN N:~ - <N H HN__N
H\O.' o _ +
) - RCO, + H
H
Desacilacion Intermediario Tetraédrico

Figura 2. 5. Mecanismo de hidrolisis de la ACh.

En la boca de la cavidad, sobre la superficie de la enzima, se encuentra
una zona denominada sitio anidnico periférico (SAP). En esta regidn se pueden
unir inhibidores con nitrégenos cuaternarios y toxinas naturales de gran
tamafio como la fasiculina-2.138] Entre el SA y SAP se encuentra una region
denominada “cuello de botella” conformada por un residuo de fenilalanina y una
tirosina. El cuello de botella se abre y cierra permitiendo el ingreso del sustrato
natural, moléculas de agua e inhibidores. La numeracion de los residuos que
conforman cada una de las regiones y subsitios varia dependiendo de la
especies, en la Tabla 2. 1 se muestra un detalle de las diferentes regiones para

las enzimas hAChE y TcAChE.

Tabla 2. 1. Residuos que conforman cada una de las regiones y subsitios de la cavidad de
hAChE y TcAChE.

Asp74,

Ser203, Trp86, Gly121, ?,;‘;22365' Phe338 Ser125,

hAChE His447y Tyr133y Gly122y y Trp286,
Glu303 Glu202 Ala204 y Tyr124 Tyr337y

Phe297

Tyr341

Ser200, Trp84, Gly118, ?,;1222%% Phe330 ?;%7222
TcAChE His440y Tyr130y Glyl19y y y Trp279'y
Glu327 Glu199 Ala201 Phe288 Tyr121 Tyr334
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Figura 2. 6. Estructura de la AChE.

Como se mencion6 anteriormente, la AChE cumple una importante
funciéon biolégica y es necesario conocer acabadamente su estructura
tridimensional y la diferencia que presenta en distintas especies para poder
entender algunas claves de la catdlisis y desarrollar compuestos que puedan
inhibirla exitosamente. Esto puede conducir a nuevas terapias para el

tratamiento de algunas enfermedades como Alzheimer.

2.2.2 Funcion fisiologica

La enzima AChE cumple su funcién en el sistema nervioso central y
periférico siendo su tarea especifica la hidrélisis del neurotransmisor catiénico

ACh en la sinapsis colinérgica.

En la sinapsis colinérgica, la enzima colinacetiltransferasa (ChAT),
presente en la neurona presinaptica, cataliza la sintesis de ACh a partir de colina
y acetil-coenzima A, siendo ACh empaquetada en vesiculas de transporte

(vAChT) (Figura 2. 7). Los potenciales de accion disparan la liberacion de ACh al
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espacio sinaptico, donde se puede unir a receptores muscarinicos localizados en
las membranas pre- y postsinapticas. El receptor muscarinico M2, ubicado en la
membrana presinaptica regula la liberacidon de neurotransmisor mediante una
recaptacion negativa. En la membrana postsinaptica, M1 traduce la sefial a
través de un camino que involucra a diacilglicerol (DAG), inositol-1,4,5-
trifosfato (ins-(1,4,5)P3) y una kinasa dependiente de Ca?*. La ACh es
hidrolizada en el espacio sinaptico por un tetramero de AChE (AChE-T), que se
encuentra unido a la membrana mediante una cola similar a colageno. Por su
parte, la forma monomérica de AChE (AChE-M) también puede ser encontrada
en estado soluble en el espacio sinaptico. Por tltimo, un eficiente mecanismo de
recaptacién de colina la ingresa a la célula presinaptica y es tomada por la ChAT

para sintetizar nuevamente ACh.

Neurona Presinaptica

ChAT  pcetil-
ACh <«——
B + Colina
~
/

K+

vChAT

AChE-T
‘ . olina
¢ )\ o

@ > ACh -

'S Ins-(1,4,5)Ps } > caz+f
DAG f - Kinasa

Neurona Postsinaptica

Figura 2. 7. Representacion esquematica de la sinapsis colinérgica.
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Debido al rol esencial que juega la enzima en el sistema nervioso, ha sido
un blanco atractivo para el disefio racional de inhibidores de la AChE
(AChEIs).[3% Un ejemplo de esto, son los agentes nerviosos sarin y somdn (2.2'y
2.3, respectivamente, Figura 2. 8) utilizados como armas quimicas en la segunda
guerra mundial. Estos compuestos son inhibidores irreversibles de la AChE y
pueden unirse covalentemente al sitio activo de la AChE inhabilitandola
permanentemente para su funcidon de hidrdlisis.[*9] Una representaciéon 3D de
los complejos formados entre la AChE y estos agentes nerviosos se muestran en
la Figura 2.9. Estos AChEIs se encuentran entre las sustancias mas toxicas que
ha sintetizado el hombre pudiendo inducir deficiencias circulatorias y
respiratorias por anulacion de la enzima AChE en el sistema nervioso periférico.
En contraste, los carbamatos fisostigmina (2.4) y neostigmina (2.5) son
empleados como agentes terapéuticos en el tratamiento de glaucoma y
miastenia gravis. El mecanismo por el cual estos compuestos manifiestan su
eficiencia bioldgica involucra una carbamilacién del sitio activo de la AChE. Otro
ejemplo de inhibidores irreversibles es el malatién (2.6) que fue empleado en

los ‘80 para combatir la plaga de moscas de la fruta.[3°]
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Figura 2. 8. Inhibidores irreversibles de la AChE.
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Figura 2.9. Representacion 3D de los complejos formados con inhibidores
irreversibles. a) Mus Musculus AChE-2.2. b) TcAChE-2.3.

Por otra parte, algunos articulos sugieren que la AChE posee otros roles
ademas de su funcién especifica en la terminacién del impulso nervioso en la
sinapsis colinérgica.l*ll Se ha informado que la enzima promueve el crecimiento
axonal,[*2] activa células dopaminérgicas,[*3 441 y participa en los procesos de
ensamblado del péptido BA que deriva en la formacién de depositos
neurofibrilares.[2?. 45] Se ha demostrado que el complejo AChE-BA posee
caracteristicas toxicas al igual que las fibras amiloides. El descubrimiento de

esta funcion ha incentivado la bisqueda de terapias alternativas para tratar la

EA.[46]

2.3 Inhibidores reversibles de la acetilcolinesterasa

En las terapias actuales, el empleo de inhibidores de origen natural o
sintético, ha mostrado una pequefia, pero significativa, mejora en la calidad de
vida de pacientes portadores de la EA. Esto se debe a que no presentan la
posibilidad de revertir la enfermedad sino que solamente pueden ofrecer un

efecto paliativo a los sintomas caracteristicos de las disfunciones cognitivas.

Como se ha mencionado en el apartado 2.1.3, la hipétesis amiloidea es
una de las mas importantes y abarcativas en lo que a la patogenia refiere. En
esta se menciona que la agregacion del BA dispara una cadena de eventos

neurotoxicos que conducen a la degeneracion neuronal, que se ve manifestada
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en la sintomatologia de la demencia. Debido a esto, interrumpir la formacién de
agregados de BA ha emergido como una de las estrategias predominantes en el
desarrollo actual de terapias que pueden modificar el curso de la
enfermedad.[*¢] A pesar de que las pruebas iniciales con algunos candidatos
como la vacuna BA AN1792, tramiprosato!*’l y dimebon!*8! han derivado en
resultados negativos, los compuestos nilvadipinal*®l y SK-PB-B70M[0! se

encuentran en el proceso de evaluacidn de fase III.

Mientras las drogas dirigidas a impedir la formacion de depdsitos
amiloides se encuentran en etapas de desarrollo, las terapias actuales todavia
siguen dominadas por un grupo de drogas que fueron conceptualmente
disefiadas para tratar sintomas de la demencia. Actualmente, se comercializan
cuatro de estos inhibidores. Estos farmacos aumentan la concentraciéon del
neurotransmisor ACh en el espacio sindptico compensando el déficit colinérgico

caracteristico de la enfermedad.[51-55]

2.3.1 Inhibidores del sitio activo.

Los compuestos que se discutirdn a continuacién poseen la
particularidad de ser AChEIs reversibles. Esto significa que establecen
interacciones no covalentes con la enzima como puente hidrégeno, van de
Waals y enlaces idnicos. La suma de estas interacciones deriva en una unién

especifica entre el inhibidor y el receptor.

En 1986, Summer y colaboradores publicaron el compuesto tacrina (2.7,
Figura 2. 10) como inhibidor reversible de la AChE.[5¢] Posteriormente, en 1996,
tacrina fue aprobada por la FDA (Food and Drug Administration), pero su uso fue
discontinuado debido a su baja tolerancia en pacientes. En la cristalografia de
rayos X del complejo tacrina-TcAChE (PDB:1AC]) puede entenderse su modo de
union en el SA, siendo importantes las interacciones n-stacking entre el anillo
acridina y los residuos Trp84 y Phe330 pertenecientes al subsitio anidnico y a la
region del cuello de botella, respectivamente.[>>] Ademas, el nitréogeno del anillo,

protonado a pH fisioldgico, establece un puente hidrégeno con la His440 de la
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triada catalitica (Figura 2. 11a).

Otro inhibidor conocido, de origen natural, es la (-)-huperzina A (2.8).57
58] Experimentalmente se ha encontrado que cuando se acompleja con la enzima
forma una interaccion catiéon-n entre su grupo amino y los anillos aromaticos de
Trp84 y Phe330 (PDB: 1VOT) (Figura 2. 11b).I54 Si se compara con tacrina, la
posicion del Trp84 no se afecta demasiado, aunque la posicién de la cadena
lateral de Phe330 se ve modificada. También, se observa una interaccién de
puente hidrégeno entre el grupo carbonilo del inhibidor y la Tyr130 ubicada en

el sitio anidnico (Figura 2. 11c).

NH,
\ HoN™ N NH
/
N
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R1= Me, Et, Pr, Bu, i-Pr, t-Bu, Ph
R2,R3=H, F, Cl, Me

NH,
X
P
N cl
2.10 (IC50 = 0,32 nM?) 2.11(IC50 = 2010 nM?)

Figura 2. 10. Inhibidores reversibles que interaccionan con el SA de la AChE.
ahAChE.

Por otra parte, existe un conjunto de compuestos hibridos, llamados
huprinas (2.9) que fueron creados a partir de la fusién entre los nucleos de
tacrina y (-)-huperzina A.[5° Estudios de modelado molecular sugirieron un
modo de unién que posteriormente fue confirmado mediante cristalografia del
complejo entre AChE y huprina X (2.10) (PDB: 1E66).[60. 611 E] modo de unién
confirma la naturaleza hibrida de las huprinas, ya que mantienen las principales

interacciones que se dan lugar en los complejos de los inhibidores precursores.

Otro compuesto aprobado por la FDA es la galantamina (2.11).[62 63] Al

igual que con la huprinas, la orientacion de la galantamina en el sitio activo fue
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primeramente estudiada mediante modelado molecular, y el modo predicho
concuerda con el encontrado en la estructura de rayos X del complejo (-)-
galantamina-TcAChE (PDB: 1QTI y 1DX6).[55 64 651 E] inhibidor se posiciona en la
base del sitio activo e interacciona con los residuos Phe330, Gly118 y Glu199

(Figura 2. 11d).

a) | - i b) .
)
Phe330 Phe330
g ﬁisuo | 2 \ )
Trp84
. 4
c) . | d) 3
Gly119

Phe330

Gly118

.

Trp84

Figura 2. 11. Representacion 3D de inhibidores de AChE en el sitio activo. a) AChE-
2.7, b) AChE-2.8, ¢) Comparacién de los complejos AChE-2.7 y AChE-2.8 (bastones
naranja) d) AChE-2.11.

Los modos de union de los inhibidores discutidos anteriormente, ilustran
la diversidad molecular que puede ser explorada para alcanzar una buena unién

en el SA de la enzima. Analizando estructuras de rayos X de los complejos
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mencionados se puede notar que la versatilidad quimica esta relacionada, en
gran medida, a la plasticidad de la cadena lateral del residuo Phe330, cuya

flexibilidad conformacional facilita el reconocimiento de diferentes inhibidores.

En los ultimos afios, estudios preclinicos, clinicos y radiolégicos han
evidenciado efectos neuroprotectores de algunos inhibidores, que van mas alla
de mejorar la sinapsis entre neuronas colinérgicas. Francis y colaboradores han
encontrado, en estudios preclinicos, que estos compuestos pueden bloquear la
apoptosis celular ayudando a mantener el nimero de neuronas colinérgicas en
zonas afectadas por la enfermedad.l®®] Otro mecanismo por el cual pueden
mejorar los sintomas se basa en la estimulacion de la degradacién de la proteina
APP por vias no amiloidogénicas (Figura 2. 4), a través de la enzima o-

secretasa.l®’] Esto conduciria a una génesis mas lenta de las fibras amiloides.

Por todas estas razones, es importante entender cual es el mecanismo de
accion de estos inhibidores de gran interés, especialmente para el disefo de

nuevas drogas de mayor potencia.

2.3.2 Inhibidores duales

La neuroproteccion asociada a los compuestos mencionados
anteriormente depende principalmente de su accién sobre el blanco biolégico
AChE. La situacién es completamente diferente cuando se considera un
mecanismo adicional de neuroproteccién, como la interferencia en la agregaciéon
del péptido BA. Al momento, se ha podido avanzar en ciertas consideraciones de
este mecanismo teniendo en cuenta algunas conclusiones alcanzadas por
Inestrosa y Rees.[?% 301 Estos resultados dan origen a la idea de posibles

inhibidores capaces de impedir la formacién del complejo AChE- BA.

Se ha encontrado que el BA se deposita en el SAP de la AChE para formar
un complejo que promueve la agregaciéon y también cumple un rol patégeno.[68]
De hecho, el propidio (2.12, Figura 2. 12), un inhibidor que bloquea el SAP,
inhibe la agregacion del péptido facilitada por AChE en un 75% a una

concentracion de 50uM.[29] Por otra parte, de manera independiente, Andrisano

67



Capitulo 2

y colaboradores encontraron que el mismo compuesto podia inhibir la

agregacion en un 85% a una concentraciéon 100uM.[6°]

En 1996 la FDA aprob6 el empleo de donepezil (2.13), en ese momento
se pensaba que era un inhibidor que podia bloquear la capacidad catalitica de la
AChE. Pero en 1999 la estructura de rayos X de complejo con TcAChE
(PDB:1EVE) mostr6 que podia interaccionar simultaneamente con los residuos
Trp84 y Trp279 pertenecientes al SA y SAP, respectivamente.[’?] Por esta
caracteristica, el donepezil pas6 a formar parte del conjunto de “inhibidores
duales”. En la cristalografia puede observarse que el grupo bencilo interacciona
mediante nt-stacking con el Trp84 del subsitio anidnico (Figura 2. 13a). Ademas,
el anillo piperidina interacciona con residuos de la zona media de la cavidad y,

por ultimo, el fragmento de indano interacciona con el Trp279 mediante -

stacking.
~ | -
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2.17 (ICs = 6,6 NM?)
Figura 2. 12. Inhibidores duales. 2hAChE, PAChE ratén.

Otro inhibidor dual que puede citarse es el decametonio (2.14). Este
compuesto posee dos cargas positivas que son de suma importancia para su

union. Analizando los resultados experimentales (PDB: 1ACL), puede
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encontrarse que el grupo trimetilamonio establece una interaccién catién-n con
Trp84. Ademas, la misma interaccion puede verse entre el trimetilamonio y el

indol del Trp279 del SAP (Figura 2. 13b).[5]

Los complejos formados por la enzima y los inhibidores bis(5)-tacrina
(2.15) y bis(7)-tacrina (2.16) son ejemplos paradigmaticos de inhibidores
duales, cuya diferencia es s6lo dos grupos metileno en el espaciador (PDB:
2CMF y 2CKM, respectivamente).l’ll En ambos inhibidores el fragmento de
tacrina en el SA imita interacciones que se han encontrado en el modo de unién
de tacrina (ver seccion 2.3.1), particularmente las interacciones con los residuos
Trp84 y Phe330. En el SAP el segundo fragmento de tacrina en la bis(5)-tacrina
forma nt-stacking con el Trp279, estando el residuo en una conformacién similar
a la encontrada en el complejo con donepezil. En contraste, los metilenos
adicionales del bis(7)-tacrina permiten que la tacrina forme un “sandwich” con
los residuos Tyr70 y Trp279, interaccionando mediante =-stacking, lo que

requiere un cambio conformacional en el Trp279 (Figura 2. 13 cy d).

Por otra parte, existen inhibidores de caracter dual los cuales poseen
propiedades antioxidantes. Estos son compuestos hibridos constituidos por un
fragmento que se une reversiblemente al sitio activo y otro que posee
propiedades antioxidantes. Mediante las caracteristicas antioxidantes estos
inhibidores pueden contrarrestar efectos vinculados al estrés oxidativo e
inflamatorio de la EA. En la presente tesis no se realiza un desarrollo sobre este
tipo de principios activos, pero si el lector se encuentra interesado en obtener

mayor informacién puede dirigirse a las referencias [72], [73] y [74].
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Figura 2. 13. Representacion 3D de inhibidores duales de la AChE. a) AChE-2.13, b)
AChE-2.14, c) AChE-2.15 d) AChE-2.16.

La incorporacién de grupos capaces de interactuar simultaneamente con
el SAP y el SA, a través de la manipulacién de la naturaleza del espaciador ha
sido ampliamente estudiada. Como ejemplo puede citarse al trabajo llevado a
cabo por Bolognesi y colaboradores, donde han cambiado la cadena de siete
metilenos del bis(7)-tacrina por una cadena donde se incorpora la funcién
oxalamida o polietilenglicol (compuesto 2.17). Con estas modificaciones se

obtienen nuevas interacciones con residuos de la regiéon media de la cavidad.[6]

La discusion precedente pone énfasis en la plasticidad de la AChE y la
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versatilidad de entidades quimicas que pueden ser empleadas para la
construccion de inhibidores duales. Claramente, las estructuras cristalograficas
proveen informacién invaluable para el entendimiento de cuales son los
residuos responsables de la unién en el SA, la regiéon media de la cavidad y el
SAP, asi como las alteraciones que estos pueden sufrir. Por ende, es necesario
tener en cuenta las conformaciones que pueden adoptar las cadenas laterales de
algunos residuos como Phe330 o Trp279 para el disefio de nuevos inhibidores
duales, y explorar técnicas de simulaciones computacionales para validar la
integridad del modo de unién predicho y de esta manera asistir al disefio de

drogas.
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Estudios de Interacciones de Alcaloides del Lycopodium Extraidos de la Huperzia Saururus

3.1 Introduccioén

Entre los compuestos naturales se encuentran una gran variedad de
AChEIs muy potentes.[l 2l De hecho, dos de los compuestos comercializados
actualmente para aliviar los sintomas de la EA son de origen natural (galantamina
y rivastigmina). En consecuencia, una amplia investigacion se ha dirigido hacia la
identificacidon de otros inhibidores de la AChE; la mayoria de éstos surge del reino
vegetal. A pesar de la gran diversidad estructural, la mayoria de éstos son
alcaloides.[3] En términos generales, se ha encontrado que el grupo amina de los
alcaloides, protonado a pH fisioldgico, puede dar lugar a interacciones
estabilizantes en la unién con el SA de la AChE.[*] Esta caracteristica representa
una ventaja para los alcaloides respecto de otros inhibidores naturales como

terpenos, xantonas y cumarinas.!!

Dentro de los productos naturales, un grupo ampliamente estudiado es el
constituido por los alcaloides del Lycopodium, los que reciben esta denominacion
por haber sido originalmente identificados en plantas del genero Lycopodium. Se
han informado mas de 200 alcaloides identificados en 54 especies,![®
encontrandose que algunos poseian propiedades inhibitorias frente a la enzima
AChE.I3 7. 8], Estos usualmente poseen un esqueleto de aproximadamente 16
atomos de carbono y son del tipo quinolizina, piridina y o-piridona. Ayer ha
divido a estos alcaloides en cuatro clases: grupo lycodano, lycopodano,
fawcetimano y miscelaneo.’! Compuestos representativos de estos grupos son
lycopodina, lycodina, fawcetina y flegmarina, respectivamente, los esqueletos de

estos compuestos se muestran en la Figura 3. 1.
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Figura 3. 1. Compuestos representativos de las cuatro clases representativas de
alcaloides de Lycopodium, cuyos nucleos se ilustran en la parte inferior.

Con el afan de identificar nuevos AChEIs, se ha estudiado un gran nimero
de plantas provenientes de la medicina tradicional. Un ejemplo es la Qian Ceng Ta
(Huperzia serrata), empleada en la medicina tradicional china por siglos para el
tratamiento de contusiones, distenciones, hinchazones y esquizofrenia.l[l%] De esta
especie fueron aislados huperzina A y B pertenecientes a la clase lycodano. Estos
alcaloides han mostrado ser inhibidores potentes y selectivos de la actividad de la
AChE. En particular, huperzina A ha sido comercializada en china como droga

para combatir la EA.[11.12]

En nuestro pais, se han llevado a cabo trabajos con el objetivo de explorar
las propiedades de estos alcaloides aislados de Huperzia saururus (Lam.) Trevis.
(Lycopodeaceae). Esta planta es un helecho que en Sudamérica crece en la regiéon
que se extiende desde el norte de Pert hasta Argentina. En Argentina, su habitat
se encuentra en las alturas de la region noroeste (Jujuy, Salta y Catamarca) y en la
region centro (San Luis, Cordoba y Buenos Aires). Esta especie es cominmente
conocida como “cola de quirquincho”, “piyiyay” o “piyijay” y en la medicina
tradicional se consumen infusiones de sus partes aéreas como afrodisiaco o

mejorador de la memoria.l13-15]

Los primeros estudios fitoquimicos de la H. saururus fueron realizados con

material colectado en Argentina. En tales estudios se encontraron algunos
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alcaloides, pero sus estructuras no fueron elucidadas.[l®] Posteriormente, a
mediados de los ‘60, la planta fue examinada nuevamente y la estructura del

alcaloide sauroxina (3.7) fue informada (Figura 3. 2).[17]

Trabajos sobre la H. saururus, recolectada en la pampa de Achala
(Cérdoba), mostraron que el extracto acuoso posee actividad inhibitoria sobre la
AChE.l'8] Ademas, en el extracto purificado se detectd la presencia de ocho
alcaloides diferentes con sauroina (3.5) como el predominante. Algunos

alcaloides purificados mostraron ser activos como AChEI (Figura 3. 2).[1°]

T NH
@]
Sauroina (3.5) 6-hidroxilicopodina (3.6) Sauroxina (3.7)
Inactivo ICs0 = 296,8 pM? ICs0 = 32,3 pM?

Figura 3. 2. Alcaloides extraidos de la Huperzia saururus. 2hAChE

Los valores de ICso determinados para los alcaloides de la clase
lycopodano fueron similares a aquellos alcaloides de la misma clase informados
en literatura.l20] Ademas, concuerda con la informacion experimental disponible,
que indica que comunmente los del tipo lycopodano suelen ser menos activos que

los del tipo lycodano.®]

3.2 Objetivos especificos

Como objetivo se propone racionalizar las diferencias en los valores de
inhibicion encontrados experimentalmente (Figura 3. 2), frente a la enzima
hAChE, para los compuestos que se muestran en la figura. Para esto, se pretende
identificar las caracteristicas principales que dominan la unién enzima-inhibidor

mediante el empleo de técnicas de modelado computacional.

83



Capitulo 3

Especificamente, se propone realizar estudios de docking molecular de los
inhibidores anteriormente mencionados, ademas del inhibidor conocido, del
grupo lycodano, huperzina A (2.8). Este ultimo, se emplea con fines comparativos.
Mediante esta técnica se plantea identificar los modos de unién posibles de los
inhibidores con la enzima explorando exhaustivamente la cavidad catalitica de

misma.

Utilizando los complejos obtenidos por el docking se propone realizar
dindmica molecular y calcular de la energia de unién. Con estos resultados se
espera elucidar cudles son las interacciones relevantes de cada complejo y
analizar la estabilidad de los mismos. Estos estudios nos brindaran las
herramientas necesarias para poder racionalizar los valores de inhibicién

experimental.

3.3 Métodos

3.3.1 Docking molecular

Los programas Autodock3 (A3)[21], Autodock4.2 (A4.2)[221 y Autodock Vina
(AV)[231  fueron empleados para las simulaciones de docking molecular,
asignandole a los residuos de la proteina las cargas pertenecientes al campo de
fuerza ff99[24l, Las coordenadas iniciales de la proteina de humano fueron
tomadas de la estructura de rayos X (PDB: 3LII),[25] removiendo todas las
moléculas de agua. Ademds, para los residuos no determinados en la
cristalografia (Pro259, Gly260, Gly261, Thr262 y Gly263) las coordenadas fueron
adicionadas con la herramienta de predicciéon del programa Maestro.[26! Los
estados de protonacion de la mayoria de los aminoacidos de la proteina fueron
determinados con la ayuda del servidor H++.[27. 28] Algunos residuos particulares,
pertenecientes a la cavidad catalitica (His447, Glu334, Glu202 y Asp74), fueron

protonados modificando manualmente el PDB del receptor asignando el estado
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de protonacion segun el trabajo previo de McCammon y colaboradores.[?° Para
A3y A4.2, el método de busqueda confomacional que otorgd mejores resultados

fue el algoritmo genético combinado con busqueda localizada (GA-LS).

La grilla empleada en las simulaciones fue construida empleado AutoGrid.
Esta fue centrada en la cavidad catalitica entre los residuos Trp86 y Tyr337, con
un tamafio de 82 x 88 x 80 puntos con un espaciado entre ellos de 0,375 A. Se
ingresaron los mismos parametros de busqueda para A3 y A4.2; un tamafio de
paso de 2,0 A para la traslacién y 502 para la rotacién. El nimero maximo de
evaluaciones de energia fue de 1 x 107 y el nimero maximo de generaciones de 5
x 10> sobre una poblaciéon de 50 individuos. Para cada compuesto, 500
geometrias fueron generadas y se las agrupé con un valor umbral de RMSD de 0,5
A. En el caso de AV, un rango de energia de 5 kcal/mol fue empleado, con un

maximo numero de geometrias de 100 y una exhaustividad igual a 100.

3.3.2 Parametrizacion de residuos no estandares

La construccion de cada unidad de sustrato usada en las simulaciones de
DM y docking molecular se realizé con el modulo del programa antechamber,
usando el campo de fuerza GAFF (General AMBER Force Field),[2430.311 y las cargas
del tipo RESP (Restrained Electrostatic Potential) obtenidas a partir de un calculo
de single point con HF/6-31G* sobre la geometria previamente optimizada (a

nivel B3LYP/6-31G*) empleando el programa Gaussian03.[32-34]

3.3.3 Simulaciones de DM

Para correr las simulaciones se utilizé el campo de fuerza ff99 y los
archivos de entrada fueron construidos con xleap incluidos en el paquete
Ambertools. Todo el sistema fue neutralizado y solvatado con el modelo de agua

TIP3P,3%] formando una caja rectangular de 56000 4&tomos en total.

Las simulaciones fueron corridas con el programa NAMD (version 2.8)[36] a

300 K, empleando condiciones periddicas de contorno. Las interacciones no

85



Capitulo 3

enlazantes fueron computadas utilizando una lista de vecinos de 13.0 A
actualizada cada 10 pasos de dinamica. Las interacciones de van der Waals fueron
truncadas a los 11 A aplicando una funcién de cambio suave a partir de los 8 A.
Todas las interacciones electrostaticas mas alla de los 11 A fueron calculadas
empleando la aproximacién de particle-mesh Ewaldl37] y todos los enlaces
covalentes en los cuales se involucran atomos de hidrégeno fueron fijados con el
algoritmo de SHAKE.[38] Todas la trayectorias obtenidas con NAMD se analizaron

con VMDB9'y ptraj perteneciente a paquete de Ambertools.[*0]

Antes de empezar la etapa de produccién de la simulacidn, tres etapas
previas fueron llevadas a cabo. Primeramente, dos etapas de 5000 pasos de
minimizacién; la primera restringiendo el movimiento de los &tomos pesados del
sistema enzima-ligando y la segunda con todo el sistema libre. Posteriormente, se
realizaron simulaciones de 75 ps en el ensamble NVT a 300 K, con la movilidad
de los atomos del sistema restringida. Posterior a estas dos etapas de
preparacion, se corrieron 20 ns de simulaciéon en el ensamble NPT para el
receptor sélo, simulacién empleada como “blanco” y 15 ns para cada complejo

enzima-ligando estudiado.

Una implementacién del amber1l en cédigo phyton fue empleada para
determinar la energias de unién con los modelos molecular mechanic-Poisson-
Boltzmann surface area (MM-PBSA) y molecular mechanic-Generalized Born
surface area (MM-GBSA).[*1. 42] Para esta determinacion se promedi6 la energia de

union de las geometrias de los ultimos 5 ns de las simulaciones.

3.3.4 Evaluacion de la actividad inhibitoria sobre AChE

Los valores experimentales de ICso para los alcaloides 3.5, 3.6 y 3.7 fueron
determinados empleando el método de Ellman modificadol[*3] siguiendo el
procedimiento detallado en trabajo previo publicado por Puiatti y

colaboradores.[*4Los resultados se muestran en la Tabla 3. 1.
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3.4 Resultados y discusion

3.4.1 Estudios de docking molecular

Antes de comenzar con las simulaciones de docking molecular, se debe
seleccionar el estado de protonacidn correcto de los alcaloides a pH = 7,4. A partir
de datos bibliograficos se espera que las aminas estén protonadas a este pH. [4> 46l
De todas maneras, se determinaron los valores de pKy de los compuestos 2.8, 3.5-
7 siguiendo la metodologia informada por Sastre y colaboradores.[#7]. Para ello,
se llevé a cabo una optimizaciéon de geometria y caracterizacién de los minimos,
por constantes de fuerza, empleando métodos de DFT (B3LYP/6-311++G(d,p),
usando el modelo solvente SMD).[48 49] Estos valores se determinan mediante una
reaccion isodésmica en la cual se emplea una molecula de referencia cuyo pKy se
encuentra determinado experimentalmente. Esta referencia debe poseer una
similitud estructural con el compuesto de interés. En nuestro caso, para el
computo del pK, de los compuestos 3.5-7 se empled a quinuclidina (pKy, = 3)
como referencia y para 2.8 etilamina (pK, = 3,4). Para todos los alcaloides
estudiados se obtuvieron valores de pK, menores a 3,4. Por lo tanto, en

condiciones fisiolégicas (pH = 7,4), la forma protonada seria la predominante.

Debido a que la estreoquimica del nitrégeno 3 del alcaloide 3.7 no fue
determinada experimentalmente, se evaluaron las estabilidades (empleando
calculos de DFT) de los estereoisémeros neutros y protonados, con el enlace 3-N-
CH3 en posicién axial o ecuatorial. Se encontré que tanto para la forma neutra
como la protonada, el isémero mas estable ubica el enlace N-CHz en posicidn axial

(Figura 3. 3).
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T

5,2 kcal/mol mas estable

L

3,1 kcal/mol mas estable

Figura 3. 3. Diferentes conférmeros de 3.7 dependiendo de la posiciéon del
grupo 3-N-CH3.

Como control se llevé a cabo simulaciones de docking molecular del
complejo entre TcAChE y huprina X y se compar6 con la estructura determinada
experimentalmente (PDB: 1E66).150 Para esto se emplearon los tres programas
mencionados previamente en la seccion de 3.3.1. Se exploraron diferentes
algoritmos y los parametros de busqueda fueron refinados para reproducir los
resultados experimentales. Los mejores resultados se obtuvieron con el algoritmo
GA-LS, encontrandose que la geometria obtenida fue cercana a la experimental
con un valor de RMSD de 0,55 A. Las geometrias obtenidas con cada programa se
muestran en la Figura 3. 4. De esta manera, se validé el procedimiento de docking

empleado en la busqueda de los modos de unién de los complejos.
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Figura 3. 4. Comparacion entre la geometria de rayos X del complejo huprina X-
TcAChE y las obtenidas con docking molecular. La geometria de rayos X se
representa en bastones y esferas, la obtenida por el Autodock3 en bastones naranja,
en rojo la del Autodock4.2 y en verde la del AutodockVina.

A continuacion, los diferentes programas de docking molecular se
emplearon para determinar cudl es el sitio de unién preferido por los alcaloides
estudiados en la enzima hAChE. En la primera etapa, se partié de una estructura
minimizada del receptor (PDB: 3LII)[25]; una primera busqueda se llevo a cabo
con una grilla cuyas dimensiones incluian a toda la proteina. Los modos de union
mas estables fueron obtenidas en dos regiones: SA y SAP. Posteriormente, con el
objetivo de obtener geometrias refinadas se empleé una grilla mas pequefia, en la
que soélo se incluia la cavidad catalitica. Se utiliz6 la misma grilla para los tres
programas empleados, entre éstos difieren los métodos de busqueda y las
funciones de evaluacion. Para simplificar el andlisis, las diferencias en la energia
de union entre SA y SAP son representadas en la Figura 3. 5. Las barras vacias
(AAG de unioén < 0), ilustran una preferencia por el SA y las barras llenas (AAG de

unién > 0) por el SAP.

A pesar de las diferencias en las energias de unidén absolutas, es
importante indicar que las poses de menor energia para cada sitio son similares
para los tres programas empleados. Los resultados fueron normalizados por un

recalculo de la energia de union de las estructuras finales empleando métodos
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mas sofisticados. Para llevar a cabo esto, todos los complejos obtenidos fueron
neutralizados con el respectivo contraion, solvatados y minimizados usando los
campos de fuerza de amber ff99 y GAFF. Posteriormente, las energias de union
fueron determinadas usando los métodos de MM-GBSA y MM-PBSA, como fue
propuesto por Kunh y colaboradores.[>!] Se puede notar que para los inhibidores
2.8, 3.6 y 3.7 se encontr6 la unién mas estable en el SA. En cambio, para el

compuesto 3.5, las energias son comparables para ambos sitios.

Autodock3 Autodock 4.2
3 0 3 1
£ £
! < o
6 -15 Re] 05
p=1 _2 g N
3 s -1
G -25 o
B 415 ||
38 T3 3.6 3.7 28 2 35 36 3.7 2.8
Autodock Vina Docking + MM-PB(GB)SA
’g 4 — ’g‘ 5
5 Rl
s 1 3-10 &6 9 H
s s
2 0 3 .15
133 3.6 3.7 2.8 -20 3.5 3.6 3.7 2.8

Figura 3. 5. Diferencia en la energia de unién entre SA y SAP para los
procedimientos de docking empleados. (AAG unién = AG de unién SA - AG de unién

SAP). Barras vacias representa una preferencia por SA y barras llenas preferencia
por SAP.

Cuando se comparan las poses encontradas en el SA, puede verse que los
alcaloides 3.5 y 3.6 fueron ubicados de manera similar a pesar de que las
posiciones de los sustituyentes son distintas. Por otro lado, aunque 3.7 y 2.8
poseen similitudes en la estructura molecular y tamafio, adoptan diferentes
geometrias. Mientras que el compuesto 3.7 tiene los anillos C y D sobre el Trp86
con el grupo carbonilo apuntando hacia la entrada de la cavidad, el compuesto 2.8
posee el anillo A y B sobre este aminoacido. Esta ultima geometria fue similar a la
encontrada en la estructura de rayos X del complejo TcAChE-2.8.1521 Un
interesante interrogante surgid inspeccionando los diferentes arreglos adoptados

por 2.8 y 3.7 en el SA. Cuando 3.7 es ubicado en una conformacion similar a la de
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2.8, una alta repulsion estérica se hace presente debido a proximidad con los
anillos de indol y fenol de los residuos Trp86 y Tyr337, respectivamente. A esta
nueva geometria se la puede definir como 3.7b (geometria de 3.7 alineada con
2.8), y es mostrada en la Figura A. 1 del Anexo A. Sin embargo, cuando el complejo
fue minimizado y determinada la energia de unién, se obtiene un valor de -39,5
kcal/mol (similar a las -38,1 kcal/mol estimadas por el mismo método para la
configuracion obtenida por docking). Basados en estos resultados, la nueva
conformaciéon de 3.7 fue también explorada mediante DM y comparada con la
obtenida mediante la técnica de docking molecular (3.7a). Por otro lado, cuando
2.8 fue forzada a adoptar la conformacién de 3.7a, un impedimento estérico entre
el metilo alilico del C10 de 2.8 y el grupo hidroxilo del residuo Tyr133 fue
observado. Este nuevo complejo posee una energia de unién superior a la
obtenida por el complejo alcanzado con docking molecular, por lo que fue
descartada (-33,4 vs -40,4 kcal/mol respectivamente, después del refinamiento
con MM-GBSA). Las dos geometrias son representadas en la Figura A. 2 del Anexo

A.

Las energias de unién obtenidas por los distintos métodos no
correlacionan con los valores de ICso (ver Tabla A. 1 del Anexo A). A pesar de que
los métodos de MM-GBSA y MM-PBSA mejoraron los resultados, algunas
discrepancias se encontraron. Con el afan de alcanzar una mejor correlacion, se
empleé DM para los complejos entre hAChE y los compuestos 2.8, 3.5-3.7 en el SA
y SAP.

3.4.2 Estudios de dinamica molecular

Con el objetivo de entender detalladamente las interacciones que ocurren
en el modo de unién de cada AChI, tanto en el SA como en el SAP, se acudid a la
técnica de simulacién de DM. Mediante esta técnica se puede obtener una
evolucion temporal de los complejos pudiendo asi comprender la relevancia de
las interacciones enzima-inhibidor. Ademas, se obtuvieron mejores valores de
energia de union fueron obtenidos debido a la posibilidad de colectar una mayor

cantidad de configuraciones de cada sistema.
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Se llevaron a cabo simulaciones de cada complejo y del receptor sin la
presencia de ligando. Los perfiles de RMSD de las simulaciones muestran, como
era de esperar, que la presencia de los inhibidores en el SA y en el SAP no genera

cambios globales importantes (Figura 3. 6).
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Figura 3. 6. a) Evolucién del RMSD del backbone de la proteina sdla y con los
compuestos 3.5-3.7 y 2.8 en el SA. b) RMSD de los inhibidores dentro del SA, sin
considerar los 4&tomos de hidrégeno. c) Evolucion de los inhibidores en el SAP, sin
considerar los atomos de hidrégenos. hAChE(®), hAChE-3.5(®), hAChE-3.6(™),
hAChE-3.7a(®), hAChE-3.7b(®), hAChE-2.8 (m).

Como se habia reportado previamente, el RMSD global y del backbone del
receptor se encuentra alrededor de 1,6 y 2 A, respectivamente.[53] Los RMSD de
los ligandos aumentan cuando éstos se posan en el SAP, esto puede ser una
consecuencia de la amplitud de este sitio que permite una mayor movilidad de los

inhibidores.

Adicionalmente, se comput6 la energia de unién para cada complejo en
ambos sitios. Esta fue obtenida empleando los métodos de MM-GBSA y MM-PBSA.
Reportes previos muestran que el desempefio de estos métodos puede variar
segun el sistema.l54 E]l modelo de Poisson-Boltzman (PB) es tedricamente mas
riguroso que el de Born Generalizado (GB), y por ende el primero es considerado
superior para el calculo de energias. Sin embargo, en nuestro sistema los valores
obtenidos con el método MM-GBSA se ajustan mejor a los resultados
experimentales. Con la intension de simplificar, sélo los datos con este método se
muestran en la Tabla 3. 1. Los valores obtenidos con el método MM-PBSA se

muestran en la Tabla A. 2 del Anexo A.
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Tabla 3. 1. Energias de unién de los complejos obtenidas con el método de MM-GBSA.
Dinamica molecular.

3.5 27,3%3,3 27,832 | 113%33  102%32 | Inactivo

3.6 -342+28 258+24 | 26%28 12,1+2,4 296,8
(a)-382+25 -255%20 | 33%25 16,3 +2,0

3.7 32,3
(b) -41,4 +2,7 0,5+2,7

2.8 477 +2,8 302+23 | -81+28 10,8+23 | 0,082 53]

aLos valores fueron determinados con el método de Ellman Modificado

Con MM-GBSA se pudo distinguir exitosamente al mejor inhibidor (2.8) del
compuesto inactivo (3.5). Algo para destacar es que solo se observd que las
energias de union para el SA y SAP eran similares solo para el compuesto 3.5. Es
posible que una de las causas por las cuales este compuesto es inactivo sea la falta
de preferencia de unién por el SA. Para el resto de los casos la union en el SA fue
mas favorable respecto del SAP. En el caso del compuesto 3.7, de las dos
geometrias exploradas en el SA, 3.7b (Tabla 3. 1) fue la mas favorable para la
unién. Se puede notar en la tabla que la mayoria de los valores de AG de unién
fueron positivos cuando se adicioné el término entrépico, probablemente debido
a una sobreestimacion de este ultimo. Para esta evaluacién se empled la
aproximacion entrdpica quasi-armoénica en vez de la evaluacién de los modos
normales debido a que éste demanda un mayor costo computacional. Sin
embargo, el orden de las energias de unidn fue el esperado sobre la base de los

resultados experimentales.

3.4.2.1 Andlisis de interacciones

Con el objetivo de identificar cudles son los residuos responsables de la
unién de los inhibidores en el SA de la enzima, se llevé a cabo una descomposicion
de la energia de uniéon por residuo.®! Una descripcién detallada de la
descomposicion se expone en la Figura 3. 7, y las principales interacciones con los
residuos del SA se muestran en la Figura 3. 8. El analisis revela que en el SA las

interacciones de van der Waals con el indol del Trp86 son las mas importantes en
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la mayoria de los casos evaluados.
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Figura 3. 7. Contribucién por residuo a la energia de unién calculada con MM-
GBSA a partir de las DMs de los ligandos en el SA.

Para comenzar con un analisis a nivel atémico detallado, podemos notar
que el compuesto 3.5 (Figura 3. 1) ubica a los anillos B y D, y al nitrégeno
protonado (R3NH)* de manera coplanar con el Trp86, estableciendo una
interaccion del tipo cation-n (Figura 3. 8a). Ademas, el grupo hidroxilo unido al C7
form6 un puente hidrégeno con el grupo carboxilato del Glu202, que persistio
durante el 75% de la simulacion. A estas interacciones se le sumaron otras

estabilizantes del tipo van der Waals con los residuos aromaticos Tyr337 y
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Tyr449, sumada a la que se estableci6 entre la Ser125 y el CHz unido a los anillos

AyB.

Como se observo para el grupo hidroxilo del C7 en el compuesto 3.5, el OH
en el C6 del compuesto 3.6 también formo6 puente hidrégeno con el carboxilato
del Glu202 a lo largo de la DM (Figura 3. 8b). Este enlace posee una distancia
promedio de 1,6 A, por ende puede considerarse que tendrad un efecto
estabilizador mas importante que el formado por el compuesto 3.5. Ademas, el
oxigeno de ese mismo grupo actué como aceptor de hidrégeno del grupo amina
de residuo Gly121. Por otra parte, las interacciones de van del Waals con los
residuos Trp86 y Ser125 han mostrado ser importantes. Finalmente, un perfil

similar a 3.5 fue observado para las interacciones con Tyr337 y Tyr449.

Varias diferencias pueden ser mencionadas cuando se comparan las
geometrias 3.7a y b (Figura 3. 8c, e y f). Para la conformacién 3.7a se observé un
puente hidrégeno entre B-NH* y Ser125. Ademas, el a-NH también formé puente
hidrégeno con el grupo hidroxilo de la Ser203. Sin embargo, la interaccién con -
NH* fue la mas estabilizante debido al caracter positivo de este grupo. Por su lado,
3.7b no formé puente hidrégeno a través de su grupo B-NH*, y la interaccion
cation-mt con el Trp86 se convierte en la mas destacada. Otra diferencia
importante es la contribucién de Glu202; para 3.7a, no se observd puente
hidrégeno con este residuo sino que la interaccién aporta una contribucién
desfavorable a la unién debido a la presencia de un grupo apolar cerca del
carboxilato de este residuo. Por el contrario, 3.7b interacciona mediante un
puente hidrégeno con este residuo estabilizando al complejo, aunque la

interaccién no se presente a lo largo de toda la simulacién.

Finalmente, el compuesto 2.8 present6 interacciones de van der Waals con
Tyr337 y Trp86. Ademas, se establecié un puente hidrégeno entre o-NH y el
carboxilato del Glu202. A esto se le suma una componente importante debido a

un puente salino entre 3-NHz* y el carboxilato del Asp74 (Figura 3. 8d).
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Figura 3. 8. Representacion 3D de las geometria finales obtenidas después de

15 ns de simulacion. a) AChE-3.5, b) AChE-3.6, c) AChE-3.7a, d) AChE-2.8, €) 3jos
AChE-3.7b. f) Comparacion de las geometrias 3.7a (bastones y esferas) y 3.7b
(bastones). .ste

hecho puede ser explicado considerando la topologia del SAP y su exposicion al
solvente. Para todos los inhibidores la interaccién mas importante en el SAP se da

con el Trp286. Se ha encontrado que algunos inhibidores duales y donepezil
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interaccionan también con este residuo.[57]

3.5 Conclusiones

En literatura se ha informado que los alcaloides del Lycopodium 3.6 y 3.7
han mostrado ser inhibidores de la enzima AChE mientras que el compuesto 3.5
no presenta actividad. El modo de unién de estos compuestos fue explorado, en
primera instancia, mediante docking molecular encontrando geometrias de unién
similares para cada programa empleado, pero con discrepancias en la energia de
union. Mejores valores de energia fueron alcanzados cuando se lleva a cabo un
refinado con los métodos MM-GBSA y MM-PBSA. Este refinamiento permitié
discriminar de mejor manera entre los compuestos activos de aquel inactivo; con
preferencia de unién por dos sitios bien definidos y caracteristicos de la enzima:

SAy SAP.

Posteriormente, simulaciones de dindmica molecular se llevaron a cabo
para cada complejo derivado de la unién de los compuestos en el SA y SAP.
Mediante el método de MM-GBSA se ordené exitosamente las energias de union
respecto a su actividad experimental. La inactividad que presenta 3.5 podria ser
atribuida a que no presenta una preferencia por algunos de los dos sitios
explorados en las simulaciones, a diferencia del resto de los compuestos que

mostraron una marcada preferencia por el SA de la cavidad catalitica.

Es importante remarcar que s6lo se centré en indagar la unién de los
inhibidores y que los procesos cinéticos de entrada y salida de la cavidad
catalitica pueden jugar un papel importante en la inhibicién global. Aunque esto
esté mas alla del alcance de esta tesis, podria tenerse en cuenta para trabajos

futuros.
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Derivados de Solanocapsina como Inhibidores de la Enzima AChE

4.1 Introduccioén

Entre los productos naturales que pueden inhibir a la AChE pueden
destacarse los alcaloides.[!l El hecho de tener nitrégeno en sus estructuras les
otorga propiedades acido-base que pueden ser determinantes en su rol como
AChEL! En el capitulo anterior, hemos discutido acerca de la capacidad inhibitoria
de los alcaloides y, en especial, de aquellos pertenecientes al grupo del
Lycopodium. Ademas de éstos, existen reportes de ensayos que demuestran que
alcaloides esteroidales y triterpenos también pueden inhibir exitosamente a la

enzima AChE.[2-4]

Alcaloides esteroidales pueden ser encontrados en especies de Sarcococca,
Veratrum, Fritillaria, Buxaceae y en la familia Solanum. En particular, la familia de
la Sarcococca es conocida como una fuente de esta clase de productos naturales
del tipo pregnano. Estos metabolitos poseen sustituciones mono- o dimetilamino
en la posiciones C3 y/o C20 del esqueleto esteroidal. Asimismo, se han reportado
varios alcaloides de Sarcococca con actividad anticolinesterasa, con un rango de

ICso de 0,5-249 uM. En la Figura 4. 1 se muestran algunos de estos compuestos.[>

7]

1 Se conoce que el sitio activo de la AChE es electronegativo y en general hay una alta preferencia
por recibir a compuestos con carga positiva.
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/YLN ﬁ
H O

4.1 (IC5, = 0,5 uM)

4.3 (IC5, = 48,5 uM) 4.4 (IC5, = 227,9 M)
Figura 4. 1. Alcaloides de Sarcococca. Valores frente a la enzima EeAChE.

En cuanto a la familia de las Solanum, se report6 que el extracto etandlico de
hoja de algunas especies como Solanum asperum y Solanum nigrum puede inhibir
a la AChE.[8-10] Recientemente, Garcia y colaboradores han aislado de la especie
Solanum pseudocapsicum L. el alcaloide esteroidal solanocapsina (4.5, Figura 4. 3)
e informado una actividad inhibitoria ICso, frente a AChE, de 3,22 uM.[11] Ademas,
con el objetivo de mejorar la actividad, se han informado derivados de este
compuesto obtenidos mediante la modificacion de los grupos reactivos

(hemiacetal y aminas), y la introduccién de nuevos sustituyentes.

Tanto solanocapsina como la mayoria de sus derivados mostraron ser activos,
siendo el compuesto hibrido 4.14 el mas activo de la serie (Figura 4. 3). Mediante
este compuesto se mejor6 la actividad dos 6rdenes de magnitud (ICso = 90 nM),
siendo éste un hibrido entre 4.5 y el conocido inhibidor de AChE tacrina. Ademas,
se informaron estudios cinéticos de inhibiciéon para los compuestos 4.5 y 4.14,
encontrandose que el mecanismo de inhibicién que opera es mixto para ambos
casos, como se puede ver en los graficos de Lineweaver-Burk que se muestran en
la Figura 4. 2. Esto significa, que cuando se acomplejan con la enzima, se unen
simultaneamente al SA y al SAP. En otras palabras, estos pueden ser considerados

inhibidores duales de la AChE.
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Figura 4. 2. Graficos de Lineweaver-Burk de la inhibiciéon de EeAChE por: a)
solanocapsina (4.5) y b) compuesto 4.14.

4.2 Objetivos especificos

Se plantea estudiar, mediante técnicas de simulaciones clasicas (docking
molecular y dindmica molecular clasica), los complejos formados entre
solanocapsina (4.5) y algunos de sus derivados con la enzima AChE, los

compuestos seleccionados para el estudio se muestran en la Figura 4. 3.

Concretamente, se propone emplear la técnica docking molecular rigido para
evaluar cudles son los posibles modos de unién de cada inhibidor. Para esto, se
explorara exhaustivamente la regién de la cavidad catalitica. Los resultados
colectados en esta etapa nos posibilitaran identificar caracteristicas generales de

cada complejo, buscando corroborar la naturaleza dual de los inhibidores.

Por ultimo, se propone caracterizar dinamicamente a los complejos,
obtenidos con docking, empleando simulaciones de dindmica molecular clasica.
Estas simulaciones serviran a fin de determinar la energia de unién y llevar a cabo
una descomposicién de la misma por residuo de la proteina. Con los resultados
obtenidos se podra elucidar cuales son los residuos importantes para la uniéon de

cada inhibidor.
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Figura 4. 3. Inhibidores de AChE estudiados.
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4.3 Métodos

4.3.1 Informacion experimental

En el trabajo realizado por Garcia y colaboradores se ha informado la
obtencion de los alcaloides esteroidales solanocapsina y sus derivados, que se
tomaron para llevar a cabo las simulaciones.['ll La actividad inhibitoria de los
compuestos se ha obtenido mediante el método colorimétrico de Ellman con
pequefias modificaciones.[1Z] Para estos ensayos se emple6 la enzima AChE de

Electrophorus electricus (EeAChE).

4.3.2 Docking molecular

Los complejos entre los ligandos y la enzima AChE se obtienen mediante
docking molecular empleando las coordenadas de la enzima TcAChE. Cabe aclarar
que los ensayos experimentales se realizaron empleando el receptor EeAChE,
pero las estructuras cristalograficas para éste poseen una baja resolucion (4.2-4,5
A).1131 Debido a la baja resolucién del receptor de EeAChE, se empleé el receptor
de TcAChE, cuya estructura es muy similar. Como receptor, se emplearon las
coordenadas de los complejos TcAChE-donepezil (PDB: 1EVE),['* y de dos
complejos entre la enzima y dimeros de tacrina (PDB: 2CMF y 2CKM),[15]

removiendo las moléculas de agua.

Antes de empezar la simulaciones de docking, se calcularon los valores de pKa
de los compuestos empleando el programa MarvinSketch v.5.12.4, y se
seleccionaron las especies mas abundantes a un pH de 7,4.11¢] Ademas, se
prepararon los receptores usando Make Receptor, incluido en el paquete de
programas OpenEye, en combinacion con un algoritmo de deteccion de cavidades.

Para cada receptor se construyd una grilla que incluia a toda la cavidad catalitica
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de 43281 A3, 39813 A3y 49527 A3, para 1EVE, 2CMF y 2CKM, respectivamente.
Para el estudio de este sistema se empled la técnica de docking rigido. En el
primer paso se realizd una busqueda conformacional para cada ligando
empleando el programa Omega? v.5.12.4 con un umbral de energia de 10
kcal/mol.['7] Posteriormente, los calculos de docking se realizaron con el
programa Fred v.3.0.1, empleando la funcién de evaluacion Chemmgauss4.[18 191 La
visualizaciéon de los resultados se llevé a cabo empleando los programas Vida

v.4.2.1 y vmd v.1.9.120]

Para cada complejo se recalcul6 la energia de unién empleando geometrias
minimizadas, segin el procedimiento que se describe a continuacion. La
construccion de cada unidad de ligando fue realizada con el modulo de
antechamber, usando el campo de fuerza GAFF y cargas del tipo AM1-BCC. Por su
parte, a los atomos del receptor se le asignaron las cargas del campo de fuerza
ff99SB.[21] Los archivos de entrada fueron construidos con el programa xleap
incluido en el paquete Ambertools. Posteriormente, se minimizé, en solvente
implicito, cada complejo en dos etapas de 5000 pasos empleando el programa
Sander. La primera restringiendo el movimiento de los atomos pesados del
sistema enzima-ligando y la segunda con todo el sistema libre. Después de la
etapas de minimizacion, se computaron las energias de uniéon empleando los
modelos de molecular mechanic-Poisson-Boltzmann surface area (MM-PBSA) y el

molecular mechanic-Generalized Born surface area (MM-GBSA).[22 23]

4.3.3 Simulaciones de DM

El procedimiento que se empleé para llevar a cabo las simulaciones de DM es
el mismo al descripto en la seccion 3.3.3 del capitulo anterior. La inica diferencia
es que se empled una version mas reciente del programa para correr la

simulaciones (NAMD v.29).124]

Para este sistema, los tiempos de simulacion van desde 20 a 30 ns

dependiendo del complejo.
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4.4 Resultados y discusion

4.4.1 Estudios de docking molecular

En primera instancia se realizaron simulaciones de docking molecular para
obtener los complejos enzima-inhibidor y de esta manera comenzar a explorar
cuales son los posibles modos de uniéon de los compuestos mencionados
anteriormente. Se determinaron los valores de pKy con el programa MarvinSketch
de los compuestos evaluados como se muestran en la Figura 4. 4. A partir de los
valores determinados se seleccionaron los estados de protonacion de los distintos

compuestos estudiados.

4,56

HN N HNJ\/\/\N
N 4413 jy b 414
Z ‘ 338 S 3,38
N N
8,34 8,12

Figura 4. 4. Valores de pK, para los inhibidores estudiados.
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Por otro lado, con el propdsito de validar el protocolo de docking molecular se
simularon los complejos de TcAChE con donepezil y dos derivados de tacrina.
Cada uno de los complejos obtenidos fue comparado con su andlogo experimental
(PDB: 1EVE, 1UT6 y 2CMF).l1% 15] En estas simulaciones, se obtuvieron buenas
geometrias para el donepezil (Figura 4. 5a) y para los fragmentos de tacrina en
cada uno de sus derivados (Figura 4. 5b y c). Las geometrias obtenidas fueron
cercanas a las experimentales con valores bajos de RMSD, indicando que el

protocolo empleado es correcto.

Figura 4. 5. Comparacidn entre la estructura experimental (rojo) y la encontrada
por docking (azul). (a) complejo TcAChE-donepezil (1EVE). (b) complejo TcAChE-
tacrina-1,8-diamina-octano (1UT6). (c) complejo TcAChE-dimero-bistracrina
(2CMF).

Para la obtencién de los complejos formados por los alcaloides esteroidales,
se emplearon tres geometrias del receptor de Torpedo californica (PDB: 1EVE,
2CMF y 2CKM). Cuando se comparan las cristalografias de rayos X se puede notar
que los residuos Phe330 y Trp279 adoptan diferentes conformaciones dentro de
la cavidad catalitica (Figura 4. 6). Se puede ver que la cadena lateral de Phe330
actiia como una “puerta” que modula el ingreso al SA de la enzima. En el caso
particular del complejo TcAChE-donepezil (PDB: 1EVE) la “puerta” se encuentra
abierta. En cambio, para complejos con derivados de bis-tacrina (PDB: 2CMF y
2CKM) la puerta se encuentra cerrada dejando un espacio mas pequefio para que

se acomode la cadena carbonada que cumple el rol de espaciador que une a los
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fragmentos de tacrina. Por otro lado, con respecto a la posicion de la cadena
lateral del Trp279, se pueden encontrar dos conformaciones diferentes. En los
complejos formados con donepezil y con el derivado de bis-tacrina que posee el
espaciador con 5 grupos metilenos, este aminoacido adopta la misma
conformacion. Pero cuando el espaciador posee 7 grupos metilenos el aminoacido
adopta una conformacién diferente a la mostrada en los complejos mencionados

(Figura 4. 6).

Figura 4. 6. Diferencia en las conformaciones de la cadena lateral de Phe330 y
Trp279 de los receptores empleados. En azul 1EVE, rojo 2CMF y verde 2CKM.

Luego, se realizé un refinado de la energia de unién para los 10 complejos
mas favorables, obtenidos en el docking molecular, de cada inhibidor estudiado.
Para esto, se minimizé cada complejo y se determin6 la energia de unién
empleando el método MM-GBSA. Para cada inhibidor se seleccion6 el complejo
mas estable (del refinado) para analizar el modo de unién con la enzima. Los
valores de energia se presentan en la Tabla 4. 1. Se puede notar que para los
compuestos 4.5-4.12 los complejos mdas estables se obtienen con el receptor
1EVE, mientras que para 4.13 y 4.14 aquellos mas estables se obtienen con el

receptor 2CMF.
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Tabla 4. 1. Energia de unién (kcal/mol) para cada complejo determinada con el método
MM-GBSA a partir de simulaciones de docking.

4.5 -47,34 -42,73 -39,54 3,22
4.6 -52,67 -50,12 -43,86 7,15
4.7 -51,15 -45,43 -44,16 8,10
4.8 -55,70 -51,73 -52,68 7,70
4.9 -45,06 -36,33 -35,96 16,18
4.10 -50,09 -43,59 -43,41 33,89
411 -55,45 -52,27 -51,64 58,90
4.12 -44,74 -42,33 -43,12 >100
4.13 -52,61 -53,58 -51,64 7,47
4.14 -57,37 -60,15 -58,48 0,09

Cuando se analizan los modos de unién para cada compuesto, se puede notar
que existen dos modos principales (A y B), una descripcion grafica se muestra en
la Figura 4. 7. Cuando un inhibidor ingresa a la cavidad de acuerdo al Modo A, el
sustituyente unido al anillo A es posicionado en el SA. Mientras que si lo hace a
través del Modo B, el anillo F es posicionado en el SA. Para los compuestos 4.5,
4.13 y 4.14 se encontré que el modo mas estable es el A y para los compuestos
4.6-4.12 el Modo B. En todos los casos el inhibidor ocupa el SA y el SAP
simultdneamente, esto se encuentra en acuerdo con lo observado en los estudios
cinéticos que determinaron que el mecanismo de inhibicién es mixto. Existen
antecedentes de otros compuestos estroidales que presentan un mecanismo de

inhibicion no competitivo, uniéndose al SAP.[25]

Sitio
Activo

Modo A ModoB

Figura 4. 7. Modos de unién encontrados.
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Para obtener informaciéon acerca de la dinamica de las interacciones
establecidas entre la enzima y cada uno de los inhibidores se llevaron a cabo

simulaciones de DM.

4.4.2 Estudios de dindmica molecular

Para cada complejo se seleccion6 la geometria de menor energia. En los casos
en que la diferencia de energia fue menor a 2 kcal/mol se evaluaron las dos
conformaciones mas estables. El andlisis se realiz6 sobre la simulacién que

presenté menor energia de uniéon después de la DM.

Se analiz6 el RMSD de la proteina para cada complejo, y en todos los casos se
alcanz6 un platé en la ultima etapa de la simulacion (Gltimos 5 ns

aproximadamente).

Con el objetivo de identificar qué residuo contribuye a la estabilidad de cada
complejo, se llevd a cabo una descomposicion de la energia de unién por residuo.
La descomposicion es ilustrada en la Figura 4. 8 para cada complejo. Un detalle de

las interacciones de las geometrias representativas se muestra en la Figura 4. 9.
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Figura 4. 8. Contribucion por residuo a la energia de unién para las DMs.
Si analizamos la DM del nucleo solanocapsina

(4.5) podemos notar que este se adapté bien a la cavidad catalitica, entrando a la
misma a través del Modo A (Figura 4. 9a). La simulacion revelé que en el SA, la
amina primaria protonada (R-NH3)* form6 un puente salino con el carboxilato del
residuo Glu199 durante el 85 % de la dindmica con una distancia promedio de
2.80 A y, ademads, se suma una interacciéon cation-n con el Trp84. También, el
grupo (R-NH3)* interaccion6é por medio de un puente hidrégeno con el oxigeno de
los grupos C=0 del backbone de Gly441 y His440. Ademas, el inhibidor mostré
interacciones favorables del tipo van der Waals con los residuos aromaticos
Phe330, Phe331 ubicados en la zona intermedia entre el SA y SAP, y con Tyr334
perteneciente al SAP. Por otra parte, una importante interaccion de la misma
naturaleza se observo entre el anillo F y el Trp279 perteneciente al SAP. Este

andlisis mostré que el inhibidor 4.5 puede interaccionar con residuos
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distribuidos a lo largo de toda la cavidad catalitica.

En el caso del compuesto 4.6, a diferencia de 4.5, se acomodo en la cavidad
catalitica de acuerdo al Modo B (Figura 4. 9b), posicionando en el SA la carga
positiva del grupo amino secundario perteneciente al anillo F. Si se analizan las
interacciones en profundidad, es posible observar que las mas importantes son
del tipo catiéon-n entre la amina secundaria protonada del anillo F y los residuos
Trp84 y Phe330. También, las interacciones de van der Waals con Tyrl21 y
Phe331 de la zona del cuello de botella fueron remarcables. Ademas, se encontré
una interacciéon de la misma naturaleza con el Trp279 perteneciente el SAP. Por
otro lado, se observé que los perfiles de interacciones encontrados para los

compuestos 4.7 y 4.8 son similares al descripto para 4.6.

Para el compuesto 4.9, se observd un perfil de interacciones similar al
descrito para el compuesto 4.6 (Figura 4. 8 y Figura 4. 9c). En comparacion, el
compuesto 4.10, con una menor actividad inhibitoria, mostré una considerable
disminucién en las interacciones relacionadas con Trp121, Phe330 y Trp279. Por
otra parte, para el compuesto 4.11, ain menos activo que los dos anteriores, pudo
verse una marcada disminucién en las interacciones con los residuos Trp84 y
Phe330. Tal vez, en ambos casos, la disminuciéon en las interacciones con los
residuos mencionados, respecto a 4.9, se vea reflejada en una disminuciéon de
actividad experimental. Es conveniente recordar que estos tres compuestos se

acomodaron en la cavidad de acuerdo al modo de unién B.

El compuesto 4.12 es inactivo y se acomodo a la cavidad de acuerdo al Modo
B (Figura 4. 9d). Este compuesto presentd interacciones de van der Waals con
Phe330, Phe331, Tyr334 y Trp279. Adicionalmente, pudo verse una interaccion
débil de la misma naturaleza con el Trp84, la interaccion con este residuo mostré
ser muy importante para la inhibicién de los compuestos anteriores, por ende, la
falta de esta, sumada a una disminucién en las interacciones en términos

generales, puede ser la razon por la cual este compuesto sea inactivo.

Los compuestos 4.13 y 4.14 se posicionan en la cavidad de acuerdo al Modo
A. En el caso del inhibidor 4.14, el compuesto mas activo de la serie, el fragmento

de tacrina se desplazé de la posicion inicial en los primeros tiempos de la
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dinamica. Inicialmente, este fragmento estaba intercalado entre los residuos de
Trp84 y Phe330 y a lo largo de la dinamica se alejo del Trp84 para interaccionar
con Trp432, le439 y Tyr442 (Figura 4. 9e). Ademas, el grupo amino secundario
unido al anillo A form6 un puente hidrégeno con el oxigeno del grupo hidroxilo
del residuo Tyr334. Este grupo amino también interaccion6 mediante puente
salino con el carboxilato del Asp72. Por otra parte, los anillos A y B del nucleo de
solanocapsina presentaron interacciones de van der Waals con los residuos
Phe330 y Trp279. Por ultimo, el grupo -OH, unido los anillos F y E, formé6 un
puente hidrégeno con el oxigeno del grupo hidroxilo de la Ser286. Por su parte,
4.13, en comparacion a 4.14, mostré la ausencia de las interacciones no polares
con Trp432, [le439 y Tyr442 y el puente hidrégeno con Ser286. Posiblemente,

estas sean las razones por la cual este compuesto sea menos activo.

118



Derivados de Solanocapsina como Inhibidores de la Enzima AChE

b)

» .

J ) ~ p 5 j ! f_‘;z

Figura 4. 9. Representacion en 3D de las geometrias finales de las simulaciones.
Para los complejos (a) AChE-4.5, (b) AChE-4.6, (c) AChE-4.9, (d) AChE-4.12, (e)
AChE-4.14.
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En resumen, se pudo observar que todos los compuestos estudiados se
pueden unir simultdneamente en el SA y SAP, esto corrobora que los inhibidores
pueden presentar naturaleza dual. Ademas, como se mencioné anteriormente, las
interacciones de cation-n y van der Waals con residuos distribuidos en la cavidad
catalitica son importantes en la estabilizaciéon de la mayoria de los compuestos
estudiados. En términos generales, como residuos destacados para la unién de
solanocapsina y sus derivados (4.5-4.12) podemos mencionar a Trp84
perteneciente al SA, Phe330 de la zona del cuello de botella 'y el Trp279 del SAP.
Una disminucién en las interacciones con alguno de estos residuos se refleja en
una baja en la potencia inhibitoria, como sucede en los compuestos 4.10-4.12.
Por otra parte, para los compuestos 4.13 y 4.14 las interacciones mas
importantes se observaron con los residuos Ser286, y Asp72 y Tyr334

pertenecientes al SAP.

4.5 Conclusiones

En resumen, se estudiaron las interacciones globales de solanocapsina y sus
derivados con la enzima. Mediante la técnica de docking molecular, con posterior
refinamiento de energia de unién se determiné cual es el modo de unién para
cada inhibidor, encontrandose principalmente dos (Modo A y B). Como tendencia
general, para ambos modos, podemos notar que los inhibidores se acomodan de

tal manera de ubicar la carga positiva en la cavidad catalitica de la enzima.

La evolucién de los diferentes complejos fue analizada empleando DM,
pudiendo identificar las interacciones mas importantes entre los inhibidores y
AChE. Estas observaciones contribuyeron al entendimiento de la unién de cada
inhibidor. Se pueden destacar que para solanocapsina y sus derivados (4.5-4.12)
las interacciones del tipo cation-n con los residuos Trp84 y Phe330, y las de van
der Waals con Phe331 y Trp279 mostraron ser importantes para la actividad. Por
otra parte, los compuestos hibridos (4.13-4.14) mostraron otro perfil de
interacciones. En estos casos, las interacciones destacadas son las de puente

salino con Asp72 y puente hidrégeno con Tyr334 y Ser286.
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5.1 Introduccioén

Los descubrimientos accidentales o inesperados han tenido siempre un
importante rol en la ciencia y en especial en el desarrollo de farmacos. En un
principio, las sustancias con propiedades farmacoldgicas, principalmente de
origen vegetal, fueron descubiertas como resultado de la casualidad o de manera
accidental. Estas propiedades conducian a observaciones y acciones de

seguimiento para producir la aceptacion de estas sustancias como medicamentos.

En muchos casos, un principio activo puede surgir del uso de un potencial
farmaco, esperando un efecto determinado y encontrando otro completamente
diferente. También, puede encontrarse como efecto secundario de un
medicamento especificado para un tratamiento. Un ejemplo, relacionado a la EA,
es el alcaloide natural fisostigmina. Este carbamato fue empleado en los afios '70
para tratar el glaucoma y se encontré que podia inhibir a la AChE.[* 2. Otro caso
que puede mencionarse es el bexaroteno (Targretin®) que fue aprobado por la
FDA en 1999 para tratar el cancer de piel; afios después se encontré que puede

reducir los agregados B-amiloides en pruebas con cerebros de ratones.3!

La contracara del descubrimiento accidental de farmacos es el disefio
racional. Este concepto, en las dltimas décadas, se ha instalado en la discusién de
los quimicos farmacéuticos. En el disefio racional se emplean conocimientos de
modelado molecular, estadistica, biologia molecular, biofisica, quimica medicinal,
farmacocinética y farmacodinamia para gestionar descubrimientos empiricos. De
esta manera, la sintesis de nuevas drogas y los desarrollos terapéuticos han

pasado del plano de lo casual o accidental a lo racional.

En relacion al disefio de principios activos para tratar la EA, el
conocimiento de la estructura tridimensional del receptor AChE ha
proporcionado informacién muy importante. Como se ha mencionado
anteriormente en esta tesis (capitulo 2, seccion 2.2.1), el conocimiento de la
estructura de rayos X proporciond informacion necesaria para discriminar
regiones importantes de la cavidad catalitica y entender la eficiencia de la enzima.
Ademas, la cristalografia de los complejos entre la enzima e inhibidores de

distinta naturaleza brindaron informacién acerca de la manera en la que se

125



Capitulo 5

adapta la cavidad.[*7] Esta informacion fue y es fundamental para llevar a cabo
estudios de relacion estructura-actividad (SAR, de las siglas en inglés Struture-
Activity Relationship) de inhibidores, y de esta manera proponer nuevos

candidatos para desarrollar terapias mas eficientes.

En el diseno racional, el uso de métodos in silico se ha traducido en
grandes avances en el descubrimiento de nuevos farmacos. Uno de los métodos
mas utilizados es el de docking molecular. Esta técnica tiene como objetivo
predecir la estructura de un compuesto dentro de los limites de un sitio de unién
perteneciente al receptor. Ademas, mediante el empleo de funciones matematicas
puede estimar la energia de union.[8 91 Particularmente, se han informado muchos

trabajos de docking sobre la enzima AChE.[10.11]

En 1993, Sussman y colaboradores han informado el modo de unién del
sustrato natural de la enzima (ACh), encontrando que el nitrégeno cuaternario
establece una interaccion cation-n con el Trp84 del subsitio aniénico.['2! Posterior
a este trabajo, se han informado estudios de docking molecular donde se
caracterizan complejos formados entre AChE y una gran variedad de
inhibidores.['3] En muchos de estos trabajos se tiene en cuenta la conformacion
que puede adoptar la cadena lateral del residuo Phe330 que pertenece a la regién
del cuello de botella. Esto se puede lograr empleando como receptor distintas
estructuras de rayos X que posean distintos arreglos para la cadena lateral de

Phe330.14

También, la técnica de docking molecular es muy empleada en la estrategia
de busqueda virtual (VS, Virtual Screening), para identificar potenciales fArmacos
de una base de datos.[1> 16] Mediante la aplicacién de la VS, en una amplia base de
datos de molécula organicas, se puede reducir la magnitud y complejidad de un
problema seleccionado. El objetivo es reducir el nimero de moléculas que pueden
tener implicancias farmacoldgicas. Madura y colaboradores han informado un
efectivo protocolo de docking molecular para aplicar VS sobre AChE. Para ello,
evaluaron diferentes programas de docking y funciones de calculo de energia de
union determinando la habilidad para reproducir complejos experimentales de la

enzima.[19]

Otro método empleado para asistir al disefio de drogas es el de DM.
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Mediante esta técnica se puede colectar informacion acerca del movimiento de los
atomos de un receptor o un complejo. Respecto al receptor AChE, se han podido
elucidar cambios conformacionales que no se habian notado en las estructuras
cristalograficas de rayos X.[17] Posteriormente, se empled DM para caracterizar a
un gran namero de complejos con inhibidores conocidos, identificando cuales son
los residuos importantes en la unién (hot spots) y, en base a esto, disefiar
inhibidores que maximicen estas interacciones.[13] La ventaja que posee la DM,
respecto al docking, es que cuando un inhibidor se encuentra en el sitio de uniéon
la DM muestra la evolucién temporal de las interacciones obteniéndose una mejor
representacién del complejo. Ademads, mediante las trayectorias colectadas en
una simulaciéon de DM se puede determinar la energia de unién y analizar la

estabilidad de los complejos.

Por otra parte, los métodos in silico han sido empleados para construir
modelos estadisticos de prediccion de farmacos. Un ejemplo es el modelo de
QSAR (de sus siglas en inglés Quantitative Structure-Activity Relationship), el cual
se construye empleando varios descriptores moleculares de un conjunto de
inhibidores conocidos.[*8] Por lo general, una relacion lineal multiple vincula a los
descriptores y las actividades experimentales. Hay un gran ndmero de trabajos
donde se informan modelos de QSAR para predecir inhibidores de la AChE.[19 20]
Es posible mencionar el trabajo de Flores-Sandoval y colaboradores donde han
construido un modelo con una serie de 84 AChls empleando docking molecular y

mecanica cuantica para obtener algunos de los descriptores necesarios.[21]

Por otro lado, modelos lineales han sido disenados correlacionando
actividad experimental con indices de eficiencia (IE).[22] Los indices de eficiencia
pueden calcularse como la relaciéon entre la energia de union, experimental o
calculada, y algiin parametro perteneciente a la molécula (ec. 5.1).[23] Estos
parametros pueden ser los relacionados al tamafio molecular como el peso
molecular, el nimero de atomos de carbono (NAC), nimero de atomos distintos a
hidrogeno (NHA), el area molecular y area polar, y también vincular la polaridad
o permeabilidad como el logaritmo de la constante de particién octanol-agua

(logP).[24]
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_ E de Unidén

~ Parametro

(5.1)

Los indices de eficiencia se han propuesto para normalizar observaciones
experimentales como, asi también, las energias obtenidas mediante métodos
computacionales. De esta manera, se pueden obtener mejores correlaciones. Ya
que, a pesar de que el docking puede predecir bien modos de unién, la energia
calculada por las funciones de evaluacion suele no dar buenas correlaciones con

los resultados experimentales.

5.2 Objetivos especificos

Como objetivo principal de este capitulo se propone construir un modelo

lineal para predecir la actividad de inhibidores duales de la enzima AChE.

El modelo se construira empleando un conjunto de entrenamiento de
inhibidores informados en bibliografia. Entre los compuestos seleccionados se
encuentran alcaloides esteroidales, compuestos policiclicos e inhibidores

hibridos.

En una primera instancia, se propone emplear docking molecular para
determinar el modo de unién de cada compuesto seleccionado. Luego, se plantea
realizar dindmica molecular y determinar la energia de unién empleando el

método MM-GBSA y MM-PBSA.

El modelo se construira correlacionando de manera lineal los valores de
energia de unién con el logaritmo la actividad experimental ICso. Del mismo
modo, se utilizaran indices de eficiencia en las correlaciones, y se comparara con

los resultados anteriores.

Por ultimo, se empleara el modelo que presente los mejores parametros
estadisticos para predecir la actividad de inhibidores derivados del nucleo
solanocapsina y de compuestos hibridos que tengan a este compuesto y tacrina

como parte de su estructura.
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5.3 Métodos

Para llevar a cabo el trabajo desarrollado en este capitulo se empled la
metodologia y las técnicas computacionales detalladas en la seccion 4.3 del

capitulo anterior.

5.4 Resultados y discusion

5.4.1 Construccion del conjunto de entrenamiento

El conjunto de entrenamiento fue construido abarcando un rango de
actividad experimental de ICso lo mas amplio posible, que va desde 4,55 nM a 278
uM. Para la formacién de este conjunto se seleccionaron alcaloides esteroidales
derivados del nicleo pregnano, solanocapsina y triperpenos.[?25-291 Los 21
inhibidores mencionados son mostrados en las Figura 5. 1- 5. 3. Estos compuestos
poseen al menos un grupo amino que se encuentra protonado a pH fisiolégico. En
el capitulo anterior se discuti6é que la presencia de una carga positiva es
importante para la actividad, debido a que maximiza interacciones en la cavidad
catalitica de la enzima. Por otra parte, con el objetivo de incorporar variabilidad
estructural al modelo se incorporaron inhibidores que contengan a tacrina como

parte de su estructura.30 31]

Estos compuestos fueron elegidos debido a que se intenta construir un

modelo de prediccién de compuestos hibridos entre esteroides y tacrina.
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18 nM

Figura 5. 3. Inhibidores derivados de triterpeno.

5.4.2 Alcaloides esteroidales

Mediante docking molecular se obtuvieron 10 geometrias de cada
complejo formado entre la enzima y cada uno de los inhibidores del conjunto de
evaluacion. A cada uno de estos 10 complejos se los minimizé y se determino la
energia de unién con los métodos MM-GBSA y MM-PBSA. Posteriormente, se

realizaron simulaciones de DM con el complejo mas estable de cada método. Por
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ultimo, se calculé la energia de unién, empleando los métodos mencionados

anteriormente a partir de los ultimos 5 ns de la trayectoria.

En primera instancia, se consideré6 un modelo en el cual se empled el
conjunto formado solamente por los alcaloides esteroidales y sus derivados. Un
buen ajuste fue alcanzado entre los valores de AH de unién promedio obtenidos
con el método MM-PBSA a partir de la DM y los valores experimentales con un
numero de casos igual a 21 y un R? ajustado de 0,88. En el Grafico 5. 1 se muestra

el ajuste en cuestion.
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Grafico 5. 1. Correlacion entre AH de uniéon (MM-PBSA) y actividad
experimental para alcaloides esteroidales.

Cabe mencionar que con los valores de energia de unién provenientes del
método MM-GBSA no se obtuvo un buen ajuste con un valor de R? ajustado de

0,58.

A continuacidn, con el objetivo de identificar cuales son los hot spots en la
union de este tipo de inhibidores se realizé una descomposicidn de la energia de
union por residuo para cada complejo simulado. Para llevar a cabo el analisis de
interacciones, se dividio el conjunto de esteroides en dos grupos dependiendo de

la actividad experimental. El grupo 1 esta conformado por los inhibidores mas
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activos, cuyo rango de actividad va desde 16 nM a 607 nM. Por otro lado, se
agrupo6 a los compuestos de menor actividad en el grupo 2, con un rango que va
desde 7,15 uM a 278 uM. En la Tabla 5. 1 se muestra el porcentaje de incidencia
de cada hot spot para cada grupo. También se informan los valores de energia,

promediados sobre el nimero de moléculas de cada grupo.

Tabla 5. 1. Descomposicion de la energia de union por residuo para todo el conjunto de
esteroides.

Phe330 100 -1,53

Trp84 100 -2,17
Grupo 1

Glu199 90,91 -6,91

Tyr334 63,64 -1,41

Tyr334 80 -1,41

Trp279 70 -1,71
Grupo 2

Trp84 70 -3,36

Phe330 60 -3,18

En la tabla se puede notar que aquellos inhibidores que se encuentran en
un rango nanomolar de ICso (grupo-1) interactiian con los residuos no polares
Phe330, perteneciente a la region del cuello de botella, y con el Trp84 del subsitio
aniénico (Figura 5. 4a). Por otro lado, la mayoria estos compuestos establecen
interacciones puente salino con el residuo Glu199 perteneciente al subsitio
anidnico. Esta interaccion es la mas importante con un valor de energia promedio
igual a -6,91 kcal/mol. Los compuestos que se encuentran en el rango micromolar
(grupo-2) no presentan esta interaccion, evidenciando la importancia de la misma
para la actividad de este tipo de compuestos. Por su parte, en el grupo-2 surgen
como importantes la interacciones de van der Waals con los residuos Tyr334 y
Trp279 del SAP (Figura 5. 4b). Ademas, se suma la interacciéon del mismo tipo con

Trp84, perteneciente al SA, y Phe330 de la zona del cuello de botella.

En resumen, para el conjunto de alcaloides esteroidales se pudo ver que la
interaccion con Glu199 es fundamental para que un inhibidor de esta naturaleza
posea una buena actividad inhibitoria. Ademas, se pueden mencionar como

relevantes las interacciones con Trp84 del SA y Phe330.
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Figura 5. 4. Representacidn en 3D de las geometrias finales de las simulaciones. (a)
Inhibidor esteroidal como potencia inhibitoria nanomolar y (b) inhibidor con
potencial inhibitoria micromolar.

5.4.3 Inhibidores hibridos

Como se mencion6 anteriormente, uno de los objetivos es predecir valores
de inhibicién de compuestos derivados del nucleo solanocapsina y también
compuestos hibridos entre este alcaloide esteroidal y tacrina, modificando
principalmente la naturaleza del espaciador. Para esto, fue necesario ampliar la

variabilidad estructural en las moléculas empleadas.

Ahora bien, cuando al modelo discutido en la seccion anterior se le
adicionaron inhibidores derivados de tacrina y compuestos de naturaleza hibrida,
el ajuste desmejoré considerablemente. Estos nuevos compuestos se muestran en

la Figura 5. 5.

En el nuevo modelo hay 28 inhibidores, con un valor de R? ajustado de

0,67. Laregresion se muestra en el Grafico 5. 2.
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Grafico 5. 2. Correlacion entre AH de unién (MM-PBSA) y actividad experimental
de alcaloides esteroidales e inhibidores hibridos. Los puntos azules corresponden a
los compuestos hibridos.
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En el grafico se puede notar que los dos inhibidores hibridos marcados
poseen una potencia inhibitoria similar pero valores de energia de unién muy
disimiles. Estas observaciones pusieron en evidencia el hecho de que los valores
de energia de unién ya no son utiles para la construccion del nuevo modelo con
variabilidad estructural. En nuestro caso se observd, que mientras mas grande
sea un ligando mas contactos puede establecer con la proteina, y entonces, mas
favorable sera su energia de unidén. Esto es debido a que el calculo de la energia es
aditivo por naturaleza, por ende la energia de ligado contiene interacciones
relevantes y no relevantes para la inhibicién. Por esta razén se tiende a

sobreestimar la actividad inhibitoria de un ligando.

Con el afan de mejorar la regresion, se descartaron aquellos puntos que se
alejaron demasiado de la recta de ajuste aplicando un criterio arbitrario de
seleccion. Para ello, se determinaron los residuales studentizados para cada
punto del ajuste y se definié un intervalo que va desde 1,75 a -1,75 (Figura 5. 6b).
Si el punto se encuentra dentro del intervalo, es incluido en el ajuste. En cambio,
si el punto se encuentra fuera de este intervalo, se descarta del ajuste
considerando que esta muy alejado de la recta de regresion. Teniendo en cuenta
esto se pudo mejorar el ajuste quedando un modelo de regresiéon con 26
compuestos y un R? ajustado igual a 0,80. A continuacién se muestra la regresion

para el modelo mencionado.
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Grafico 5. 3. Correlaciéon entre AH de unién (MM-PBSA) y actividad experimental

de alcaloides esteroidales e inhibidores hibridos. Los puntos azules corresponden a
los compuestos hibridos.

Intentando mejorar aun mas el modelo, se emplearon indices de eficiencia
con la intencion de normalizar los valores de energia de unién empleando
factores estructurales. Los indices empleados fueron AH/masa molecular,
AH/NAC y AH/NHA. Se determinaron los indices de eficiencia para cada
compuesto y se los correlacioné con los valores experimentales. El resultado de

los ajustes esta resumido en la Tabla 5. 2.

Tabla 5. 2. Resultados de las regresiones llevadas a cabo con los indices de eficiencia.

AH/masa molecular 27 0,82
AH/NAC 26 0,82
AH/NHA 27 0,81

Los ajustes indican que se pudo mejorar el modelo cuando se emplearon
los indices de eficiencia. El mejor ajuste fue obtenido cuando se utilizé el indice de
eficiencia AH/masa molecular (N= 27 y R? aj = 0,82). Este modelo fue construido
con 27 inhibidores entre los cuales se encuentran 20 inhibidores esteroidales 'y 7

hibridos.

El compuesto que fue excluido, indicado en el Figura 5. 6, es el derivado de

solanocapsina 4.11, discutido en el capitulo anterior. Este compuesto posee un
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adamantano como sustituyente, unido al nitrégeno primario de la solanocapsina,
que queda expuesto al solvente en las simulaciones. Ademas, se observo que este
sustituyente no establece interacciones especificas con la enzima. Por ende, en el
calculo del indice de eficiencia se consideran los atomos del sustituyente en la
masa molecular pero estos no contribuyen a la energia de unién. Por esta razon,
se encontré un valor de IE mas pequefio, en valor absoluto, que el esperado.
Ademas, se observéd que si se determina el IE con la masa molecular obtenida
suplantando el adamantano por un 4tomo de hidrogeno el punto rojo, en la Figura

5. 64, se acerca a la linea de regresion.
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Figura 5. 6. a) Correlaciéon entre AH de unién y actividad experimental para
alcaloides esteroidales. b) Residuales studentizados vs. valores predichos del AH/
Masa molecular. En color rojo se marca el compuesto descartado.

Con la ecuacién obtenida con el modelo alcanzado a partir de correlacionar
el indice AH/masa molecular y la actividad experimental se intenta predecir la

potencial actividad de derivados del nucleo solanocapsina y de compuestos

hibridos.

En esta etapa, el nimero de compuestos planteados podria ser infinito, la
etapa determinante seria la sintesis. Por ello, se disefiaron compuestos que
podrian ser sintetizados con los reactivos y compuestos disponibles.[?5] Los

compuestos a los cuales se le desea estimar la actividad experimental se muestran
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en la Figura 5. 7.
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Figura 5. 7. Compuestos elegidos para predecir potencia inhibitoria.

En el conjunto de compuestos seleccionados para estimar la actividad se
tienen tres compuestos derivados de solanocapsina (5.1-3) y seis compuestos
hibridos. La propuesta de los compuestos hibridos tiene como objetivo mejorar la
actividad de 4.14 (Figura 5. 7) modificando la naturaleza del puente que une a los
fragmentos de tacrina y solanocapsina y, también, introduciendo un atomo de
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cloro en el fragmento de tacrina. En la Tabla 5. 3 se muestran valores
aproximados de actividad predichos por el modelo para los compuestos

mencionados anteriormente.

Tabla 5. 3. Valores de actividad ICso predichos para los compuestos 5.1-9.

5.1 16
5.2 1,8
5.3 2,6
5.4 74
5.5 > 278
5.6 64
5.7 0,043
5.8 0,41
5.9 1,0

En cuanto a los derivados 5.1-3, la incorporaciéon de nuevos sustituyentes
no derivaria en una mejora sustancial en la actividad. Es decir, ninguna de estas
modificaciones planteadas mejorarian el valor actividad ICso, de 3,22 uM, del

nucleo base solanocapsina (ver Figura 5. 7).

Por otro lado, para comenzar a analizar a los compuestos hibridos (5.4-9)
es conveniente, en un principio, tomar como referencia al inhibidor 4.14 que
posee un ICso de 90 nM (Figura 5. 7). Se observo que las modificaciones
planteadas en la longitud del espaciador carbonado se traducirian en una pérdida
de la potencia inhibitoria. Cuando se analiz6 la descomposicidn de la energia de
unién para el compuesto 5.4 se pudo notar la aparicién de interacciones
estabilizantes del tipo van der Waals con Trp84 y Tyr334. A estas, se les
adicionaron interacciones desestabilizantes con los residuos Asp72, Tyr121 y
His440. Por otro lado, el compuesto 5.5 mostré la apariciéon de una interaccién
marcadamente desestabilizante con el Glul99 y un debilitamiento de la
interaccion puente salino con Asp72. En resumen, la aparicion de interacciones
desestabilizantes podria ser la causa de la baja actividad cuando la longitud del

espaciador fue modificada.

También, la incorporacion de un atomo de cloro en el fragmento de tacrina

(5.6) no seria conveniente ya que no se traduce en una mejora en la inhibiciéon. La
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dinamica de este compuesto mostr6 que ambos fragmentos principales se
encuentran desplazados respectos al 4.14. Ademas, la descomposicion revelo la
aparicién de una interaccion marcadamente desestabilizante con el Glu199 del

subsitio aniénico.

Para el caso del compuesto 5.7 se planteé una reduccion del carbonilo del
enlace amida. En este caso a lo largo de la simulacién el fragmento de tacrina se
intercald entre los residuo Trp84 y Phe330. Este modo de unién del fragmento de
tacrina no fue observado para 4.14. Ademas, al reducir este carbonilo el
fragmento de tacrina se encuentra protonado, a pH fisiol6gico, sumando asi una
interacciéon del tipo puente hidrégeno con His440. Estas interacciones

estabilizantes se traducirian en un aumento en la potencia inhibitoria.

Continuando con la discusion, el compuesto 5.8 puede ser comparado con
5.7. Este posee un atomo de cloro en el niicleo de tacrina que derivaria en una
baja en la potencia inhibitoria. Cuando se analizaron las interacciones de este
compuesto se noté que, a pesar de la aparicion de interacciones estabilizante del
tipo cation-nm con Phe281 perteneciente al SAP, no mejoraria la actividad. Esto
puede deberse al debilitamiento en las interacciones claves con Phe330 y Tyr334,

y una ausencia de interaccién con el Trp279.

Por ultimo, la adicion de un triazol (5.9) en el espaciador tampoco
mejoraria la actividad. En el analisis de la descomposicion de la energia se pudo
notar la presencia de una interaccion marcadamente desestabilizante entre el
espaciador y Tyr118; quizas esta sea la razén por la cual la actividad se veria

disminuida.

5.5 Conclusiones

En este capitulo se han mostrado los esfuerzos llevados a cabo para
alcanzar el objetivo primario de obtener un modelo lineal de prediccion de

inhibidores duales de la enzima AChE.

En primera instancia, se pudo obtener un modelo lineal, correlacionando

energias de union obtenidas de una DM y valores de ICso, empleando un conjunto
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de entrenamiento conformado por 21 alcaloides esteroidales. Ademas, a través la
descomposicion de la energia de uniéon se pudo distinguir que los residuos
Glu199, Trp84 y Phe330 son muy importantes en aquellos compuestos con buena

actividad inhibitoria.

Por otro lado, se ampli6é el modelo con la incorporaciéon de inhibidores
hibridos con tacrina como parte de su estructura. En este caso las energias de
unién no resultaron adecuadas para llevar a cabo las correlaciones. Por esta
razon, se emplearon indices de eficiencia para construir el modelo. El indice

AH/masa molecular present6é mejores parametros estadisticos en los ajustes.

Por ultimo, con la ecuacion de ajuste se estimaron los valores de actividad
de algunos compuestos propuestos. De éstos, las modificaciones propuestas sobre
el nucleo de solanocapsina no derivarian en sustanciales mejoras en la actividad.
Por otro lado, planteamos que solo la reduccién del carbonilo del espaciador del

compuesto 5.7 podria derivar en un compuesto mas activo (4.14).
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Durante las altimas décadas, la teoria DFT se ha convertido en una de las
herramientas mas usadas en muchas ramas de la quimica y en la ciencia de
materiales. Esto es debido a su buen desempefio y bajo costo computacional que
permite abordar sistemas de mayor tamafio.l!l De hecho, muchos trabajos de
investigaciéon en quimica organica e inorganica emplean estos métodos de manera
rutinaria, utilizando cédigos comerciales, bases y funcionales estandares.[?| A pesar
de su amplia difusion, se conoce que DFT posee aproximaciones que hacen que
funcione adecuadamente para algunos sistemas pero no tan bien para otros. Por
esta razon, es conveniente una buena buisqueda del funcional y la base para abordar

eficientemente un problema particular.

En quimica organica, en muchas ocasiones es necesario modelar a especies
anidnicas presentes en distintos mecanismos polares y radicalarios. Un ejemplo son
los radicales aniones (RA). Estas especies reactivas son importantes intermediarios
en reacciones que involucran etapas de transferencia de electrones (TE), como es el
caso del mecanismo radicalario en cadena Sgn1.13 4 Ademas, participan en procesos
biolégicos como el deterioro y reparacion del ADN.[> 61 En algunas ocasiones no es
posible modelar correctamente a estas especies anidnicas con los métodos
estandares. La capacidad de una base o funcional de DFT, para modelar este tipo de
especies, puede ser evaluada empleando los sets Gn (G1,/'] G2/97,B G3/99[% y
G3/05[1%). Sin embargo, estos conjuntos de datos contienen 63 afinidades electronicas, y
10 afinidades de protones de especies monoatomicas, diatomicas y moléculas pequefias
con menos de 3 atomos pesados. Mediante el uso de estos conjuntos de validacion se
pueden desarrollar métodos con buen desempefio para atomos y moléculas
pequefias, pero muchas veces éstos no presentan el mismo comportamiento para
moléculas de tamafio medio, lo cual implica un problema para muchas aplicaciones

quimicas.[t

Una especie anionica (anién o RA) puede ser obtenida por deprotonacién de
una molécula neutra (6.1, Esquema 6. 1) o por una transferencia de electrén a un
molécula neutra (6.2) o un radical (6.3). El primer proceso es una reaccién acido-
base y esta directamente asociada con la constante de disociacion acida (Ka) o el pKa.
Los dos procesos restantes pueden ser vinculados con la afinidad electronica (AE; si

el proceso ocurre en fase gaseosa) o con el potencial de reduccion (en fase
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condensada o solucidn) de una especie neutra. Por consiguiente, un buen funcional
de DFT empleado para el estudio de especies organicas anionicas debe predecir con

exactitud al menos una de estas propiedades fisicas.
AH + Base ——» A” + Base-H  (6.1)
A +e —» AT (6.2)
AN+ eT — A (6.3)

Esquema 6. 1. Diferentes maneras de obtener una especie anidnica.

Varios autores han evaluado las capacidades de DFT para predecir o estimar
los valores de pK,, y una revision de esto fue publicada por Ho y colaboradores.[12]
Para la prediccion de esta propiedad, diferentes estrategias han sido aplicadas, tales
como el uso de modelos continuos de solvatacion,['3 141 inclusién de moléculas
discretas de solvente,[15 161 o el uso de simulaciones QM/MM con solvatacion
explicita,[17] entre otros. Cabe sefialar que la exactitud en estos calculos es dificil de
alcanzar, debido a que un error de 1,36 kcal/mol en el cambio de energia libre para

la desprotonacion en solvente deriva en un error de una unidad de pK,.[18]

6.1 Afinidad electrénica

La diferencia de energia, en fase gaseosa, entre una especie neutra y un RA es
definida como la AE. La relevancia y la utilidad de esta propiedad no sélo es
importante por si misma, sino que también es util para definir otros conceptos
quimicos o parametros de reactividad, como potencial quimico, dureza y

electrofilicidad.[1°]

Desde el modelado computacional, para el calculo de la AE; se supone que es
necesario conocer la superficie de energia potencial de la molécula neutra y de la
especie anionica. Sin embargo, solo dos diferencias entre estas superficies son utiles
para estimar esta propiedad. Por una lado, se puede estimar la afinidad electrénica
vertical (AEV) como la diferencia de energia electronica entre la molécula neutra y

el anion, pero para este ultimo no se lleva a cabo optimizacidon de la geometria (ec.
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6.4).[* 20, 21], Por otra parte, se puede determinar la afinidad electrénica adiabatica
(AEA), en este caso se calcula la diferencia de energia entre las especies calculadas
con completa optimizacion de geometria, incluyendo las correcciones de punto cero
(CPC)(ec. 6.5).221 En otras palabras, se determina la diferencia entre el estado

fundamental de la molécula neutra y estado fundamental del anién.

AEV = E(neutra optimizada) — E(anién sobre la geometria de la neutra) (6-4)

AEA = E(neutra optimizada) — E(anién optimizado) + ACPC(neul:ra—ani()n) (65)

Ahora bien, en el campo computacional hay dos escenarios posibles. Para
aquellos compuestos donde el anién es mas estable que la molécula neutra (A€ > 0,
Figura 6. 1a) los métodos de DFT funcionan correctamente.[21] Por otro lado, muchas
moléculas neutras tienen AF experimental negativa, lo que significa que la energia
del anién esta por encima de la energia de la molécula neutra (Figura 6. 1b). En
estos casos el estado anidnico posee un tiempo de vida muy corto (10-11 - 10-15s), ya
que puede sufrir un decaimiento espontaneo al estado neutro fundamental por
desprendimiento del electréon adicional.[23] Desde el punto de vista experimental,
estos aniones, también llamados aniones temporales o unbound, pueden ser
estudiados por medio de métodos de espectroscopia de transmisiéon electrénica
(ETE).[23] Por su naturaleza inestable, la caracterizacién de estos aniones temporales
representa un desafio para los métodos experimentales y tedricos.[?4] Desde un
punto de vista tedrico, existen controversias sobre cudl es la mejor forma de

modelar estas especies inestables en fase gaseosa.[25]
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a) b)
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Aniones Estables (AE>0) Aniones Inestables (AE<0)

Figura 6. 1. Diagrama de las superficies de energia potencial del anién y molécula
neutra. a) aniones estables. b) aniones inestables.

6.1.1 Aniones inestables

Cuando se modelan aniones inestables (4A£ < 0), se pueden distinguir dos
situaciones. Por un lado, se tiene a los aniones de valencia (V), en estos aniones el
electron adicional se encuentra en un orbital molecular bien definido. Para estos
casos, la AF puede ser calculada con buena exactitud y, en particular, el funcional
B3LYP (uno de los mas populares) con una base relativamente pequefia puede
reproducir valores experimentales con una exactitud del orden de meV.[26. 271 Por
otro lado, se tienen los aniones de no valencia (N). Estos aniones poseen un electrén
adicional desapareado en un orbital molecular difuso alrededor de la molécula. Para
estos casos, los métodos tedricos estandares fallan en el computo de la AEF'y no es
comparable con el valor obtenido con metodologias experimentales, en las cuales se
obtienen los estados tipo V.[25] Lo mas importante es que RAs tipo N no se
encuentran presentes en reacciones organicas o bioldgicas en solucion, por lo cual
se infiere que estos derivan de un artificio de los métodos de calculo. En la Figura 6.
2 se muestran los estados tipo N para los RAs de acetona y el 1,3 ciclopentadieno,

respectivamente.
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b)

Figura 6. 2. Aniones del tipo N. a) RA tipo N para la acetona. b) RA tipo N para el 1,3
ciclopentadieno.

Existen cuatro factores que incrementan la probabilidad de encontrar
aniones del tipo N: (i) AEs menores a -1,5 eV; (ii) alto momento dipolar y/o fuertes
dipolos locales de enlace; (iii) el empleo de un conjunto de bases aumentadas como
las bases Dunning (AUG-cc-pVDZ y AUG-cc-pVTZ) o las de Pople 6-3114+4+G(2d,p),
con mayor componente de difusas; y (iv) funcionales sin una componente de

Hartree-Fock de intercambio.[28]

A continuacidén la pregunta que parece surgir como obvia es: ;coémo se debe
tratar un RA cuando el estado tipo N es computacionalmente el mas estable? En la
seccidn siguiente se discuten algunas metodologias de modelado de aniones que

surgen como respuesta a la pregunta anterior.

6.1.1.1 Métodos para tratar radicales aniones del tipo N

Como se ha mencionado anteriormente, el tratamiento de RAs no es trivial
cuando el estado de menor energia, en fase gaseosa, es del tipo N. En consecuencia,
se han informado algunas metodologias para modelar este tipo de especies y

computar valores de AFsnegativas.[29-31]

Vera y colaboradores han desarrollado una metodologia, para superar la
imposibilidad de calcular A£ mediante las ec. 6.4 y 6.5, basado en la obtencion del

estado tipo V en distintos solventes y una posterior extrapolacion al vacio.[32! Esto se
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debe a que solventes polares estabilizan el estado de valencia de un RA lo suficiente

como para que se convierta en el estado fundamental (Figura 6. 3).

T
ICalculo directo

Extrapolacion a Calculo en
en fase gaseosa fase gaseosa solucion

Figura 6. 3. Representacion esquematica de la estabilizaciéon del estado tipo V en
solventes polares.

El cambio de energia del proceso mostrado en la ec. 6.6 puede ser

relacionado con la AF mediante las ec. 6.7, 6.8 y el ciclo termodinamico mostrado en

el Esquema 6. 2. En éste son presentadas las reacciones de reduccién en fase

gaseosa y en solucion, con el correspondiente cambio en la energia libre de Gibbs.

Aoy + €7 = Algony (6.6)
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B AGEred) .
Aoy + g — > Alson
_AGsoolv (A) AG'=0 AGsoolv (A'_)
—AE
Ag + e —> Alg)

Esquema 6. 2. Ciclo termodindmico de Born-Haber.

Las componentes de la diferencia de energia del proceso (AGEred)) se

muestran en las ec. 6.7 y 6.8.

AE = AGrpqy = —AE + AGgyp, (A7) — AGgyp, (A) (6.7)

AE = AG(roq) = —AE + MGy, (6.8)

A partir de la ec. 6.8, se puede notar que AF se encuentra vinculada con la
energia de solvatacion y, por lo tanto, varia con el solvente y podria ser entendida
como una funcion de la polaridad del mismo o su constante dieléctrica (¢). Teniendo
en cuenta que la AF es una propiedad en fase gaseosa, cuando ¢ tiende a 1 (vacio o
fase gaseosa), AF debe tender al valor real de la AZ ya que la diferencia entre las

energias de solvatacién de las especies cargadas y neutras tenderan a cero:

AE = lim AE g, (6.9)

Por lo tanto, en esta metodologia para una determinada molécula se
determina el valor de 4£ en solventes con distinta polaridad, se construye una

grafica de AE'vs. 1/¢y se obtiene el valor de AE extrapolando ¢ a un valor igual a 1

(ec. 6.10).

157



Capitulo 6

De esta manera los autores han podido computar la A para molecular
organicas de tamafio medio, hasta valores de AEs cercanos a -1,9 eV. Ademas, los
valores estimados por esta metodologia fueron comparables a los obtenidos
experimentalmente, difiriendo en pocos meV. El modelado fue realizado empleando
el funcional hibrido B3LYP con la base de Pople 6-311+G(2dfp) y el modelo de

solvente IEF-PCM incluido en el programa Gaussian 03.

Otra alternativa, informada por los mismos autores, considera el empleo de la
aproximacion TD-DFT para la correccion de la energia del RA.[31] Esta metodologia
ha dado buenos resultados incluso para especies de AEs inferiores a -2,5 eV hasta
un valor limite de -3,5 eV. En estos estudios, se evaluaron sélo los funcionales

B3LYP, PBEO y PW91 siendo B3LYP el que presenté el mejor desempeiio.

6.2 Potenciales de reduccidn

Muchas reacciones en fase condensada involucran etapas de TE de un
reactivo a otro. La tendencia de una especie quimica a perder o ganar un electrén es
descripta por una propiedad termodindmica llamada potencial de reduccién, que
puede ser medido experimentalmente a través de la técnica de voltamperometria
ciclica. Sin embargo, en muchos casos, la alta reactividad de algunas moléculas o la
irreversibilidad de una semireaccion pueden hacer que la medida directa del
potencial de reduccién sea dificil o inviable. En estos casos la quimica computacional

representa una invaluable alternativa frente a estas dificultades experimentales.

Anteriormente en este capitulo, se ha discutido acerca de avances recientes
en el modelado computacional de especies quimicas en fase gaseosa. Del mismo
modo, los métodos teoricos en fase condensada han mostrado un gran desarrollo,
esto es principalmente un resultado de mejoras en los modelos de solvente continuo

y la combinacion de mecanica cuantica y métodos de calculo de energia libre con
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mecanica molecular.[33] Por lo tanto, varios métodos pueden ser empleados para
realizar predicciones cuantitativas de propiedades electroquimicas como el

potencial de reduccién.

6.2.1 Definicién de potencial de reduccion estandar

Para desarrollar los fundamentos basicos, podemos comenzar considerando
la semireaccién mostrada en la ec. 6.6, donde A es el reactivo que se reduce. La
energia libre de la reaccion AG(¢q)(A|A7), a una temperatura 7 puede ser

expresada como:[33]
_ ° _ dp—
AGrea) (AIAT) = AGreqy (AIAT) + RyTIn—~  (611)

donde Rges la constante de los gases ideales, AGEred) es la energia estandar de Gibbs

de lareaccion y axes la concentracién efectiva de X (siendo X 40 A7).

El potencial de reducciéon absoluto E,, esta definido por la ecuacién de

Nernst.[34]

AG(reay (4147)

E;,.(AlA7) Rng
neF — TAbs neF n

_ Ay~
Epps (AJA7T) = — N

(6.12)
A

donde F es la constante de Faraday y E,,. es el potencial de reduccién estandar,

relacionado con la AG ;.4 de la reaccion por la siguiente ecuacion

AGroqy(AIAT) = —neFEy, (AlA7)  (6.13)

Note que E,;¢ es el potencial absoluto estandar de una semireaccion redox
(ec. 6.6), en la cual las especies presentan concentraciones estdndar de 1 mol L. Sin

embargo, el potencial de reduccién experimental de una semireacciéon nunca es
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medido de manera aislada, sino que es relativo a otro potencial de referencia. Estos
potenciales de referencia estan asociados a los potenciales de los electrodos
empleados en los experimentos de voltamperometria. Entre los electrodos de
referencia mas comunes podemos mencionar al electrodo normal de hidrégeno
(NHE, de sus siglas en inglés), electrodo de calomel saturado (SCE, de sus siglas en
inglés), y el electrodo de cloruro de plata (ACE, de sus siglas en inglés).[35] La escala
de potenciales moderna esta basada en el NHE, el cual es un electrodo hipotético

inmerso en una solucion acuosa de H* de concentracion 1M.[36]

Las constantes de conversion entre diferentes electrodos de referencia en
fase acuosa y en solventes organicos han sido medidas, y pueden ser empleadas

para definir el potencial relativo de un electrodo de referencia distinto al NHE.

El potencial de reduccién experimental de la semireaccién A|A~ puede ser

definido en relacion a un electrodo de referencia:

E'oxp(AIAT) = Eqp(AIA7) — Eu(REF) (6.14)

donde E,,. es calculado usando energia libre estandar de la correspondiente

semireaccion segun la ec. 6.13.

Como se mencion6 anteriormente, el potencial de reducciéon puede ser
calculado a partir del cambio de energia libre estandar para una semireaccién. La
energia libre de la reacciéon es computada como la diferencia en la energia libre de
productos y reactivos, y esta compuesta por la suma de -AF y el cambio en las
energias libres de solvatacién como se muestra en la ec. 6.8 que derivan del ciclo

termodindmico mostrado en el Esquema 6. 2.

Una alternativa para calcular el E’;xp (A]A~) es computar la semireaccion

complementaria de oxidacién de una especie B y calcular el potencial de reduccién

empleando el Esquema 6. 3.
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o

A(sol) + e(_g) E— A.(gol) EAbs,A
Bred(sol) Box(sol) + e(_g) E.Zlbs,B

A(sol) + Bred(sol) A.(gol) + Box(sol) Eé;cp = E.jlbs,A _E.jlbs,B (6-15)

Esquema 6. 3. Empleo de una reaccion de oxidacion como referencia interna.

De esta manera, empleando una reaccién de referencia interna se puede

computar potenciales de reduccién con una buena exactitud.

Anteriormente, se ha mencionado qué procedimientos pueden emplearse
para determinar la AF cuando el anién formado, A~, es menos estable que la
molécula neutra precursora A. En la préxima secciéon se discutira como son
aplicados algunos modelos en los que al solvente se lo considera como un dieléctrico
continuo (solvente implicito) para determinar la energia de solvatacién (AAG.,;,) ¥

por consiguiente, el potencial de reduccién.

6.2.2 Protocolos basados en solvente implicito

En esta seccion se discutirdn algunos aspectos relacionados a la aplicacion de
métodos cuanticos, con modelos de solvente implicito, para el calculo de potenciales

de reduccion de moléculas organicas e inorganicas.

Como primer ejemplo, podemos mencionar lo realizado por Baik y Friesner
en el afio 2002.371 En el trabajo informado, se han calculado potenciales de
reducciéon de moléculas organicas, metalocenos y complejos de metales de
transicion con bipiridina como ligando. Los cdalculos se han llevado a cabo
empleando un modelo de solvente implicito para agua, acetonitrilo,
dimetilformamida y diclorometano empleando el funcional B3LYP con las bases

triple-C de Dunning (cc-pVTZ(-f)++). Para los valores calculados, se obtuvieron
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desviaciones media de 0,15 V respecto a los valores experimentales.! Similarmente,
Fu y colaboradores han empleado también el funcional B3LYP con el modelo de
solvente de Tomasi (D-PCM)[38l para estimar el potencial de reducciéon de 270
moléculas organicas con una desviacion estandar de 0,17 V.[3% En el ano 2011,
Sviatenko y colaboradores han determinado potenciales de reduccién estandar
empleando un conjunto de moléculas organicas que incluyen quinonas, nitro
compuestos y azaciclos.[*] Para esto, los autores han evaluado el desempefio de
varios funcionales, bases y modelos de solvente, encontrando que los mejores
resultados fueron alcanzados con el funcional M05-2X, bases triple-C y el modelo de

solvente continuo SMD.[41]

Recientemente, Marenich y colaboradores han informado un estudio en fase
acuosa en el cual evaluaron el procedimiento compuesto G3(MP2,CC)(+) y los
modelos de solvente C-PCM(UAHF/UAKS), SMD y COSMO-RS.133] Para este analisis,
seleccionaron 53 moléculas organicas con distintas funcionalidades como nitroxido,
fenoles, hidroquinonas, aminas alifaticas, anilinas y compuestos organosulfurados.
Los autores encontraron que el desempefio de los distintos modelos de solvente
depende de los tipos de compuestos estudiados. Todos los modelos de solvente
presentaron un buen desempefo para aminas y nitréxidos, donde la desviacién
media va desde 0,05 a 0,200 V. En cambio, para alcoholes los modelos presentaron
desviaciones mayores que van desde 0,200 a 0,350 V. En términos generales, las
desviaciones para todo el conjunto de moléculas fueron de 0,190, 0,230, 0,210 y
0,190 V para los modelos C-PCM(UAHF), C-PCM(UAKS), SMD y COSMO-RS,

respectivamente.

Konezny y colaboradores han discutido acerca de las formas de reducir
errores sistematicos de los métodos de DFT usando el ciclo de Born-Haber
(Esquema 6. 2) para determinar potenciales de reduccién de complejos de metales
de transicion.[*?] Ellos han concluido que se pueden predecir valores de potenciales
de reduccién con un modesto nivel de DFT, en particular B3LYP/6-311G(d)
combinado con el modelo de solvente incorporado en el programa /aguar. Para esto,
es necesario calcular, con el mismo nivel de teoria, el potencial de reduccién de una

semireaccion redox de referencia como ferrocenio/ferroceno (ver Esquema 6. 3).

iSj se intercambia un electrén en la reaccién redox se tiene:
1V =1eV = 23,06037 kcal/mol
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Analizando los ejemplos citados en esta seccidn, se puede notar que hay
algunos parametros que pueden impactar sustancialmente sobre la exactitud de un
protocolo de prediccidn de potenciales de reduccion. Particularmente los protocolos
son sensibles al nivel de teoria empleado, modelo de solvente implicito y los valores

referencia para E,,,(REF).

Por otro lado, en bibliografia hay numerosos estudios en los cuales informan
métodos con una alta exactitud en el calculo de potenciales de reduccién
restringidos a una clase especifica de compuestos pero estos protocolos aun

requieren mayor desarrollo para poder llevar a cabo predicciones generales.[33!
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Estudio del Desempeio de Funcionales de DFT para el Modelado de Aniones

7.1 Objetivos especificos

Como objetivo de este capitulo se plantea estudiar el desempefio de 23
funcionales de DFT y el método ab initio MP2, en el modelado de aniones
inestables. Para encontrar los mejores funcionales y evaluar sus ventajas y
limitaciones, se propone emplear como indicador el calculo de AEs y potenciales

de reduccion de moléculas (especies) organicas de tamafio medio.

Respecto a los calculos de las AEs se propone evaluar el rendimiento de los
funcionales empleando un conjunto de 60 moléculas con valores negativos de
afinidad. Ademas, para aquellos aniones en los cuales el estado tipo N sea el mas
estable se propone emplear la metodologia de desolvatacién por extrapolaciéon
para obtener los valores de AE informados experimentalmente que corresponden

a aniones tipo V.

Por otra parte, respecto al calculo de potenciales de reduccién, se
seleccionaron 57 moléculas organicas con distintos grupos funcionales con un

rango de potenciales que va desde -2,71 Va 0,06 V (vs. NHE).

7.2 Metodologia

Entre los funcionales DFT, los de la familia GGA incluidos en el andlisis
fueron BLYP, BPW91, PW91 y B97D. Los meta GGA seleccionados fueron TPSS y
MO06-L. De la familia de los funcionales hibridos, ademas del popular B3LYP, se
evaluaron B3PW91, BHHLYP y PBEO, entre otros. También, se incluyeron los
funcionales doble hibridos B2ZPLYP y mPW2PLYP.

El modelado de las especies involucradas en las determinaciones de AEs y
potenciales de reduccién fue llevado a cabo empleando los funcionales, bases y
modelos de solvatacion implementados en el programa Gaussian 09 version

B.01.11
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7.2.1 Calculo directo de la AE

El procedimiento que fue seguido para el computo de las AEs ha sido ya
previamente empleado en bibliografia.[2-4] Esta propiedad fue calculada como la
diferencia de energia entre la molécula neutra y el anién o RA, seglin
corresponda, como se mostré en las ecuaciones 6.4 y 6.5 del capitulo anterior.
Para comodidad del lector a continuacién se muestran nuevamente estas

ecuaciones.

AEV = E(neutra optimizada) — E(ani(’m sobre la geometria de la neutra) (6-4)

AEA = E(neutra optimizada) — E(ani(m optimizado) + ACPC(neul:ra—ani(’)n) (65)

Para el calculo de la AEs verticales (AEV), 1la molécula neutra se optimizé y
se caracterizo6 el minimo de energia mediante el calculo de frecuencia empleando
el funcional correspondiente y la base de Pople 6-31+G*. Posteriormente, se llevo
a cabo un calculo single point (sin optimizacién de geometria) de energia con la
base 6-311+G(2df,p). En el modelado del anién se tomo6 la geometria optimizada
de la molécula neutra y se realizé un célculo single point con el método UHF. A la
funcién de onda obtenida en este calculo se la tom6 como guess inicial, y se
realiz6 un primer célculo single point con el funcional correspondiente y la base
6-31+G*. Posteriormente, se llevé a cabo nuevamente un calculo de la energia
(sin optimizacién), pero en este caso empleando la base extendida 6-
311+G(2dfp). Empleando la funcién de onda del calculo UHF se disminuy6 el

numero de aniones tipo N para los funcionales elegidos.

En cambio, para las AEs adiabaticas (AEA) las especies anionicas y neutras
fueron optimizadas y se obtuvieron las frecuencias empleando el funcional
deseado y la base 6-31+G*. Luego, se realiza un calculo single point de la energia
con la base 6-311+G(2df,p). En este caso, para el calculo de las AEA se incluyeron
las correcciones de punto cero (CPC) para la especie anidnica y la molécula

neutra.
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7.2.2 AE obtenidas por extrapolacion

Para aquellos compuestos con AE muy negativas, propensos a dar aniones
del tipo N para la mayoria de los funcionales, se llevd a cabo la determinacién de
esta propiedad empleando la metodologia de desolvatacion por extrapolacion
desarrollada en la secciéon 6.1.1.1. Todas las especies involucradas fueron
optimizadas y se determinaron las frecuencias empleando el funcional adecuado,
la base 6-31+G* y el modelo de solvente IEF-PCM. Posteriormente, se efectué un
calculo single point, también en solvente, con la base extendida 6-311+G(2dfp).

Para la determinacion del AGEred) (ver ecuaciones 6.7 y 6.8 de la seccién 6.1.1.1)
se incluyeron las CPC para las especies anidnica y neutra. Los solventes
empleados fueron: agua (¢ = 78,4), dimetilsulfoxido (¢ = 46,7), acetona (¢ = 20,7),
1,2 dicloroetano (¢ = 10,4), tetrahidrofurano (¢ = 7,6), acido acético (& = 6,25),
cloroformo (€ = 4,9), dietil éter (e = 4,24), dietilamina (¢ = 3,58) y benceno (¢ =
2,25).

7.2.3 Célculo de los potenciales de reduccién

La determinaciéon de E,,; para cada molécula organica del conjunto
seleccionado fue llevada a cabo como se describe en la seccién anterior. En este
caso el solvente empleado es acetonitrilo, debido a que los valores

experimentales, tomados de bibliografia, fueron medidos en este medio.

7.3 Resultados y discusion

Para simplificar el analisis de los resultados, esta seccién se encuentra
dividida en dos partes. La primera esta vinculada al desempefio de funcionales en
el calculo de AEs, y la segunda a la evaluacion de éstos en el computo de

potenciales de reduccion.
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7.3.1 Calculo de AEs

Para evaluar el desempenio de los funcionales en el calculo de AEs hemos
empleado un conjunto de moléculas organicas de tamafno medio que han sido
utilizadas anteriormente por nuestro grupo de trabajo.[?4l En esta oportunidad,
se escogieron 60 moléculas con AE experimental negativa (-0,06 a -3,4 eV),
generalmente determinadas por la técnica de ETE.[5! Este conjunto fue construido
tratando de incluir diferentes heterodtomos en sistemas n, elementos del tercer
periodo, especies de capa cerrada y abierta, asi como también, algunos valores de
AEA (las estructuras quimicas de todos los compuestos, los valores de AEs
experimentales y las referencias correspondientes se muestran en las Figuras B. 1
y B. 2,y enla Tabla B. 1 y B. 2 del Anexo B. Ademas, subdividimos el conjunto en
dos grupos; el grupo 1 esta constituido por 37 moléculas con el estado tipo V
como mas estable para sus aniones, cuando el funcional B3LYP se emple6 en el
modelado. Por otra parte, el grupo 2 se encuentra conformado por 23 moléculas
que mostraron tener al estado tipo N como mas estable con el empleo del mismo
funcional. En primera instancia, al primer grupo se le determin6é la AEs
empleando las ecuaciones 6.4 y 6.5. Las AEs del segundo grupo se obtuvieron
mediante la metodologia de extrapolacién por desolvatacién desarrollada por

Veray colaboradores.[?]

Para comenzar con el analisis, se llevo a cabo un primer control de los
resultados centrando la atencién en la desviacion de las AEs calculadas respecto a
los valores experimentales. Para esto, se grafic6 para cada compuesto la
diferencia entre los valores calculados y experimentales con todos los funcionales
evaluados, un ejemplo es mostrado en la Figura 7. 1. Los graficos para todas las

moléculas estudiadas se muestran en las Figuras B. 3-11 del Anexo B.
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Figura 7. 1. Ejemplo de andlisis de las desviaciones entre los valores calculados y
experimentales para cloroetileno. Los aniones tipo V son representados mediante
circulos celestes y los tipo N con tridngulos rojos. Para mostrar las diferencias
entre estos aniones se grafico la densidad de espin.

Una desviacidn sistematica puede indicar dos circunstancias: (i) en el
calculo se obtuvo un estado aniénico diferente al experimental, usualmente
cuando el anién obtenido en el cdlculo es de tipo N (cabe aclarar que
experimentalmente el ani6on encontrado es del tipo V); (ii) una calidad

cuestionable del valor experimental.

Para clasificar a los aniones nos valimos de dos criterios. El primero,
consiste en aplicar un analisis de NBO (natural bond orbital) para evaluar la
contribucién de las bases naturales de Rydberg (ver seccién 1.1.5 del capitulo
1).[] Para los casos limites, con AEs muy negativas, se encontré un valor umbral
de 0,5. Es decir, aniones con una contribucién menor a 0,5 se consideraron de V.
Mientras que aquellos con los valores mas altos de 0,5 fueron tratados como
aniones tipo N. Finalmente, se inspeccioné visualmente la densidad de espin del
electron desapareado para corroborar la naturaleza del estado mas estable del
anion.

Como primer criterio de evaluacion de calidad de los funcionales se utilizé
la capacidad de encontrar el estado aniénico tipo V. Para ello, se utiliz6 la relaciéon
de valencia calculada como el nimero de aniones de V encontrados sobre el total

de compuestos evaluados para cada funcional. Como observacion general, se
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encontr6 que el empleo de la funciéon de onda HF como guess inicial en los
calculos con funcionales DFT mejoro la relacion de V en el total de los funcionales.
En términos generales, se encontr6 que cuando la AE es menor a -2 eV existen
altas posibilidades de encontrar aniones con el estado N como el mas estable sin

importar el funcional usado.

Para un mejor analisis de los resultados se opté por determinar la
desviacion media absoluta (DMA), rango de desviaciones y la correlacion entre
los valores calculados y los valores experimentales (ver Tabla 7. 1). Respecto de
la correlacién se prestd especial atencion a la pendiente, ordena al origen y el
coeficiente de correlaciéon (R?). Los parametros listados anteriormente se
resumen en la Tabla 7. 1. De los 24 métodos evaluados BPW91, B3PW91, B3LYP y
B3LYP-D presentan una DMA menor o igual a 0,1 eV (valor habitual para el error
experimental). Los funcionales BLYP, PW91, B97D, TPSS, CAM-B3LYP, PBEO,
TPSSh y M06 deben ser considerados en un segundo grupo con DMA entre 0,1 y
0,15 eV. Por su parte, MP2 arroj6 valores de DMA que demuestran que no es un
buen método para el calculo de AEs, resultados similares han sido informados por
Vera y colaboradores.l*l Esta no es una observacion menor ya que MP2 es
empleado en métodos compuestos como G1-3 y por lo tanto se deberia tener
cuidado al emplear estos métodos para el modelado de especies anidnicas.[7-91 Por
ultimo, los funcionales doble hibridos (mPW2PLYP y B2PLYP) también pueden
ser incluidos en el grupo de los funcionales no recomendados, junto con MP2, ya

que arrojaron valores de DMA superiores a 0,35 eV.

El rango de desviaciones puede ser empleado para evaluar la dispersion
de los valores de AEs calculados. Una baja dispersion de 0,32 a ~0,40 eV fue
encontrada para los funcionales GGA hibridos (CAM-B3LYP, »-B97XD, BHHLYP,
B3PW91 y PBEO), los meta GGA hibridos (M06, M06-2X y TPSSh) y el funcional
meta GGA MO6-L. Mientras que una alta disension fue observada para los

funcionales doble hibridos (~0,45 eV) y los GGA puros (~0,45 a 0,60 eV).

Para una interpretacion completa de los resultados es conveniente
observar, como indicadores de un buen desempefio, a la pendiente, la ordenada al
origen y el R? de las regresiones entre los valores calculados y experimentales. El

método ideal deberia dar una pendiente igual a 1 y una ordenada igual a 0. En
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aquellos casos con valores de DMAs aceptables (entre 0,1 y 0,2 eV), un rango de
desviacion menor a 0,40 eV y valores para la pendiente que van desde 0,95 hasta
1,07 se registraron valores altos en la ordenada al origen poniendo en evidencia
una desviacion de los valores calculados. Para verificar este tipo de errores se
analizo el grafico de la regresién entre los valores calculados y experimentales
incluyendo el ajuste ideal y el histograma de los residuales para cada funcional.
Como ejemplo, podemos ver los resultados para el funcional B3PW91 que se

presentan en la Figura 7. 2.

B3PW91

AE exp (eV)

AEcalc (eV)

Figura 7. 2. Correlacién entre los valores de AE experimentales y predichos por el
funcional B3PW91. La lineal negra representa la correlacién ideal y la roja la
regresion de los valores calculados.

Como puede verse en la Figura 7. 1, existen desviaciones entre los valores
experimentales y los calculados. Ahora bien, el andlisis de los residuales para
cada compuesto, y el histograma de distribucién de los residuales para cada
método no mostré una desviacion sistematica significativa para la mayoria de los
funcionales, excepto para las variantes de ®-B97, los funcionales M06, LC-BLYP y
BHHLYP, asi como los doble hibridos y MP2. Para estos métodos se observo una

tendencia a dar valores de AEs mas negativas que las experimentales.
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Tabla 7. 1. Resultados de los calculos de las AEs de los compuestos del grupo-1 (4E > -1.5
eV) para cada funcional.

BLYP 0,11 0,60 0,45 0,960 0,020 0,90

GGA puros BPW9I1 0,09 0,49 0,65 1,006 0,005 0,95
PW91 0,12 0,49 0,48 0,971 -0,105 0,94

B97D 0,12 0,53 0,56 0,962 0,029 0,97

e TR MO06-L 0,27 0,40 0,87 0,963 0,235 0,97
TPSS 0,11 0,47 0,52 0,980 0,063 0,95

LC-BLYP 0,20 0,54 0,85 1,000 0,199 0,97

B3PW91 0,10 0,36 0,90 1,043 0,094 0,97

B3LYP 0,10 0,52 0,95 1,073 0,078 0,96

B3LYP-D 0,09 0,43 0,90 1,046 0,047 0,97

GGA CAM-B3LYP 0,12 0,32 0,90 1,050 0,164 0,98
hibridos BHHLYP 0,31 0,34 0,87 1,029 0,341 0,98
®-B97 0,27 0,57 0,92 0,922 0,181 0,97

®-B97X 0,29 0,41 0,95 1,003 0,290 0,92

®-B97XD 0,20 0,32 0,95 0,980 0,180 0,98

PBEO 0,12 0,38 0,95 1,056 0,153 0,98

LC- oPBE 0,17 0,50 0,87 0,963 0,119 0,98

aDMA entre valores cauculados y experimentales de AEs para aniones tipo V. PAniones tipo V
sobre el total de compuestos. Dispersion de los valores calculados determinada como la
diferencia entre la desviacién mas grande y mas pequena.

Analizando los resultados de la tabla anterior es posible en principio
identificar cual es el mejor funcional para tratar el problema en cuestiéon. Se
puede pensar que el funcional mas preciso es aquel con una menor DMA y rango
de desviaciones. Mientras que el funcional con una pendiente y ordena al origen
cercana a la ideal (1,00 y 0,00, respectivamente) puede considerarse mas exacto.
De acuerdo con esta idea, los funcionales GGA puros son buenos en términos de
exactitud pero no en cuanto a la precisién como se refleja en sus valores de

dispersion (ademas de bajos valores de relaciéon de V). Entre los funcionales GGA
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hibridos, ®-B97XD, CAM-B3LYP, B3PW91, BHHLYP y PBEO fueron los mejores en
términos de precision, pero B3PW91 es el que combina buena exactitud y
precision. Finalmente, se pueden seleccionar a TPSS y M06 como los mejores
meta GGA y meta GGA hibrido, respectivamente. De los datos recolectados,
pueden ser considerados otros aspectos y examinar como impacta la naturaleza
del funcional en su desempefio. Se analizé6 como afectan al modelado de estos
aniones inestables la incorporacion de efectos de largo alcance (LC, de sus sigla
en inglés), correcciones de van der Waals “D” y la incorporacién de términos de
HF de distinto peso en la componente de intercambio. En aquellos funcionales
donde se incorporan correcciones de largo alcance (LC-BLYP vs. BLYP y CAM-
B3LYP vs. B3LYP) se obtuvieron valores de DMAs mas altos y una subestimacion
de las AEs que se vi6 reflejado en un incremento de la ordenada al origen. Por
otra parte, cuando adicionan correcciones de dispersion (B3LYP vs. B3LYP-D o -
B97 vs. ®-B97XD) hubo una mejora en los parametros de evaluacién para estos
funcionales. Finalmente, como ya ha sido informado por Jensen,[1% el incremento
de la contribucién de HF en el termino de intercambio mejora la relacién de V
(BLYP, B3LYP y BHHLYP o PW91, BPW91 y B3PW91). Sin embargo, esto no es
completamente cierto para la familia M06 con diferentes contribuciones de HF en
la componente de intercambio (0 %, 27 %, 54 %y 100 % para M06-L, M06, M06-
2X y MO06-HF, respectivamente). De esta familia, los funcionales con mejor

desempefio fueron M06 y M06-HF.

Para las moléculas del grupo-2 no se pudieron encontrar los estados
anidnicos tipo V (figura B. 2 y la Tabla B. 2 del Anexo B). Para estos compuestos
conflictivos, con AEs menores a -1,5 eV, se empleé la metodologia de
extrapolacion estabilizando el estado tipo V de los aniones mediante la utilizacién
de un modelo de solvente continuo polarizable. Como puede verse en la Tabla 7.
2 los funcionales doble hibridos y el método ab initio MP2 no se incluyeron en
esta ocasion debido a que no presentaron un buen desempeio en fase gaseosa

para los casos mas simples.

La capacidad de estabilizar los aniones V para la obtencion de las AEs
también se evalu6 para cada funcional, una vez mas a través de la relacion de V.

Para algunos casos limite como 2-butino (-3,43 eV), tetrafluoetileno (-3,00 eV),
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acetonitrilo (-2,82 eV), etilisocianato (-2,63 eV) y dimetiformamida (-2,40 eV) fue
imposible obtener aniones tipo V en los solventes estudiados para la mayoria de
los funcionales, por esta razon se observaron bajos valores en la relacion de V.
Dado que las AEs de estos compuestos son mas dificiles de calcular, se esperan
valores de DMAs mas grandes y un empobrecimiento en las correlaciones entre
los valores calculados y experimentales, en comparacion al grupo anteriormente

analizado (AE > -1,5 eV).

Tabla 7. 2. Resultados de los calculos de las AEs de los compuestos del grupo-2 (4AE <-1.5
eV) para cada funcional.

BLYP 0,16 0,43 lineal -2,1
BPWI1 0,14 0,61 cuadratico -3,0

GGA Puro
PW91 0,17 0,61 lineal -2,3
B97D 0,15 0,35 cuadratico -2,1
TPSS 0,14 0,61 lineal -2,4

Meta GGA
MO06-L 0,15 0,61 cuadratico -2,3

aDMA entre valores cauculados y experimentales de AEs. PAniones tipo V sobre el total de compuestos.

La extrapolacién puede ser linear o cuadratica como se detalla en la Tabla
7. 2. En términos generales se obtienen mejores resultados con la extrapolacion

cuadratica en la mayoria de los funcionales.

En la Tabla 7. 2 se informan valores limites de AEs para cada funcional,

este es un valor umbral por debajo del cual se obtuvieron solo aniones tipo N.
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Para la mayoria de los funcionales, el valor limite alcanzado fue de -2,4 €V,
aunque para algunos funcionales (BPW91, B3PW91, PBEO, LC-oPBE y M06-HF)
se pudieron registrar valores mas negativos a expensas de altos valores de
desviaciones de los valores calculados que van desde ~0,2 a 0,3 eV. Estas
desviaciones se vieron reflejadas en valores muy negativos en la ordenada al
origen (-0.15 a -0.4 eV) y un bajo coeficiente de correlacién en comparaciéon con

los resultados de la Tabla 7. 1.

En resumen, para estos casos limites con AEs menores a -1,5 eV el
funcional GGA puro recomendado es BPW91, y TPSS como el mejor meta GGA. En
cuanto a los funcionales GGA hibridos LC-BLYP y LC-owPBE mostraron un mejor
desempefio. Por su parte, MO6-HF fue el mejor entre el grupo de los meta GGA
hibridos. En este caso, se pudo ver que la inclusiéon de correcciones de largo
alcance (LC y CAM) y de van der Waals mejoraron los valores de DMA. Ademas, se
pudo notar que la contribucién de HF, en el funcional de intercambio, mejoran la
relacién de V (BLYP vs. B3LYP y BHHLYP, o M06-L vs. M06-2X y M06-HF, o PW91,
BPWO91 vs. B3PW91).

7.3.2 Calculo de potenciales de reduccidn

Para el trabajo expuesto en esta seccidon se tuvo especial cuidado en la
eleccion de los datos experimentales. Esto se debe a que en estas
determinaciones existen algunas variables como el solvente, electrodo de
referencia, fuerza idnica, electrolito soporte, entre otras, que pueden contribuir a

desviaciones entre lo calculado y lo experimental.

Para llevar a cabo el andlisis de desempefio de los funcionales, se
seleccionaron potenciales de reduccién que hayan sido determinados en
acetonitrilo con el electrodo de referencia SCE o NHE. Se eligieron datos que
hayan sido medidos en este medio ya que acetonitrilo es uno de los solventes
organicos mas empleados en los experimentos electroquimicos. El conjunto de
datos esta conformado por 57 moléculas (neutras y radicales) con diferentes

grupos funcionales que cubren un amplio rango de valores experimentales
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(desde 0,06 V a -2,71 V). Todas las moléculas del conjunto son incluidas en las
Figuras B. 12 y 13 y en las Tablas B. 3 y 4 del Anexo B con las correspondientes

referencias y valores experimentales.

El desempeiio de todos los funcionales se muestran en la Tabla 7. 3. En
este caso el método ab initio MP2 y los funcionales dobles hibridos B2PLYP y
mPW2PLYP no se incluyeron en el estudio debido a su mal desempeio en el
computo de las AEs, uno de los términos de la AGETed) (ver ec. 6.7 y 6.8 del capitulo
6). Para evaluar los métodos se llevd a cabo la correlacion entre los valores de
Ed.y Ep, vs. los datos experimentales colectados. Los valores se calcularon
empleando las ecuaciones 6.13 y 6.15 expuestas en la secciéon 6.2.1 del capitulo

anterior.

Tabla 7. 3. Resultados del cidlculo de los potenciales de reduccién para todos los
funcionales.

BLYP 0.13 0.59 1.010 -4.21 0.956 0.108

BPW9I1 0.15 0.55 1.019 -4.39 0.967 0.174
GGA puro

PW91 0.15 0.56 1.017 -4.44 0.966 0.162

B97D 0.14 0.57 1.027 -4.34 0.964 0.170

TPSS 0.14 0.62 1.008 -4.29 0.959 0.123
Meta GGA

MO6-L 0.14 0.62 1.012 -4.26 0.968 0.149

aDMA entre valores cauculados y experimentales Eé‘,)cp (empleando la ec. 6.15). PDispersién de los valores
calculados de E,f,?cp determinada como la diferencia entre la desviacién mas grande y mas pequefia.
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La correlaciones entre E%, 'y E;‘}p y los valores experimentales fueron
empleadas para evaluar los funcionales. Los pardmetros empleados para el
analisis fueron la pendiente, ordenada al origen y el R2. El método ideal deberia
presentar una pendiente igual a 1 y una ordenada al origen igual al potencial de
oxidacion absoluto del electrodo de referencia NHE en acetonitrilo, -4,60 V.[11] Del
analisis de la Tabla 7. 3 se pudo ver que para la mayoria de los funcionales los
valores de pendiente se encontraron por encima de 0,93, indicando una buena
correlacion con los valores experimentales. Particularmente, para los casos M06-
HF, BHHLYP, LC-BLYP y LC-®wPBE se encontraron importantes desviaciones que
se vieron plasmadas en bajos valores de pendiente, R? y en el rango de dispersion.
El mejor desempefio lo mostraron los funcionales PW91, BPW91 y M06-L con una
pendiente cercana a la ideal (1,017; 1,019 y 1,012), un R2 cercano a 1 (0,966;
0,967 y 0,968) y un rango bajo (0,56; 0,55 y 0,62). Como se mencioné
previamente, la ordenada al origen posee una implicancia experimental ya que
representa el potencial de oxidacion del electrodo de referencia (NHE). Si se
observan los valores de ordenada al origen para cada funcional podemos notar
que se encuentran en un rango bastante amplio que va desde -3,82 a -4,44 V. En
definitiva, esto indica que las correlaciones entre los valores experimentales y

calculados son lo suficientemente buenas para la mayoria de los funcionales.

Con el objetivo de encontrar una explicacién a la diferencia observada
entre los valores de ordenada al origen de los distintos funcionales, se evaluaron
las variaciones de Ej;,, en funcién de las variaciones de AAG,,,, y AE (Grafico 7.
1). En la seccién 6.1.1.1 se ha mencionado que estas cantidades se encuentran
relacionadas a través de las ecuaciones 6.8 y 6.13. Para un mejor entendimiento a

continuacién se expone nuevamente estas ecuaciones.

AE = AG(roq) = —AE + AAG,;,, (6.8)

AGlreqy(AIA™) = —neFEy, (AlA7)  (6.13)

i Si se intercambia un electrén en la reaccién redox se tiene:
1V =1eV = 23,06037 kcal/mol
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Se pudo notar que, en la mayoria de los casos, las desviaciones de los Ej
presentan la misma tendencia que las del termino -AE. Se pudo ver que la energia
de solvatacion tiende a compensar estas desviaciones haciendo que las
diferencias entre los valores de E,,, obtenidos con los diferentes funcionales DFT

sean pequenas.

0.80

0.60 -

0.40 -

Grafico 7. 1. Cambios en el E,,,, (y sus componentes AEs y AAG.,;,) para los
compuestos 40-50 (Figura B.13 del Anexo B) con los diferentes funcionales
empleando a B3LYP-D como referencia. Las barras azules representan AEj,, las
rojas -AAE y las verdes AAG.,,,.

El problema de la energia de solvatacién ha sido previamente estudiado
empleando diferentes modelos de solvente.[!2 131 Se ha observado para los
modelos implicitos un error sistematico para los potenciales de reducciéon que
puede ser cancelado calculando el potencial de reduccién de una reaccién
complementaria de oxidaciéon y emplearlo como referencia interna.[l4 151 Este
procedimiento ha sido aplicado exitosamente para el cdlculo de complejos
organo-metalicos empleando complejos de Fe, Ru e Ir como referencias internas.
En nuestro caso, empleamos la oxidacién del RA naftilo a naftaleno (E%x= 2,42V

vs. NHE, en acetonitrilo).[1¢]

Siguiendo el Esquema 6.3 y empleando la ecuacion 6.15, se computaron
los potenciales de reduccion y se compararon con los valores experimentales.

Una correlacion ideal deberia da una pendiente igual a 1 y una ordenada al origen

184



Estudio del Desempeio de Funcionales de DFT para el Modelado de Aniones

igual a cero. En este caso, los funcionales GGA puros dan buenos resultados,
siendo BLYP el mejor. Por otra parte, para el grupo de los funcionales GGA
hibridos los funcionales B3LYP y B3LYP-D mostraron ser los mas exactos, sin
embargo, estos poseen altos rangos de dispersion. Por su parte, B3PW91 y PBEQ
pueden ser considerados los mas balanceados de este grupo mostrando buena
exactitud y precision. Por Gltimo, a pesar de que la ordena al origen obtenida con
MO06-2X estd cerca del ideal, TPSSh y M06 son los mejores del grupo de

funcionales meta GGA hibridos.

Para el computo de esta propiedad la inclusién de LC y el incremento de
HF en la componente de intercambio no derivaron en una mejoria en la

prediccidn.

En resumen, se pudo ver que la inclusién de una reaccién como referencia
interna arrojo buenos resultados debido a una cancelacién de errores. Por otro
lado, los funcionales que mostraron mejor desempefio fueron los GGA hibridos.
Los resultados podrian ser mejorados si se seleccionara el mejor método para el
calculo de AAG.,;, junto con el mejor funcional para AE. Sin embargo, nuestro
objetivo es emplear un método simple para evaluar potenciales de reduccidn.
Otro factor que podria ayudar a mejorar los resultados es la elecciéon de otras

reacciones de referencia.
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7.4 Conclusiones

En el presente capitulo se presenta una evaluaciéon de diferentes
funcionales de DFT en la predicciéon de AEs y potenciales de reduccion. En una
situacion ideal, podriamos esperar un podio con algunos funcionales que
presenten un buen desempefio para el calculo de estas propiedades. Sin embargo,
como ya es conocido existen funcionales DFT adecuados para cada problema
especifico en vez de un funcional universal que pueda resolver casi todas la

situaciones.

Para el estudio de compuestos con afinidades electrénicas negativas
superiores a -1,75 eV, los funcionales GGA hibridos dan mejores resultados que
los GGA puro (siendo BPW91 el mejor GGA puro), debido a la alta posibilidad de
encontrar aniones tipo V y bajos valores de rangos de dispersién. Entre los
funcionales GGA hibridos debemos destacar el desempefio de B3PW91 con buena
exactitud y precision. Por su parte, B3LYP y B3LYP-D poseen una buena exactitud
pero una pobre precision como se refleja en los valores de dispersion.
Finalmente, se pueden seleccionar a TPSS y M06 como los mejores meta GGA y
meta GGA hibrido, respectivamente. Cabe mencionar que los funcionales doble
hibridos (B2PLYP y mPW2PLYP, considerados de ultima generacién) y el método
ab initio MP2 presentaron un rendimiento muy pobre con una DMA de 0,38 y

0,89 eV, respectivamente.

Para aquellos compuestos con AEs menores a -1,75 eV, que representan
los casos limites, hay mdas posibilidades de obtener buenos valores con los
funcionales hibridos, siendo LC-BLYP el mejor funcional de este grupo. BPW91

presenta el mejor desempefio para el grupo GGA puro y TPSS para los meta GGA.

Finalmente, se pudo observar que los calculos de los potenciales de
reduccién son dependientes de la calidad de la energia de solvatacién computada
de las especias cargadas (aniones y RAs) como evidencian los valores erroneos
del potencial de referencia (valores de ordenada al origen columna 6 de la Tabla
7. 3). Sin embargo, hay una mejora sustancial si se emplea una reaccion de
oxidacién como referencia. Los mejores resultados se obtuvieron con los

funcionales GGA hibridos, especialmente con B3PW91 y PBEO. De los funcionales
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meta GGA TPSSh y M06 mostraron el mejor desempefio. Por su parte, el grupo
GGA puro da buenos resultados, con bajos rangos de dispersién pero altos valores

de DMA.

Finalmente, después de un profundo estudio de diversos métodos, y como
manera de conclusién, se podria recomendar a B3PW91 y M06 como los mejores
funcionales para el modelado de aniones. Ademas, se pudo ver que los
funcionales populares B3LYP y PBEO presentaron un correcto desempefio en el
calculo de las propiedades en cuestion. Particularmente, se debe tener especial

cuidado al usar los funcionales doble hibridos y el método ab initio MP2.
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Los métodos de la quimica computacional son muy utiles en distintos
sistemas de interés organico y bioorganico. La aplicacion del modelado y
simulaciones puede brindar informacién valiosa, que en ocasiones no puede ser
obtenida mediante técnicas experimentales, para el entendimiento de distintos
sistemas. Ademas, mediante la informacién brindada por estos métodos, en
oportunidades, es posible realizar predicciones sobre el comportamiento quimico

y/o fisico de un sistema.

Durante esta tesis se adquirié experiencia en la aplicacion de métodos
computacionales en sistemas organicos y enzimaticos. Mediante estas técnicas, se
estudid, en una primera parte, inhibidores de la enzima AChE y, en una segunda,

aniones organicos inestables.

La primera parte de la tesis se abocé al estudio de complejos entre la AChE
y compuestos orgdnicos naturales y semisintéticos. Ademas, los esfuerzos se

enfocaron en el disefio de un modelo de prediccion de inhibidores duales.

Como se mencioné anteriormente la enzima AChE es unos de los blancos
mas importantes en el tratamiento de la EA. Esta afecta a millones de personas en
el mundo generando dependencia y discapacidad en quienes las padecen. Hasta el
momento solo hay aprobados cuatro fAirmacos, inhibidores de la AChE, aprobados
por la FDA para en tratamiento de dicha enfermedad. Cabe mencionar que estos
tratamientos son paliativos, es decir, mejoran la sintomatologia sin detener el

avance neurodegenerativo de la enfermedad.

Teniendo en cuenta esto es muy importante desarrollar nuevos farmacos
para combatir a la EA, y mejorar la calidad de vida de los pacientes que la poseen.
En este terreno, el disefio racional, basado en procedimientos computacionales,

toma gran relevancia.

En la tesis, los primeros inhibidores estudiados fueron los extraidos de la
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Huperzia Saururus. Experimentalmente, se ha encontrado que dos de los
alcaloides son inhibidores de la AChE, mientras que el uno del ellos no presenta
actividad. Teniendo en cuenta esta informacion, se exploré el modo de unién de
estos compuestos mediante docking molecular. Luego, a través de un refinado de
la energia de uniéon con métodos MM-GBSA y MM-PBSA se discrimind, de mejor
manera, entre los compuestos activos y el inactivo; con preferencia de unién por
dos sitios bien definidos y caracteristicos de la enzima: SA y SAP. Posteriormente,
se llevaron a cabo simulaciones de DM para cada complejo derivado de la unién
de los compuestos en el SA y SAP. La aplicacién del método de MM-GBSA derivé
en un ordenamiento exitoso de las energias de unién respecto a su actividad
experimental. Los compuestos activos mostraron una marcada preferencia por el
SA, donde las interacciones mas importantes fueron con Trp86 y Glu202. A
diferencia del compuesto inactivo, que no present6é una preferencia por algunos

de los dos sitios explorados en las simulaciones.

Posteriormente, se exploraron los modos de unién del alcaloide esteroidal
solanocapsina y sus derivados semisintéticos. Se determind el modo de unién
para cada uno de estos inhibidor duales, encontrandose principalmente dos
(Modo A y B). Como tendencia general, para ambos modos, podemos notar que
los inhibidores se acomodan de tal manera de ubicar la carga positiva en la

cavidad catalitica de la enzima.

Mediante DM se exploraron los distintos complejos y una descomposicién
de la energia de unién por residuo mostré que las interacciones catiéon-n con los
residuos Trp84 y Phe330, y las de van der Waals con Phe331 y Trp279 son las
mas importantes para la uniéon de solanocapsina y sus derivados. Por otra parte,
para los inhibidores hibridos las interacciones destacadas son las de puente

salino con Asp72 y puente hidrégeno con Tyr334 y Ser286.

El ultimo trabajo expuesto, en esta primera parte de la tesis, es el
desarrollo de un modelo de prediccion de inhibidores duales. En primera
instancia, se pudo obtener un modelo lineal, correlacionando energias de unién
obtenidos de una DM y valores de ICso, empleando un conjunto de entrenamiento
conformado por 21 alcaloides esteroidales. Ademas, a través la descomposicion

de la energia de unién se pudo distinguir que las interacciones con los residuos
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Glu199, Trp84 y Phe330 son muy importantes en aquellos compuestos con buena
actividad inhibitoria. Por otro lado, se ampli6 el modelo con la incorporacion de
inhibidores hibridos con tacrina como parte de su estructura. En este caso, las
energias de unién no resultaron adecuadas para llevar a cabo las correlaciones.
Por esta razdn, se emplearon indices de eficiencia para construir el modelo. El
indice AH/masa molecular presenté mejores parametros estadisticos en los

ajustes.

En una segunda parte se evaluaron distintas metodologias
computacionales para el modelado de aniones organicos. Como ya sabemos los
aniones organicos son importantes intermediarios en reacciones polares y de
transferencia de electrones. Desde el punto de vista computacional existen
controversias acerca de cudl de la mejor manera de modelar estas especies
quimicas. Son particularmente conflictivos aquellos aniones inestables respecto
de la molécula neutra de la cual derivan. Para el modelado de estos aniones
inestables se han informado en bibliografia muchas metodologias, las cuales

emplean métodos ab initio y DFT.

En esta segunda parte, se ofrece una evaluacién de diferentes funcionales
de DFT para el modelado de aniones inestables. Para valorar las ventajas y
desventajas de cada método se computan las AEs y potenciales de reduccién de

moléculas organicas de tamafio medio.

Para el estudio de compuestos con afinidades electrénicas negativas
superiores a -1,75 eV, los funcionales hibridos dan mejores resultados que los
puro GGA, debido a la alta posibilidad de encontrar aniones tipo V. Entre los
funcionales hibridos debemos destacar el desempefio de B3LYP-D, B3PW91 y
B3LYP con desviacién media absoluta (DMA) menores a 0,1 eV. Por otro lado,
para aquellos compuestos con AEs menores a -1,75 eV, que representan los casos
limites, se aplicé la metodologia de desolvatacidn, encontrandose nuevamente
que hay mas posibilidades de obtener buenos valores con los funcionales

hibridos, siendo LC-BLYP el mejor funcional para este grupo.

Finalmente, se pudo observar que los calculos de los potenciales de
reduccion son dependientes de la calidad de la energia de solvatacidon de las

especies cargadas. Sin embargo, hay una mejora sustancial cuando se emple6 una
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reaccion de oxidacion como referencia. En este caso, los funcionales GGA hibridos,
mostraron un buen desempeno, especialmente B3PW91 y PBEO. Los funcionales
meta GGA TPSSh y M06 mostraron el mejor desempeifio. Por su parte, el grupo
GGA puro da buenos resultados, con bajos rangos de dispersién pero altos valores
de DMA.
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Anexo A

Figura A. 1. Representacién de las geometria superpuesta de 3.7 en la obtenida de
2.8 en el docking en el SA. En bastones color azul verdoso se representa a 2.8 y en
esferas y bastones a 3.7 (3.7a).

Figura A. 2. Representacion de las geometria superpuesta de 2.8 en la obtenida de
3.7 en el docking en el SA. En bastones color azul verdoso se representa a 2.8 y en
esferas y bastones a 3.7 (3.7b).
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Tabla A. 1. Energias de union obtenidas mediante docking molecular.

SA -12,0 -4,7 -7,9 -28,0 -31,7
3.5 Inactivo
SAP -9,0 -5,3 -7,6 -29,1 -28,8
SA -10,5 -5,3 -4,4 -34,1 -41,5
3.6 296,8
SAP -8,9 -5,7 -7,8 -16,7 -22,8
SA -9,8 -4.8 -6,7 -23,3 -38,2
3.7 32,3
SAP -9,8 -3,1 -8,5 -18,5 -25,8
SA -10,7 -4,1 -7,2 -36,0 -40,4
2.8 0,082
SAP -9,0 -4.8 -6,8 -26,3 -26,7

Tabla A. 2. Energias de unién de los complejos obtenidas con el método de MM-PBSA.
Dindmica molecular.

3.5 93+6,6 -243+35 | 293+66 137+35 | Inactivo
3.6 208+44 222434 | 69+44 154+34 | 2968
277+38 13,8+38
3.7 | 212430 |V 20,7+ 3,0 32,3
b) -31,6 4,0 b) 10,0 +4,0
2.8 469+45 -248t34 | -73+45 162+34 | 0,082
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Anexo B
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Tabla B. 1. Listado de los valores experimentales de AEs de los compuestos mostrados en
la Figura B. 1.

1 1-1-Dicloroetileno -0,76 [1]
2 1-3-Ciclohexadieno -0,8 [2]
3 2-Bromo-1-Propeno -1,31 [3]
4 3-Bromo-1-Propeno -0,6 [3]
5 Acetaldehido -1,19 [4]
6 Acetona -1,51 [4]
7 Adenina -0,54 [5]
8 Bromoetileno -1,17 [3]
9 Cloroetileno -1,28 [1]
10 cis-1-2-Dicloroetileno -1,11 [1]
11 cis-1-2-Difluoretileno -2,18 [6]
12 cis-1-Bromo-2-Buteno -0,68 [3]
13 Ciclobutanona -1 [3]
14 Ciclopentadieno -1,19 [7]
15 Ciclopropeno -1,73 [8]
16 Citosina (vertical) -0,32 [5]
(adiabatica) -0,06
17 Etileno -1,78 [2]
18 Fluoretileno -1,91 [6]
19 Furano -1,76 [4]
20 Isotiazol -0,63 [3]
21 Isoxazol -1,09 [3]
22 Naftaleno -0,19 [4]
23 Oxazol -1,44 [3]
24 Pirazina -0,07 [9]
25 Piridazina -0,32 [9]
26 Pirimidina -0,25 [9]
27 Tiazol -0,8 [3]
28 Tiofeno -1,17 [4]
29 Timina -0,29 [5]
30 trans-1-2-Dichloroetileno -0,80 [1]
31 trans-1-2-Difluoretileno -1,84 [6]
32 trans-1-Bromo-2-Buteno -0,68 [3]
33 trichloroethylene -0,59 [1]
34 Uracilo (vertical) -0,22;-0,19 [5,10]
(adiabatica) 0,15
35 Radical Etilo (adiabatica) -0,26 [11]
36 Radical Isopropilo (adiabatica) -0,32 [11]
37 Radical ¢-butilo (adiabatica) -0,16 [11]
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Tabla B. 2. Listado de los valores experimentales de AEs de los compuestos mostrados en
la Figura B. 2

38 1-4-Ciclohexadieno -1,75 [2]
39 Acido Acetico -1,8 [12]
40 Alleno -1,90 [13]
41 Butirolactona -1,98 [14]
42 cis-1-Bromo-1-Propene -1,49 [3]
43 cis-2-Butene -2,22 [2]
44 Ciclobuteno -2 [8]
45 Ciclopenteno -2,14 [8]
46 Dimetilformamida -2,4 [12]
47 Di-tert-Butil-Peroxido -2 [15]
48 Formamida -2,05 [16]
49 Guanina -1,4 [5,10]
50 Imidazol -2,13 [3]
51 Metil-Vinil-Eter -2,3 [17]
52 Propeno -1,99 [2]
53 Propiolactona -1,9 [18]
54 | trans-1-Bromo-Propeno -1,3 [3]
55 | trans-1-chloro-1-Propeno -1,49 [19]
56 trans-2-buteno -2,1 [4]
57 Etilisocianato -2,63 [20]
58 Acetonitrilo -2,84 [4]
59 Tetrafluoretileno -3 [6]
60 2-Butino -3,34 [21]
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Figura B. 13. Compuestos empleados en el calculo de potenciales de reduccién.
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Tabla B. 3. Listado de los valores de potenciales de reduccién de los compuestos
empleados.

1 1-3 Butadieno -2,56 [22]
2 1-3 Ciclohexadieno -2,71
3 Acrilaldehido -1,19
4 Benzaldehido -1,38 [23]
5 Acetofenona -1,55
6 Malonato de Dimetilo -1,29 [24]
7 Acrilato de Metilo -1,86
8 2-Metil-2-Nitropropano -1,545
9 1-Nitrobutano -1,43
10 Nitroetano -1,4
[25]
11 Nitrometano -1,385
12 Nitrobenceno -0,95
13 1-Metil-4-Nitrobenceno -0,97
14 1,2,4-Triazina -1,39
15 3-Metil-1,2,4-Triazina -1,46
16 1,2,4-Triazina-3-Carboxilato de Metilo -1,18
17 | 5,6-Dimethyl-1,2,4-Triazina-3-carboxilato de Metilo -1,42 [26]
18 1,2,4,5-Tetrazina -0,63
19 3,6-Dimetil-1,2,4,5-Tetrazina -0,79
20 3,6-Dimetil-1,2,4,5-Tetrazina -1,21 [27]
21 Radical 2-Fenil Isopropilo -1,49 [28]
22 Radical Difenil Metilo -0,9 [27]
23 Radical 1-N.N-dimetilanima Metilo -1,76
24 Radical 1-Fenil Etilo -1,36
25 Radical 1,1-Difenil Etilo -1,1
26 Radical 1-metoxi Metilo -1.,06 [28]
27 Radical 9-Fluorenilo -0,52
28 Radical 1-N.N-Metil Fenilamina Metilo -1,79
29 Radical 4-Metoxifenil Metilo -1,51
30 Radical 4-Metilfenil Metilo -1,38
31 Radical 3-Metilfenil Metilo -1,26
32 Radical 4-Fluorofenil Metilo -1,26
33 Radical 4-Clorofenil Metilo -1,16 [29]
34 Radical 4-Acetilfenil Metilo -0,47
35 Radical 4-Cianofenil Metilo -0,53
36 Radical 3-Cianofenil Metilo -0,87
37 3-Trifluormetilfenil Metio -0,96 [30]
38 trans-1,2-Difenileteno -1,96 [31]
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Tabla B. 4. Listado de los valores de potenciales de reducciéon de los compuestos
empleados.

39 1-(p-tolil)etanona -1,96

40 Benzoato de Metilo -2,13 [31]
41 Benzoato de Etilo -2,16

42 Naftaleno -2,42

43 Fenantreno -2,38 [32]
44 Pireno -1,98

45 Pirimidina -2,1

46 Benzo[h]quinolina -1,968 [33]
47 Isoquinolina -1,98

48 Piridina -2,396

49 2,3,5,6-Tetracloro Tereftalonitrilo -0,71

50 1,2,4,5-Tetracloro Benceno -0,5

51 9,10 Diciano Antraceno -0,65

52 2,3,5-Trimetil ciclphexa-Z,S-dieno-lA- 0,51

diona
53 2,6-Dimetil Ciclohexa—Z,S—dieno-lA- -0,39 [34]
diona

54 2-Metil Ciclohexa-2,5-dieno-1,4-diona -0,34

55 Benzoquinona -0,23

56 2-Cloro Benzoquinona -0,1

57 2,6-Dicloro Benzoquinona 0,06
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