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“No te dejes confundir,
busca el fondo y su razon
recuerda: Se ven las caras,
pero nunca el corazon “

Rubén Blades
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1. RESUMEN

La identificacion de la BACEL, una enzima clave en la produccion de los péptidos
B-amiloide (AB), generados por la ruptura proteolitica de la proteina precursora de
amiloide (APP), fue el mayor descubrimiento en el campo del mal de Alzheimer
puesto que esta patologia se caracteriza por la presencia de placas seniles
extracelulares, las cuales se componen principalmente de péptidos AB. Las
hidroxietilaminas han demostrado un gran potencial como candidatos a farmacos
contra esta enfermedad, usando a la BACE1 como blanco. Se empleé la teoria
del funcional de la densidad (DFT) para estimar las energias de interaccién para
los complejos formados entre los inhibidores derivados de la hidroxietilamina y 24
residuos en el sitio activo de la enzima BACE1. Los datos recolectados ofrecieron
una descripcion general y particular que brinda una mirada exhaustiva, desde una
perspectiva cuantitativa, a las interacciones formadas en el sitio activo de la
proteina en cuestion, mostrando al mismo tiempo como son afectadas con las
variaciones estructurales en el ligando. De acuerdo a los célculos efectuados con
el funcional DFT M062X y el conjunto de bases 6-311G(d,p), las interacciones
polares son los mayores contribuidores a la estabilizacion del complejo; Se
destacan aquellas interacciones formadas con los residuos cargados de aspartato,
quienes a través de la formacion de un contacto iénico residuo-ligando ( -110.17 y
-99.39 kcal/mol, en promedio, para la energia de interaccion con ASP289 y
ASP93, respectivamente), contribuyen 86.43% a la sumatoria de las energias de
interaccion promedio. Adicionalmente, la ubicacion en el sitio activo de la enzima
BACEL de residuos polares como ASN294, GLN134, THR133, THR292, THR293,
TYR132, conllevan a la formacion de contactos polares y/o puentes de hidrégenos
por su cadena principal/lateral con diversos fragmentos de los ligandos derivados
de la hidroxietilamina, exhibiendo asi, valores favorables de energia de interaccién
promedio (-5.58, -9.99, -5.09, -6.39, -8.47 y -4.89 kcal/mol, respectivamente),
complementando la red de interacciones polares presentes en el sitio activo de la
enzima BACE1l. En contraste, la interacciéon con el residuo ARG296 resulta en
una gran repulsion i6n-ion (28.92 kcal/mol en promedio) producto de la naturaleza

positiva de las especies interactiantes. Junto con el residuo ASN294, permite
9



brindar una explicacion cuantitativa del porque las sultamas son, en general,
mejores inhibidores que las lactamas; La presencia de dos atomos de oxigeno
convierte a las sultamas en mejores aceptores de puentes de hidrégeno, por lo
gue mejora la interaccion con el residuo ASN294, al tiempo que compensa mejor
la deficiencia de densidad electronica del residuo cargado positivamente ARG296.
La disminucion de la repulsion con ARG296 podria ser un aspecto clave en
estrategias que apunten al diseiio de mejores inhibidores de la enzima en
cuestion. Adicionalmente, las interacciones hidrofobicas juegan un papel crucial
hacia la zona denominada S1 en el sitio activo, donde interactian con un grupo

fenil, fragmento comun en todos los ligandos.

Por otra parte, la comparacion de diferentes funcionales DFT (X3LYP y M062X),
usando el nivel de teoria MP2 como estandar para fuerzas electrostaticas mas
dispersiones, muestra que los funcionales obtienen solo valores comparables para
las interacciones con los residuos cargados (ASP289, ASP93 y ARG296),
mientras exhiben discrepancias con residuos de otra naturaleza. Al contrastar con
MP2 aquellos resultados que presentan grandes diferencias en las energias de
interaccién, se observa que el funcional M062X hace una buena descripcion para
las interacciones hidrofébicas, obteniendo valores comparables a los arrojados

con el MP2 a un bajo costo computacional.

Palabras claves: BACE1l, mal de Alzheimer, hidroxietilaminas, DFT, X3LYP,
MO062X, energia de interaccion, counterpoise.
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2. INTRODUCCION

El mal de Alzheimer (AD, por sus siglas en inglés) es un desorden
neurodegenerativo que se caracteriza clinicamente por la demencia progresiva
que, inevitablemente, conlleva a la incapacitacion y muerte del paciente [1]. Los
aspectos patolégicos mas destacables del AD son la presencia de placas
amiloides y la angiopatia congofilica en la corteza cerebral, mas conocida como
angiopatia amiloide cerebral [2]. Estas placas consisten basicamente de pequefios
péptidos B-amiloide de 4KDa en masa, donde predominan aquellos con longitud
de 40 o 42 aminoacidos (ABR40, AB42); provienen del proceso proteolitico de una
proteina més grande acoplada a la membrana, conocida como Proteina
Precursora Amiloidea (APP, por sus siglas en inglés) [3]. La enzima BACE1, una
aspartil proteasa también conocida como [B-Secretasa o Memapsina-2, es la
proteasa que procesa el APP conllevando a la produccion de los péptidos AB.
Esta proteasa ha sido considerada como blanco terapéutico para el AD en el
disefio de farmacos inhibidores para la reduccion de AB [4]. De acuerdo a su
naturaleza de aspartil proteasa, es decir que los residuos aspartatos son
fundamentales cataliticamente [5], el concepto del mimético del estado de
transicion ha sido la estrategia mas usada para el disefio de inhibidores de
BACEL, una tactica que ha sido empleada en otros sistemas como es el disefio de
inhibidores de otras aspartil proteasas, siendo la proteasa del VIH la mas notable

[6].

Reciente Demont et al. reportaron la primera [7-9] y segunda [10-12] generacion
de hidroxietilaminas (HEAS) que actuan como inhibidores de BACEL, los cuales
muestran gran potencia a nivel nanomolar en cultivos celulares, propiedades
farmacocinéticas favorables y biodisponibilidad oral. A pesar del progreso
significativo en el entendimiento molecular y celular de las HEAs en el AD, no se
han realizado estudios teoricos que permitan brindar una mirada cercana a las
interacciones proteina-ligando de este sistema. Si bien se han intentado hacer
aproximaciones cuantitativas via Docking [13, 14], 3D-QSAR [15] asi como por

energia de interaccion linear [16], no cabe duda que el conocimiento de las
11



energias de interaccion de las HEAs con cada residuo en el sitio activo es de
crucial importancia para entender como la actividad bioldgica es afectada por las
modificaciones estructurales en los inhibidores y més aun, para determinar cuales
residuos son esenciales en el sitio activo de la enzima en cuestion de acuerdo a

su contribucién a la energia total de interaccion.

El presente trabajo pretende no solo quiere contribuir al disefio racional asistido
por computadores de nuevos inhibidores de la BACEL sino también explorar en
detalle las interacciones de su sitio activo, para este propésito se llevo a cabo un
andlisis cuantitativo teérico, al nivel de mecénica cuantica, de las energias de
interaccién para un conjunto representativo de complejos HEAs - BACE1, usando
los funcionales de la teoria del funcional de la densidad (DFT, por sus siglas en
inglés) M062X [17]y X3LYP [18], para propdsitos comparativos, los cuales
mejoran, en relacién al tradicional método B3YLP [19], algunos aspectos tales
como dispersiones de London y puentes de hidrogeno, respectivamente,
elementos claves involucrados en la descripcion de los fenomenos de interaccion

proteina-ligando.

Los resultados tedricos obtenidos en este estudio estan acorde con las
observaciones experimentales reportadas en el sitio activo de la enzima BACE1
[20]. Un caso destacable, por ejemplo, es el papel de residuos cargados de
aspartato, los cuales contribuyen individualmente con un poco mas del 40% de la
sumatoria de las energias de interaccion. Visto desde una perspectiva biologica,
se demuestra que la presencia de estos residuos es fundamental en el sitio activo
de la enzima BACEL, al momento de cumplir con su funcién bioldgica, por lo que
la interacciones con estos residuos deben ser estrictamente consideradas a la
hora de proponer nuevas estructuras moleculares con propiedades inhibitorias.
Adicionalmente, la modulacién de la gran repulsiéon del tipo i6n-ién de los HEAs
con el residuo cargado positivamente ARG296 puede ayudar a mejorar la

estabilidad del complejo proteina-ligando.
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3. BACE: La B-secretasa en el mal de Alzheimer

El AD es un sindrome degenerativo del cerebro, el cual fue descrito por primera
vez por Alois Alzheimer en 1906 y que afecta mas de 37 millones de personas
alrededor del mundo [21]. Este sindrome, se caracteriza por la demencia
progresiva que conlleva inevitablemente a la incapacitacion y, posteriormente, la
muerte. Se observa en la necropsia que la masa de los cerebros en pacientes con
AD se reduce significativamente comparada con aquellos que no la padecen.
Adicionalmente, se presenta una atrofia extendida a través de las regiones del
cerebro involucradas en la funcién cognitiva del mismo [22]. La pérdida de
neuronas y sinapsis en el curso de la enfermedad es responsable por la demencia
progresiva que, lentamente, roba a sus pacientes la memoria, personalidades y
eventualmente sus vidas. De acuerdo a las estadisticas de AD la mayoria de los
casos de demencia son diagnosticados en edades superiores a los 60 afios v,

normalmente sus sintomas son confundidos con los de la vejez [23].

Para efectos del tratamiento del AD se han considerado dos teorias. La "hipotesis
colinérgica" y la "hipétesis amiloidea". La primera relaciona la neurodegeneracién
con la pérdida de la neurotransmision colinérgica mientras que la Ultima
correlaciona la formaciéon del péptido B-amiloide (AB) con la progresion de esta
enfermedad; De acuerdo a la hipétesis colinérgica, la deterioracion de las
neuronas colinérgicas en el cerebro basal anterior y la pérdida asociada de la
neurotransmision colinérgica en la corteza cerebral y en otras areas, contribuyen
de manera significativa a la neurodegeneracion en AD [24]. Por otra parte, existen
muchas evidencias de la participacion de la cascada amiloide en la progresion del
AD. La proteina precursora de la amiloide-B (APP) es una proteina multifuncional
asociada con la viabilidad, crecimiento y funciones de las células neuronales
centrales. De acuerdo a la segunda hipétesis la interrupcion del APP es asociada

con la aparicion del AD [25].
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Normalmente la enzima a-secretasa corta el APP en la forma sAPPa y el
fragmento acoplado a la membrana CTF83; luego la y-secretasa corta el CTF83
en el péptido p3 y la especie CTFy. El fragmento sAPPa activa la NF-kB el cual es
relacionado a un efecto neuroprotectivo. En la condicion patolégica de AD, el APP
es primero clivado* por la B-secretasa a la forma sAPPR y el fragmento acoplado a
la membrana CTF99. A su vez, el fragmento CTF99 es luego clivado por la y-
secretasa para formar péptidos AP secretables. Luego, en medio hidrofilico los
péptidos AP hidrofébicos se polimerizan espontaneamente en oligdbmeros
neurotéxicos [26]. La interferencia de estos oligobmeros con los neurotransmisores
en el proceso de sinapsis resultan en muere celular y pérdida de memoria [27].

La agregacion de péptidos AB conlleva a la formacion de placas neuriticas
compuestas por un nucleo oligomerico rodeado de neuritis distréfica, microglia
activada y astrocitos reactivos. Las placas, poco solubles, dispararian la cascada

neurodegenerativa responsable del AD [28].

3.1. Clivaje proteolitico del APP y produccién de A

La AB deriva de un clivaje secuencial de una simple proteina de transmembrana
precursora de amiloide por la enzima B y y secretasa (Figura 1). En este camino
de senalizacion amiloidogénica, la APP es clivada por la B-secretasa, entre los
residuos MET671 y ASP672 para generar un derivado amino terminal de la APP
secretado (sAPP), y un fragmento C-terminal insertado en la membrana (B-CTF),
de 99 aminoacidos de largo (C99). EI C99 es luego clivado por la y-secretasa
intramembranosa, la cual corta alrededor de los residuos de la APP 711-713 para
producir el péptido AB (Figura 1.), principalmente AB1-40 amino&cidos de largo
(AB40), con una pequefa cantidad de AB1-42 (AB42). Esta ultima especie, AR42,

esta incrementado en la mayoria de los casos de formas hereditarias autosémica

¥ Del verbo clivar que connota cortar. Termino cientifico ampliamente usado en el campo de la
biologia, bioquimica y quimica. Algunas referencias: http://bit.ly/pGOaqdb; http://bit.ly/[K73UZ;
http://bit.ly/mnpUaA; http:/bit.ly/ITWTd; http://bit.ly/mtIbIK; http://bit.ly/mSLd9D
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dominante de AD familiar (FAD), es mas amiloidogénica y se cree es la mayor
especie neurotoxica en AD. El procesamiento del APP por parte de la B-secretasa
puede también ocurrir dentro de la secuencia de AB, en el sitio B’ entre TYR681-
GLU682 (Figura 1).

A

APP SAPPB APP SAPPq.

smmmen!| ] ] mmms= =

p3

extracelula
JIIII DIII

oy { i ( (U o

il [ fl/'/

citosol

AICD

\
a-secretasa y/e-secretasa

BACE1 BACE1
BACE2 BACE2

Figura 1. Clivaje de la APP: A. Procesamiento amiloidogénico y no-
amiloidogénico de la APP; B. Representacion esquematica de la secuencia
primaria de la APP desde el aminoacido 677 hasta el 726.

La ruta alternativa de sefalizacion no-amiloidogénica cliva el APP dentro de la
secuencia AR entre los aminoacidos 16 y 17, generando un APP secretado

derivado sAPPq, y un CTF mas corto de 93 aminoacidos (C83), el cual es
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subsecuentemente clivado por la y-secretasa para formar un péptido no-
amiloidogénico de 3kDa (p3). Un fragmento carboxi terminal (AICD) puede ser
generado a partir de ambos procesos a través del procesamiento de la y/e-
secretasa (Figura 1). Aunque AB es producido normalmente en el sistema
nervioso central (CNS), las rutas a y B pueden competir por el sustrato APP. Se
cree que el APP es clivado preferencialmente a través de la ruta no-

amiloidogénica cerebros normales, inclinandose en AD por la ruta amiloidogénica.

3.2. Terapias contra el Mal de Alzheimer

Muchos laboratorios han evaluado una alta cantidad de compuestos como
potenciales farmacos contra el AD. Sin embargo, los reportes que datan hasta el
2009 no muestran una droga que actie de manera efectiva para el tratamiento de
la misma [24]. Histéricamente, los inhibidores de la acetilcolinesterasa (AChEIs)
fueron el primer grupo de farmacos comercializados para el tratamiento de esta
patologia. Los AChEIs aumentan la concentracion y tiempo de accion de la
acetilcolina (ACh) en la hendidura sinaptica. Como consecuencia, se estimulan
los receptores colinérgicos (disminuidos en AD), reduciendo el crecimiento de
agregados AP [29]. Algunos AChEIs como tacrina (First Horizon Pharmaceuticals),
donepezilo (Eisai/Pfizer), rastigmina (Novartis) y galantamina (Johnson&Johnson)
son comercializados para el tratamiento sintomatico del AD [21]. Nuevas
generaciones de compuestos con nuevos enfoques estan siendo disefiados, que
en conjunto, seria una correlacion de las hipétesis colinérgica y amiloide; Los
agonistas colinérgicos y AChEIls pueden estimular la sefalizacion no
amiloidogénica y reducir la biosintesis amiloidogénica de compuestos en el
cerebro [29].

3.3. LaBACE1l como blanco
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Desde el descubrimiento de la BACE1 hace aproximadamente una década y la
elucidacion de su estructura cristalina en el 2002 [30], se ha incrementado el
conocimiento sobre esta enzima y su entorno, al punto de diseflar pequefas
moléculas capaces de penetrar la barrera hematoencefalica al tiempo de tener
suficiente potencia para inhibir la generacion de AB in vivo [24]. Pese a estos
esfuerzos, actualmente no hay un tratamiento rutinario para el tratamiento de AD.
Sin embargo y ante al reto farmacocinético de disefio, existe en pruebas clinicas
un inhibidor de la BACEL, llamado GSK188909 (Figura 2), el cual ha confirmado a
la BACE1 como un buen blanco terapéutico al tiempo que ha arrojado nuevos
datos al ciclo de disefio [31]. Por otra parte, el hecho de que la enzima en cuestion
tenga mdultiples sustratos aumenta su importancia para tratar otras enfermedades,

tales como la esquizofrenia.
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Figura 2. Estructura para el inhibidor GSK188909 (2VNM)

Estudios recientes han determinado que los niveles de la proteina BACEL y su
actividad estan elevados en aproximadamente dos oOrdenes de magnitud en
cerebros con AD [32-34], lo cual sugiere la posibilidad de que el incremento de la
BACE1 podria iniciar o acelerar la patogénesis del AD. Adicionalmente, estudios
de mutagénesis sobre la APP llevan a un aumento en la actividad clivadora de la
BACEL, lo que sugiere que la actividad elevada de la proteina puede conllevar al
AD. Otros resultados sugieren que la BACE1 es una proteina de respuesta al
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estrés, esto es que los niveles de la enzima son incrementados por el estrés
oxidativo [35], isquemia [36], apoptosis [37] y lesiones traumaticas del cerebro
[38].

La B-secretasa como blanco terapéutico ofrece varias ventajas: primero, inicia la
produccién de AP sin ninguna actividad compensatoria, demostrado por la
ausencia de AB en los experimentos de supresion del gen de la -secretasa [39];
La inhibicion de este blanco deberia lograr la reduccién de AB y por tanto
representar una buena terapia para esta enfermedad, y la inhibicion de la BACE1
eliminard los pasos intermedios perjudiciales en la patogénesis del AD. Segundo,
la supresion del gen 3-secretasa en ratones produce solo pequefios cambios en el
comportamiento, sugiriendo la posibilidad de pacientes sanos tras una inhibicion
parcial de la actividad de la proteasa con un farmaco. La infusion directa de
inhibidores de la BACEL en el cerebro de ratones adultos reduce en gran medida
los niveles de AB pero no hay cambios en la mielinacién de los axones [40].
Tercero, en vista de los precedentes exitosos en el desarrollo de la proteasa del
VIH, también una proteasa aspartica, la posibilidad de desarrollar un inhibidor

clinicamente util parecen buenas.

La B-Secretasa y APP son ambas proteinas de transmembranas de tipo 1
presentes en la superficie celular. La hidrolisis del APP por la B-secretasa, sin
embargo, toma lugar intracelularmente, luego de que las proteinas son
endocitosadas en los endosomas o en el reticulo endoplasmatico y el aparato de
Golgi [41]. Los compartimientos subcelulares donde se da la funcion de la BACE1
tienen un interior acido, cerca del pH 6ptimo para la actividad de la proteasa. Un
farmaco inhibidor de la BACE1l deberia idealmente ser capaz de penetrar las
membranas subcelulares para alcanzar los de sitios de produccion de AP.

Adicionalmente, puesto que la mayoria de AB en el cuerpo es producido en el
cerebro, un inhibidor de la B-secretasa debe tener la habilidad para penetrar la

barrera hematoencefalica (BBB, por sus siglas en inglés).
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En adicion al APP, BACEL1 tiene otros sustratos, cuya identificacion resulta util no
solo para la evaluacién de la toxicidad potencial basada en el mecanismo de
inhibicién de la BACEL, sino también para el disefio de inhibidores més potentes y
selectivos. La existencia de multiples sustratos sugiere una variedad de funciones
fisiolégicas para la enzima de estudio: Diferentes estudios indican que los
sustratos de BACEL son proteinas acopladas a la membrana, tales como los
homologos al APP, APLP1 y APLP2 [42], neurogulina-1 (NRG1) [43], neurogulina-
3 (NGR3) [44], entre otras [45, 46], todas acopladas en la membrana del Golgi.

3.4. Estructuratridimensional de BACE1l

Tener una idea de la estructura tridimensional de la BACE1 es de vital importancia
para entender como trabaja cataliticamente, y en el disefio de nuevos inhibidores,
los cuales puedan bloquear la actividad de la BACE1 como terapia para el AD. Se
han determinado por cristalografia de rayos-X numerosas estructuras de
complejos BACE1, asi como residuos y regiones que son importantes para
especificidad y protedlisis del sustrato [30, 47-51]. Hasta la fecha, hay mas de 70
estructuras de BACE1 en complejo con un inhibidor y siete sin inhibidor en el

banco de datos de proteinas protein data bank (http://www.rcsb.org/) [52]. El

numero de estructuras cristalinas de BACE1 es un testimonio de la variedad de

compuestos, candidatos a farmacos, probados contra la B-secretasa [53].

HO. .o 0
NH, HO
0 0 OH 0 0

o NH\E)J\NH NHJK/L”,NH)LNH NH‘;/U\OH

O o 0 : o e
| e
Figura 3. Estructura de la molécula OM99-2. Péptido inhibidor, analogo al estado
de transicion, de 8 residuos de largo.
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La primera estructura de rayos-X de la BACE1, determinada a una resolucion de
1.9A, fue la de un complejo con el inhibidor, analogo del estado de transicion, de
ocho residuos de largo (OM99-2) [50]. ElI OM99-2 (Figura 3) es un péptido P, — P4’
(P4-P3-P2-P1*-P1’-P2’-P3’-P4’) basado en la composicion de aminoacidos del
APPswe  (GLU-VAL-ASN-LEU*ALA-ALA-GLU-PHE) pero incorporando un
hidroxietileno(*) isostero no-clivable en P; y P;’, bloqueando el punto normal de
clivaje de la BACELl entre P; y P;. Luego, se identificaron los subsitios de la
enzima con ocho residuos ?° e inhibidores del estado de transicién mas largos [51],
al igual que se ha estudiado la estructura cristalina de la enzima BACE1 libre [48,
50]. Estos estudios de estructuras cristalinas muestran que la BACEL tiene una
fuerte conservacién con las proteasas asparticas Al, para la cual la pepsina es el
prototipo, y mas recientemente con la BACE2 [54]. La Figura 4 muestra los
principales aspectos estructurales de las enzimas BACEL, BACE2 y pepsina a
través de los diagramas de lazos. Las regiones incluyen en comun: la
conformacion y localizacion de la diada catalitica de aspartatos en el medio de la
hendidura del sitio activo entre los lI6bulos N- y C-terminales, y un escudo del sitio
activo compuesto por una horquilla de ciclo antiparalelo flexible, conocida como
region de hoja [50, 54]. EI alojamiento en conjunto de los ocho residuos del
sustrato péptido (P1 — P4) ocurre en S; — Sz y, P’ — P4 en los subsitios de la
enzima S;’ — S, de manera similar a las proteasas asparticas. Por lo tanto, los
puentes de hidrégeno entre los aspartatos del sitio activo, asi como 10 adicionales
en otras partes de la cavidad, son un rasgo altamente conservado en las enzimas
comparadas. Hay diferencias claves entre la BACE1 y las otras aspatrtil proteasas,
las cuales deben ser utilizadas en el disefio de posibles inhibidores de la BACEL.
La diferencia mas obvia es la superficie mas grande de la BACE, debido a la
presencia de cinco inserciones (cuatro giros y una hélice), todas en el I6bulo C-
terminal, en adicion a la presencia de una extension C-terminal de 35 residuos,
estd Ultima altamente ordenada y posibilita la formacién de un tronco con el
dominio de transmembrana [50]. Es mas, aunque la organizacion general del los
subsitios del sitio activo es similar a otras proteasas asparticas, su especificidad y

conformacion muestran diferencias claves [30, 48-50]. De hecho, el sitio activo de
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la BACE1 es mas largo, considerando zonas adicionales (Ss — S7), y aunque
trabaja bien con el sustrato de ocho residuos como es normal en otras aspartil
proteasas, también puede acomodar residuos adicionales dentro de la cavidad
(11) [51]. La mayor apertura del sitio activo ocurre debido a las diferencias
estructurales cercanas a los subsitios antes mencionados y, a la ausencia de una
constriccién de un giro hélice en la pepsina a través del sitio activo (Figura 4) [30,
48-50]. Los espacios S; y Ss consisten basicamente de residuos hidrofébicos y su
conformacion es similar a la pepsina. S; y S, son mucho mas hidrofilicos que
estos subsitios en otras aspartil proteasas, donde S, en BACEl y BACE2
contienen ARG (ARG296, ARG310, respectivamente), ausentes en otras
proteasas asparticas y conectadas a un clivaje mas efectivo de la APPswe
comparado al APP normal [50, 54, 55]. Las zonas Ss — S; se localizan en la
vecindad de la interposicion de la hélice, una region también ausente en otras
aspartil proteasas Al, y se cree contribuye al reconocimiento del sustrato y
acoplamiento del estado de transicion [51]. Las hojas flexibles las cuales cubren
los sitios activos de todas las aspartil proteasas Al contribuyen a la especificidad
hidrolitica y acceso del sustrato, se piensa que se abre para permitir el acceso del
sustrato/inhibidor, y se cierra cuando se acopla el sustrato/inhibidor, y se vuelve a
abrir para liberar el producto hidrolitico. Sin embargo, los detalles de los
mecanismos son inciertos. La posicién de hojas de la BACE1 puede diferir en el
rango de 4.5 a 7A en la punta cuando se compara la forma unida al inhibidor del
estado de transicion con la apo de la enzima en cuestion [49]. Un residuo
conservado en la punta de las aspartil proteasas, TYR71, forma puentes de
hidrogeno con el sustrato/inhibidor en las posiciones P; y P,’ de la BACE1, de tal
modo que sella mecanicamente la “tapa cerrada”. La posicién abierta es estrecha
y establecida por puentes de hidrogeno internos en la hojay con la TYR71. Una
region paralela a la cadena lateral en la BACE1 (también en la BACE2) conocida
como tercera hebra (Figura 4) forman puentes de hidrogeno con residuos en la
hoja y residuos del sitio activo, de modo que influencian y estabilizan la apertura y
cerrada de la enzima [49]. Otra regién de flexibilidad compartida entre la BACEL y

BACE2, mas que todo importante en el reconocimiento y procesamiento del
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sustrato APP, es conocida como giro 10s (por su término en ingles 10s loop), el
cual forma parte de la cavidad hidrofobica S;. Adicionalmente, presentan
diferencias sutiles en la composicion de aminoacidos entre BACE1 y BACE2, y

podria estar involucrada en la discriminacion de su sustrato.

Pepsina

Region de hoja

Sitio activo Region de hoja  sitio activo

Region de hoja Sitio activo

Pepsina BACEA1 BACE2

Tercera hebra Tercera hebra“ .

Region de hoja

Sitio activo

Citosol

Region de hoja Region de hoja

Sitio activo Sitio activo

Figura 4. Aspectos estructurales de la BACEL y su comparacion con la pepsina y
BACE2.

3.5. Inhibidores de la B-secretasa

Las enzimas BACE1 (B-Amyloid cleaving enzime-1), por sus siglas en ingles y
BACE-2, son las dos isoformas de la B-secretasa identificadas hasta ahora. La

BACE1 pertenece a la familia de las aspartil proteasas y es la isoforma mas
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predominante en el cerebro; la BACE-2 juega un papel marginal en el AD [39]. El
hallazgo de que los inhibidores de la BACE1 reducian los niveles de AR40 y AB42,
a inicios del siglo XXI, impulsaron la blusqueda de nuevas moléculas inhibidoras
para el tratamiento del AD [56]. Tanto los grupos de académicos como
industriales han sintetizado inhibidores peptidomiméticos de la B-secretasa. Esta
estrategia es basada en el disefio de polipéptidos truncados los cuales portan
fragmentos que mimetizan el estado de transicion del complejo BACE1 con la APP
[24]. Sin embargo, el disefio de polipéptidos enfrenta multiples problemas, tales
como el cruce de la barrera hematoencefalica, asi como baja disponibilidad oral y
susceptibilidad al transporte por la glicoproteina-P [57]. El disefio de inhibidores
no-peptidomiméticos se ha propuesto como una alternativa valida para superar
los inconvenientes farmacocinéticos asociados a los polipéptidos, convirtiéndose
en un area que ha generado muchas publicaciones y patentes hasta el presente
[5, 24, 58-62].

Un inhibidor exitoso de la B-secretasa debe ser pequefio, potente y un anélogo
selectivo al estado de transicién, con buenas propiedades farmacéuticas y
penetracion de la membrana; EI pequefio tamafio, menor que 500Da, permitiria
el libre paso a través de la BBB; sin embargo, la experiencia en el desarrollo de
farmacos inhibidores de la proteasa del VIH muestra que la coleccion de todas las
propiedades deseadas, antes mencionadas, requiere un tamafio de entre 600 a
700Da. Por fortuna, algunos compuestos dentro de este rango pueden pasar a
través de la BBB, tal es el caso del indinavir, un inhibidor de la proteasa del VIH
[63]. Una alta potencia, con un valor de Ki en el rango de nmol/L, minimizara la
dosis efectiva y, por tanto, los efectos secundarios. En el tema de selectividad, no
se espera que los inhibidores miméticos de la B-secretasa inhiban de manera
significativa otras proteasas debido a las diferencias estructurales presentes en el

sitio activo (Seccién 3.4).

La presencia en humanos de un numero selectivo de proteasas ofrece una ventaja

en el disefio de inhibidores selectivos. El acople de los inhibidores de la BACEL a

23



la pepsina y gastricsina no preocupa en el proceso, puesto que estas proteasas
solo estan presentes en los jugos gastricos en su forma activa, pero rapidamente
se desnaturalizan al entrar al intestino donde liberan los inhibidores acoplados. La
renina, una importante proteasa aspartica en la regulacion de la presion
sanguinea, tiene una alta especificidad asi que no sera inhibida por los inhibidores
de la pB-secretasa. Las principales aspartasas que requieren analisis de
selectividad son la memapsina 1 (BACE-2) por alta homologia con la BACE1 y la

catepsina D por su presencia ubicua en casi todas las células.

N
w

Figura 5. Inhibidores de la enzima BACE1basados en el péptido OM99.2

Los inhibidores de la primera generacion, OM99-2 [64](Figura 3) y OMO0O0-3
[65], fueron disefiados como analogos del estado de transicion usando la

preferencia de los residuos de la B-secretasa en ocho subsitios y un isostero del
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hidroxietileno. Estos inhibidores son en realidad muy potentes con valores de Ki
de 1.6 y 0.3 nmol/L, respectivamente, y proveen un punto de partida excelente
para la evolucion de la estructura de los inhibidores asi como sus propiedades.
Ademas la estructura cristalina de estos dos inhibidores enlazados a la BACE1
provee informacion detallada sobre las interacciones a nivel atbmico. Muchas de
estas interacciones deben ser preservadas en el disefio de futuros inhibidores.
Modificaciones en el compuesto OM99-2 (Figura 5) a través restricciones en los
grados de libertad del inhibidor al introducir anillos en su estructura, al igual que
sustituciones en la parte polar llevan a mejorar ciertas interacciones en el sitio
activo de la BACEL, asi como su selectividad por la BACEL en relacion a las
enzimas BACE-2 y Catepsina-D [66, 67].

3.5.1. Las hidroxietilaminas como inhibidores de la BACE1

Los isosteros de la hidroxietilaminas son una familia de inhibidores de la enzima
BACE1 con perfiles farmacocinéticos favorables, de hecho el inhibidor
GSK188909 (Figura 2) fue el primero con biodisponibilidad oral capaz de disminuir
los niveles de AB en el cerebro de ratones transgénicos [68] y, con buena
selectividad respecto a las enzimas BACE2 y Catepsina-D [69]. Adicionalmente,
el disefio de los mismos se hace, en la mayoria de las veces, a través de estudios
de estructura-actividad y soportado en el entendimiento de las interacciones del
sitio activo de las estructuras de difraccion de rayos-X de complejos
inhibidor/BACEL. La Figura 6 muestra algunas hidroxietilaminas reportadas por

diversos grupos de investigacién [70-73].

Las hidroxietilaminas como inhibidores de la B-secretasa constituyen el conjunto
de estudio, siendo mas especifico, aquellas reportadas por Demont et. al [7-
12]. En este proyecto, llevado a cabo en la compafiia GlaxoSmithKline R&D

(www.gsk.com) por el Centro de Neurologia y gastrointestinales de Excelencia

para el Descubrimiento de Medicamentos, se encargan del disefo, sintesis,

pruebas de actividad biol6gica y cristalizacion de complejos proteina-ligando. Las
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moléculas reportadas, producto de afios de investigacion, fueron clasificadas
cronolégicamente en dos generaciones: En la primera [7-9] generacion el objetivo
era incrementar la potencia de los inhibidores mientras que en la segunda [10-12],
el enfoque consistio en mejorar las propiedades farmacocinéticas de los mismos.

La estructura de los inhibidores de estudio se muestra en la Tabla 2.
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Figura 6. Inhibidores de la enzima BACEL derivados de las hidroxietilaminas.

En la actualidad, se pueden realizar estudios de las propiedades de sistemas
macromoleculares complejos (proteinas, cadenas de ADN y ARN, complejos

proteina-ligando, etc) haciendo uso de herramientas computacionales (dinamicas
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moleculares, acoplamientos moleculares, QSAR, entre otros) las cuales nos
brindan perspectivas del sistema de estudio que pueden llegar a ser inalcanzables
a través de la experimentacién [74-76]. El objeto de estudio de la presente
investigacion radica en hacer un modelado de las interacciones ligando-residuo,
cuantitativamente hablando, de un conjunto de hidroxietilaminas que actian como
inhibidores de la enzima BACEL.

4. Modelado Molecular y Quimica Computacional

La definicibn actualmente aceptada de modelado molecular fue propuesta por
Pensak [77]: "modelado molecular es algo que requiere el uso de un computador
para dibujar, describir o evaluar algun aspecto de las propiedades de la estructura
de una molécula". Los métodos usados hacen relacion a la generacion automéatica
de estructuras, andlisis tridimensional (3D) de bases de datos, construccién de
modelos de proteinas basados en secuencias homoélogas, analisis de diversidad,
acoplamiento de ligandos, etc. Por lo tanto, el modelado molecular es considerado
como un campo interesado en el uso de todo tipo de diferentes estrategias para
modelar y para deducir informacion de un sistema a nivel atdbmico. En otras
palabras, es posible concluir que la quimica computacional es el nucleo del
modelado molecular: la disciplina incluye todas metodologias usadas en la
quimica computacional, tales como el calculo de la energia de un sistema
molecular, minimizacién energética, métodos de Monte Carlo o dinamicas
moleculares, e incluso, la identificacion de fragmentos biomoleculares
involucrados en la interaccién con un receptor especifico permite comprender el
mecanismo responsable de la actividad bioldgica para una molécula de estudio. A
Su vez, este conocimiento tiene por objeto disefiar nuevas moléculas activas que
puedan ser usadas exitosamente como farmacos. Debido a que la exactitud de la
simulacién esta limitada a la precisién de los modelos construidos, cuando es
posible, las simulaciones computacionales tienen que ser comparadas con

resultados experimentales para confirmar la exactitud del modelo y para
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modificarlos si es necesario, con el fin de obtener mejores representaciones de los
sistemas que se estudian. Cuando no se necesita que las reacciones quimicas
sean simuladas, la mecénica clasica puede describir el comportamiento de los
sistemas biomoleculares. Este modelo matematico es bien conocido como
mecanica molecular, y puede ser usado para computar la energia de sistemas que
contienen una gran cantidad de atomos, tales como moléculas o sistemas
complejos de interés bioquimico y biomédico. En contraste a la mecanica cuantica,
la mecanica molecular ignora los electrones y computa la energia del sistema solo
como una funcidn de las posiciones nucleares. Entonces, es posible tener en
cuenta de una manera implicita los componentes electrénicos del sistema por
medio de una parametrizacion adecuada de las funciones de energia potencial. El
conjunto de ecuaciones y parametros los cuales definen la superficie potencial de

una molécula son llamados campos de fuerza (seccion 4.3).

4.1. Métodos de Simulacién computacional

La simulacion computacional es herramienta poderosa y moderna para resolver
problemas cientificos puesto que se pueden realizar célculos de propiedades de
nuevos materiales sin sintetizarlos. Uno de los objetivos de las simulaciones
computacionales es reproducir experimentos para elucidar los detalles
microscopicos invisibles y aun mas, explicar los experimentos. Por otro lado, las
simulaciones pueden ser Utiles como una herramienta predictiva. Los métodos
mas ampliamente usados para sistemas moleculares son el método de Monte

Carlo, dindmicas Brownianas y dinamicas moleculares.

El método de Monte Carlo, en un sentido general, es una técnica numérica que
usa una secuencia de nameros aleatorios para calcular sus resultados. En nuestro
contexto, La técnica de muestreo de Monte Carlo genera un largo niumero de
configuraciones o microestados de sistemas equilibrados, por medio del paso de
un microestado a otro en un conjunto estadistico particular. Se hacen cambios

aleatorios a las posiciones de las especies presentes, junto con sus orientaciones
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y conformaciones. Las cantidades de interés pueden ser promediadas sobre
estos microestados. Las ventajas de la técnica de simulacion de Monte Carlo son
principalmente la facilidad para simular diferentes diversos sistemas quimicos y

fisicos, asi como la flexibilidad en la escogencia de las funciones de muestreo.

La dindmica Browniana es una estrategia eficiente para la simulacion de grandes
moléculas poliméricas o particulas coloidales dentro de una pequefia cantidad de
solvente. En esta, el solvente es tratado como un continuo viscoso, el cual disipa
energia al moverse las macromoléculas o particulas inmersas en él. El
movimiento Browniano de las macromoléculas, producido por las colisiones
aleatorias con las moléculas del solvente, estd imitado por una fuerza estocastica

generada por numeros pseudo-aleatorios.

La dinamica molecular es el método de simulacién molecular mas detallado, el
cual computa el movimiento de las moléculas y/o atomos individuales a través de
las ecuaciones de movimiento de Newton, quienes permiten describir la posicidén y
el momento para un gran namero de particulas en un sistema aislado o acoplado
usando condiciones de frontera peridédicas. Las ecuaciones de movimiento para
estas particulas, quienes interactlian unas con otras por potenciales intra- e inter-
molecular, pueden ser resueltas con precision haciendo uso de varios métodos de
integracion numeérica, tales como los métodos comunes predictor-corrector o
Verlet. Las dinamicas moleculares evallan eficientemente diferentes propiedades
configuracionales y cantidades dinamicas, que no pueden ser obtenidas
generalmente por el método de Monte Carlo. Es una herramienta que puede ser
usada para comprender la fisica macroscoépica desde un punto de vista atomico.
Adicionalmente, las MD tienen muchas aplicaciones, sobre todo la de calcular
propiedades termodinamicas de gases, liquidos y sdlidos; estructura y dinamicas

de macromoléculas, por ejemplo, polimeros, ADN, proteinas, entre otras.
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4.2. Disefio de farmacos asistido por computadora

El reconocimiento molecular es central para la biologia, formando las bases, por
ejemplo, para el control hormonal de o6rganos, especificidad en la catalisis
enzimatica, entre otras. También ofrece un mecanismo poderoso para el control
exogeno de sistemas biologicos, y muchas medicaciones y pruebas biolégicas que
actuan generalmente a través del acople a un blanco macromolecular especifico.
De hecho, el descubrimiento de un ligando que se acople a una proteina blanco
con alta afinidad es la principal preocupacion en las etapas tempranas para el
descubrimiento de farmacos. Sin embargo, el descubrimiento de una pequefia
molécula que se acople fuertemente al tiempo que mantiene sus propiedades
farmacocinéticas, puede ser un reto mayor y sobretodo, muy costo [77]. Los
métodos computacionales pueden ayudar a acelerar este proceso por el uso de
inteligencia artificial y aprendizaje automatico, al igual que por simulaciones y
modelado. En particular, el moldeamiento basado en la estructura usa las
coordenadas atémicas tridimensionales de una proteina especifica para calcular la
energia libre de acople de un ligando propuesto, o al menos jerarquizar ligandos
candidatos de acuerdo a sus afinidades predichas para el blanco. Esta
informacion esta luego disponible para guiar el disefio molecular y sintesis.
Idealmente, los métodos computacionales serian igual de exactos que los
experimentales, con una correccién en la afinidad de acople de +1 kcal/mol, pero
este objetivo aun no ha sido alcanzado. De hecho, calcular la afinidad proteina-
ligando es una tarea dificil: La razén radica en que es necesario considerar un
largo nimero de interacciones presentes en el sistema de estudio, como son
aguellas presentes entre las especies (proteina y ligando) aisladas con las
moléculas de agua y contraiones circundantes. De igual manera, es necesario
estimar la energia de desolvatacion del sitio activo de la proteina, es decir, aquella
relacionada con el desplazamiento de las moléculas de agua que se da una vez el
ligando entra al sitio de union de la proteina. Adicionalmente, es necesario
considerar las fuerzas interatdbmicas de largo y corto alcance presentes en el
sistema de estudio. Finalmente, es importante recordar que la proteina y el ligando

son flexibles y poseen muchos grados de libertad, por lo tanto, la exploracion de
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todas las conformaciones potencialmente relevantes resulta en un gran reto
computacional puesto que las funciones de evaluacion de la afinidad de acople
deben considerar la naturaleza de las especies interactiantes y las diferentes
conformaciones moleculares posibles que puedan adoptar en el proceso de
acople. [78, 79]

El disefio de farmacos asistido por computadoras, conocido a menudo como
disefio basado en la estructura, involucra el uso de la informacién bioquimica de
las interacciones ligando-receptor con el fin de postular ligandos refinados. Por
ejemplo, si conocemos el sitio de acoplamiento, la complementariedad del ligando
puede ser mejorada para incrementar la afinidad con el receptor. En efecto,
usando la informacién de la estructura cristalina del complejo, es posible apuntar a
regiones del ligando que encajen poco dentro del sitio activo y proponer
modificaciones quimicas que disminuyan la energia potencial, volviendo los
términos de Van der Waals méas negativos y por lo tanto, mejorando la
complementariedad con el receptor. De igual manera, los grupos funcionales del
ligando pueden ser modificados con el fin de aumentar la complementariedad

electrostética con el receptor.

4.3. Campos de Fuerza

La funcion potencial, una expresién matematica completa que esta relacionada
con la energia interna del sistema (cantidad termodindmica igual a la suma de las
energias potencial y cinética) de una molécula aislada o complejo en una
conformacion dada puede ser calculada por métodos de mecéanica cuantica (QM,
por sus siglas en inglés) que consideran explicitamente la estructura electronica
[80]. Tales calculos cuanticos pueden ser clasificados de acuerdo a su consumo
computacional en ab initio y semiempiricos, los cuales son rigurosos y rapidos,
respectivamente. Los céalculos basados en QM son en principio ampliamente

aplicables, pero son costosos en tiempo comparados con los modelos de
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mecanica molecular (MM), requiriendo de minutos a meses en tiempo de calculo,
dependiendo del tamafio del sistema asi como del nivel de teoria. Por lo tanto, es
dificil usarlos en metodologias que impliquen el calculo de la energia de muchas
diferentes conformaciones asi como de sistemas con un gran numero de atomos,

como es el caso de los sistemas biologicos.

Los campos de fuerza empiricos [81] representan una alternativa rapida,
computacionalmente hablando, a los célculos de QM para la funcion potencial,
puesto que ellos encapsulan las principales consecuencias de la estructura
electrénica en unos cuantos términos de energia que son calculados facilmente, a
menudo por debajo de un 1s para la conformacion de un sistema. Ejemplos de
estos campos de fuerza son CHARMM [82], AMBER [83] y GROMOS [84].

En MM los electrones y nucleos de los atomos no son incluidos explicitamente en
los calculos. La mecéanica molecular considera una molécula como una coleccién
de masas que interactian unas con otras a través de fuerzas armonicas [80]. En
consecuencia, los atomos en las moléculas son tratados como esferas de
diferentes tamafios y caracteristicas unidos por resortes de fuerza y distancias de
equilibrio (enlaces) variables. Esta simplificacion permite usar la mecénica
molecular como un modelo de rapido computo que puede ser aplicado a

moléculas de cualquier tamafio [80, 82].
En el curso de un calculo la energia total es minimizada con respecto a las
coordenadas atOmicas, y consiste en la suma de diferentes contribuciones que

computan las desviaciones respecto de las longitudes de enlace y equilibrio,

angulos y torsiones mas interacciones no-enlazantes.

Ecuacion 1 Eiot = Estr + Epeng + Etors + Evgw + Ecjec +
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Donde E;,; es la energia total de la molécula, E;, el termino de de la energia de
enlace, E.nq €S €l término de flexion angular, E,,,s €s la energia torsional, E, g, €l

término de la energia de van der Waals y E,;.. €s la energia electrostatica.

El primer término de la Ecuacion 1 describe los cambios de energia a medida que
los enlaces se extienden o contraen de su longitud ideal. Se presume que las
fuerzas interatdbmicas son armoénicas puesto que la energia de enlace puede ser

descrita por una simple funcién cuadratica dada en la Ecuacion 2.
- 1
Ecuacion 2 Estr = 5 kp(b - bg)?

donde kjes la constante elastica del enlace, b, es la longitud de enlace sin

modificar, y b es la longitud de enlace existente.

De igual manera, el término para la flexion angular es descrito por una ecuacion

similar a la anterior, asi:

- 7 1
Ecuacién 3 Epena = Eko(e - 90)2

Donde ky es la constante de flexion angular, 6, es el valor de equilibrio para el

angulo de enlace y 6 el valor actual.

Una expresiéon comun para el término de energia potencial de diedro es una serie

de cosenos, como lo muestra la Ecuacion 4.

Ecuacion 4 Eiprs = %k,-(l + cos(ng — @y))

donde k; es barrera torsional, ¢ es angulo torsional existente, n es la periodicidad

(nimero de energia minima con un ciclo lleno), y @ angulo torsional de referencia.
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Las interacciones de van der Waals entre atomos no directamente conectados son

comunmente representados por los potenciales de Lennard-Jones (Ecuacion 5)

. A::  Bi:
Ecuacion 5 E,qw = (% — %)

Donde 4;; es el coeficiente del término repulsivo. B;; es el coeficiente del término

atractivo y r;; es la distancia entre los atomos i y j. Con el fin de describir las

ij
fuerzas electrostaticas, se usa un término adicional con las interacciones

Coulémbicas® (Ecuacién 6)

Ecuacion 6 E.le =

Donde ¢ es la constante dieléctrica, Q, y Q, son las cargas atbmicas de los atomos

interacttantes y r;; es la distancia interatémica.

Los valores de equilibrio para estos valores de longitud y angulos de enlace
corresponden a las constantes de fuerza usadas en las funciones de energia
potencial definidas en los campos de fuerza y definen un conjunto de parametros
del campo de fuerza. Cada desviacion de este valor de equilibrio resultard en un
incremento en la energia total de la molécula. Entonces, la energia total es una
medida del estiramiento intramolecular relativo a una molécula hipotética con una
geometria ideal de equilibrio. Por si misma la energia total no tiene significado
fisico, pero la diferencia en la energia total entre dos diferentes conformaciones de

la misma molécula puede ser comparada. [80]

¥ Termino sacado de “Estudio del efecto de las interacciones coulémbicas controladas

topolégicamente sobre reacciones de fotosustitucion nucledfila aromética iniciadas por
transferencia monoelectrénica” Referencia: http://bit.ly/aKhMt9
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4.4. Acoplamiento molecular proteina-ligando

Muchos procesos biolégicos involucran, en algun punto, la unién especifica de una
proteina a una molécula blanco. Este acoplamiento podia constituir parte de un
mecanismo de sefalizacion entre las células, evento catalitico o parte de algun
otro proceso bioldgico. Una manera en que el farmaco pueda trabajar es por la
inhibicion competitiva: la union a las proteinas de una forma mas fuerte que su
ligando natural, interrumpiendo de esta forma el proceso en el que la proteina esta
involucrada. Las técnicas de laboratorio para el descubrimiento de farmacos son
demasiado costosas y consumen muchisimo tiempo. Cada candidato a farmaco
debe ser sintetizado y probado para chequear su actividad biolégica en la proteina
blanco, asi como la reactividad cruzada con proteinas no blancos. Es por esto
gue hay un gran interés en el desarrollo de técnicas computacionales para asistir
con esta fase en el desarrollo de farmacos. Aunque todavia son un area de
investigacién, un numero de métodos automatizados han surgido para identificar
posibles candidatos a farmacos. Estos métodos generalmente se dividen en dos

categorias:

e Disefio De novo: Esta estrategia consiste en un ensayo hecho para
construir una molécula a partir de fragmentos que se ajustan al sitio de
union de la proteina. A menudo estos fragmentos son sacados de bases
de datos, buscando aquellos que se complementen mejor con zonas
particulares del sitio de interés. Al final se busca conectar todos estos en
una molécula simple.

e Acoplamiento molecular (docking): Comienza con una base de datos
de moléculas conocidas e intentos de colocar cada una en el bolsillo de
unién de la proteina y, si es posible, estimar la afinidad de enlace usando
una funcion de evaluacion (score) la cual, generalmente, considera una
serie de términos termodinamicos como la energia libre de solvatacion, de
unién, etc. Al final, una lista de las mejores moléculas enlazantes a la
proteina de interés son mostradas con el fin de identificar nuevos

candidatos a farmacos.
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Formalmente, el acoplamiento proteina-ligando consiste en lo siguiente: se tiene
una proteina como receptor y una molécula, generalmente organica, que presenta
unas propiedades geométricas y electronicas particulares, el objetivo final es
determinar computacionalmente, a través de un software, cual es la mejor forma
(conformacion o pose) vy lugar (cavidad), en que el ligando interaccionara con su
receptor teniendo en cuenta las propiedades geométricas y electrénicas de ambas
especies [85]. Para lograr esto, muchos programas de docking incluyen en sus
algoritmos incluyen dos componentes: una técnica de busqueda para encontrar la
pose mas optima del ligando en el sito de union de la proteina y una funcién de
evaluacion para evaluar cada pose. Las funciones de evaluacion también sirven
para categorizar un conjunto de ligandos que actien sobre la misma proteina, de

acuerdo a su afinidad sobre el sitio de interaccion. [86]

4.4.1. Algoritmos de busqueda del ligando:

La primera parte de cualquier técnica de acoplamiento molecular es un estrategia
para situar el ligando en varias poses candidatas en el sitio de unién del receptor.
Aunque cada situacién podria ser completamente aleatoria e independiente, la
mayoria de los algoritmos usan métodos heuristicos basados en las propiedades
qguimicas o la geometria de los atomos involucrados (FlexX, DOCK [87]), o usar
técnicas de optimizacion tales como alineamiento simulado o algoritmo genético
(Autodock [88], Gold [89]). Unos pocos usan simulaciones de dinAmica molecular

explicita.

4.4.2. Funcion de evaluacion:

La funcion de evaluacion provee una manera de categorizar una pose del ligando
relativa a otra. ldealmente, esta funcion deberia corresponder directamente con la
afinidad de enlace del ligando a la proteina, es por eso que los mejores ligandos

con los puntajes mas altos son los que mejor se unen al receptor. Las funciones
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de evaluacion pueden ser de diferentes tipos de acuerdo a su metodologia de
estimacion, por ejemplo, el programa Autodock usa una modificacion del campo
de fuerza AMBER [83], el cual, para algunas complejos, brinda una buena
aproximacion de la energia libre de enlace ademas de datos basados en el
conocimientos que son funciones derivadas de un andlisis estadistico de
estructuras de complejos proteina-ligando sacados del Banco Mundial de
Proteinas (PDB). [52]

5. Quimica Cuantica: una vista historica

La aplicacion de la técnicas de mecénica cuantica basadas en la ecuacion de
Schrodinger independiente del tiempo para estudiar sistemas quimicos, han
llevado a diferentes ecuaciones diferenciales que pueden solo pueden ser
resueltas de manera exacta para sistemas monoelectronicos. En la mayoria de
los casos de estudios de moléculas poliatomicas, incluso usando la conocida
aproximacion de Born-Oppenheimer [90] para disociar el movimiento del ndcleo
del de los electrones del sistema, el término para la repulsion electrénica obliga la
introduccién de nuevas aproximaciones gque consisten, basicamente, en tratar esta

interaccién como un promedio.

Las conocidas ecuaciones de Hartree-Fock son obtenidas cuando se introduce la
aproximacion de orbital molecular (MO). Esta aproximacion supone que los
electrones del sistema pueden ser descritos como funciones de onda para una
particula, orbitales-spin, extendidas en todo el sistema. La funcion de onda total
del sistema es construida luego a partir de estos MO's. De esta manera, un
problema polielectronico es transformado en un conjunto de ecuacion
monoelectronicas (acopladas, no lineares) donde la repulsion electrén-electron
solo puede ser incluida en el operador monoelectrénico de Fock a través de un

potencial promedio debido al campo creado por los otros electrones del sistema.
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Llevado a cabo por Roothaan y Hall, las funciones de onda monoelectronicas
pueden ser convertidas en algo que se pueda aprovechar desde un punto de vista
computacional al proponer el desarrollo de los orbitales como una combinacién de
un conjunto de bases conocidas [91]. Entonces, las complicadas ecuaciones de
Hartree-Fock pueden ser ahora transformadas en ecuaciones algebraicas que
pueden ser resueltas por técnicas matriciales con el fin de obtener los coeficientes
de expansion de los orbitales moleculares en las funciones de bases. (Ampliacion

en la Seccion 5.1.1)

Esta técnica fue introducida independiente por Hund y Mulliken [92], como una
propuesta alternativa a la teoria de enlace de valencia. Luego también fue
aplicada a moléculas diatbmicas homonucleares por Lennard-Jones [93] y
finalmente generalizada en una serie de articulos realizados por Mulliken [94, 95],
evento que lo llevd a ganar un premio nobel en quimica en 1966 por “Trabajo
fundamental sobre los enlaces quimicos y la estructura electronica de las
moléculas” (fundamental work concerning chemical bonds and the electronic

structure of molecules).

Durante los ultimos 50 afios han aparecido en la literatura una cantidad
innumerable de nuevas mejoras metodolégicas ab initio cuyos dos objetivos
resultan a menudo antagonistas: la descripcion exacta de la naturaleza de los
sistemas quimicos y sus propiedades, y la reduccién en el costo computacional de

los célculos.

El modelo de Hartree-Fock es muchas veces usado como el punto de partida para
otros métodos sofisticados, tales como los post- Hartree-Fock, con el fin de incluir
la llamada correlacion electronica. De acuerdo a esto es posible dividir los
métodos en dos familias: aquellos basados en un determinante de Slater, donde
se usa una combinacion linear de determinantes de Slater como funcién de onda
en el procedimiento de Hartree-Fock. El segundo tipo son conocidos como los
multiconfiguracionales, el cual incluye correlacion del tipo no dindmica. Sin

embargo, en todos los casos, la funcién de onda es expresada finalmente como
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una combinacion linear de determinantes del tipo Slater para los cuales difieren,

de un método a otro, los coeficientes y la estructura de expansion.

Otra estrategia desarrollada y usada extensamente durante la Ultima década con
gran éxito ha sido la Teoria del Funcional de la Densidad (DFT). En este método,
se usa el teorema de Hohenberg-Kohn [96] para expresar la energia del sistema
quimico en términos de la densidad electronica de manera que el concepto de
"funcion de onda" no es estrictamente necesario. Sin embargo, la formulacion
final de Kohn-Sham [97] resulta en un algoritmo muy similar conceptualmente al
método de Hartree-Fock, con la introduccion de orbitales moleculares y funciones
de bases. La ventaja principal de esta metodologia es que es introducida la
correlacion electronica con bajo esfuerzo computacional, y compuestos
organomeétalicos y grandes sistemas como oligopéptidos pueden ser estudios
rutinariamente usando técnicas pseudo-ab initio. [96, 97] La seleccion ambigua
del funcional de correlacién-intercambio y la ausencia de una metodologia

sistematica para mejorar estos funcionales son la principal desventaja de la DFT.

En definitiva, hay un amplio rango de metodologias ab initio para el entendimiento
de las propiedades y naturaleza de los sistemas quimicos. El rapido desarrollo de
la capacidad computacional también ha ayudado en el reto de conectar la
comprension de los procesos fisicoquimicos presentes a escala molecular con las

propiedades de la materia.

Aunque no es conceptualmente necesario, la mayoria de métodos ab initio
disponible estan basados en el uso de orbitales atobmicos centrados en el nucleo
donde la funcion de onda o la densidad electronica en general, es expandida.
Para el método Hartree-Fock, se encuentra la dificultad de que para obtener una
solucion exacta analiticamente se deben aproximar por una combinacion linear de
funciones monoelectronicas (orbitales) los orbitales-spin exactos necesarios para
construir la determinante de Slater. Este es la llamada aproximacion MO-LCAO,
donde por ejemplo, los orbitales moleculares son expresados como una

combinacion de orbitales atdmicos. [94, 95]
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Este conjunto de funciones centradas en el nacleo simulan la forma de la solucién
exacta del 4tomo de hidrégeno y por ende, deberian representar una buena
aproximacion desde el punto de vista fisico y quimico. Los orbitales atomicos
generalmente corresponden funciones tipo Slater, gaussianas o combinacion lineal
de gaussianas. Las primeras son mas adecuadas para describir la densidad
electronica de la posicion atdbmica pero son mucho mas caras en términos
computacionales. Las expresiones de estas funciones atomicas son obtenidas
optimizando una propiedad molecular dada respecto a algun parametro como el
factor exponencial o coeficientes de la combinacion linear. De esta manera,
dependiendo de la propiedad de interés y de la metodologia usada, se puede
especificar el conjunto de orbitales atomicos optimizados especificamente para
ese proposito. [94, 95] Como se trata con moléculas el conjunto de funciones
formadas por todos los orbitales atdmicos de la molécula es llamada conjunto de

bases, los cuales son obviamente deben ser linealmente independientes.

En este tema existen otras opciones. Se pueden usar las llamadas funciones
flotantes, que es, un conjunto de funciones de base que son libre de moverse en el
espacio. Su principal ventaja radica en que la polarizacion de los &tomos debido a
la presencia de perturbaciones externas (otros atomos, campo eléctrico, etc)
pueden ser reproducidas sin la inclusion de del momento angular de alto orden
para las funciones centradas en el nucleo. De manera similar, el conjunto de
bases puede ser incrementado adicionalmente con algunas funciones extras
localizadas en el espacio, cominmente en el medio de un enlace intermolecular

(funciones de enlace). [98]

En cualquier caso, el uso de este conjunto de funciones atomicas, tanto flotantes
como ajustadas, causan una inconsistencia matematica que es ignorada
esencialmente en el calculo de sistemas poliatomicos. Por ejemplo, cuando se
comparan diferentes conformaciones de una molécula, la posicion de los nacleos
varia de un conférmero a otro y por tanto, la posicion de las funciones de base.
Luego entonces, hablando estrictamente, la funcidon espacial donde la funcion de

onda del sistema es expresada, es diferente en ambos casos y asi, cualquier
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comparacion de la energia de los conformeros puede ser considerada
inconsistente desde el punto de vista mateméatico. Lo mismo ocurre durante la
optimizacién de la geometria, donde la posicién de los nucleos también cambia.
[98, 99]

5.1. Conjuntos de bases para la quimica computacional

La amplia disponibilidad de programas para el modelado molecular y los avances
en la tecnologia de computadores han mejorado ostensiblemente los resultados
de los calculos tedricos, los cuales pueden apoyar en muchos casos las
investigaciones experimentales. [100] Sin embargo, la calidad de las propiedades
computadas depende de la calidad de los datos y/o pardmetros que se le
suministre a los programas. Los parametros en los célculos ab initio son aquellos
gue definen las funciones de los conjuntos de bases para expandir los orbitales
moleculares o la densidad electronica. Con el fin de alcanzar una exactitud
aceptable es esencial la escogencia de ambos parametros. En la préactica, los
programas computacionales mas populares para calculos ab initio (Gaussian,
TurboMole, Gamess, HyperChem, ADF, Q-Chem, entre otros) contienen conjuntos
de bases definidos internamente, permitiendo a los usuarios facilitar la escogencia

de los mismos para determinados sistemas de estudio. [101]

El primer paso en cualquier célculo tedrico que involucre atomos y moléculas es la
determinacién de las funciones de ondas atémicas y moleculares (Seccién 5.1.1),
la cuales son usualmente construidas a partir de un conjunto de funciones
monoelectronicas. El principal requisito es que el conjunto de estas funciones
monoelectrénicas tengan un tamafo tal que sea, o0 pueda ser ajustada para ser,
una buena representacion de la funcion final, al menos en las regiones mas
significativas.[99] Los conjuntos de bases estan ajustados de manera
semiempirica a través de la calibracion en una variedad de moléculas. Una
secuencia de calculos son aplicados para mejorar la descripcién de las bases

hasta alcanzar una convergencia. El error en los célculos es estimado a partir de
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la sensibilidad de los resultados para posteriores refinamientos en los conjuntos de
bases. La existencia de tal vasta multitud de conjuntos de bases es atribuible, al
menos en parte, a la dificultad para hallar un conjunto de bases sencillos y que
puedan ser utilizados para casos especificos. Estos deben ser lo suficiente
flexible para producir buenos resultados en un amplio rango de geometrias
moleculares y suficientemente pequefias para que sean computacionalmente mas

sencillas y razonablemente econdmicas. [102]

La delimitacion o truncacion del conjunto de bases es una fuente importante de
errores en los calculos de la estructura electronica molecular. Trabajos recientes
han reconocido la necesidad de una estrategia mas sisteméatica al problema de la
construccion de conjuntos de bases con el objetivo de reducir el error por la
delimitacién de los mismos.[98] El gran niumero de conjunto de bases hace la
escogencia de ellos un problema no trivial. Puesto la escogencia del conjunto de
bases debe ser guiado al considerar la exactitud deseada de los resultados vy el
costo computacional, se vuelve imperativo que la informacion disponible fuera
suficiente para escoger de una manera inteligente. Nuevas conjuntos de bases
aparecen para proyectos especificos y luego desaparecen. Otras son propuestas
como contiendes serios para reemplazar los conjuntos de bases de uso comun.
[99, 100]

El tiempo de cOmputo requerido en algunas partes de los calculos ab initio
dependen fuertemente del numero de funciones de bases. Como se dijo
anteriormente, incluso una pequefia reduccion en el tamafio del conjunto de bases
puede resultar en un gran incremento de la velocidad de cémputo. Por lo tanto,
existe un interés por hallar pequefios conjuntos de bases que produzcan
resultados equivalentes a aquellos obtenidos con un numero largo de bases.
Desde entonces han aparecido en la literatura nuevos conjuntos de bases que
minimizan el costo computacional al tiempo que mantienen un nivel de acorde con

lo experimental.[100]
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Desde su primera revision, publicada hacer mas de 25 afios [103], diversos
autores han opinado sobre la construccion de conjuntos de bases. Wilson [104]
examind meétodos para la construccion de conjuntos de bases de funciones
Gaussianas y funciones Gaussianas contraidas. Ahlrichs y Taylor también
discutieron sobre la escogencia de conjuntos de bases Gaussianas y la
actualizacion de esta informacion ha sido hecha por otros multiples autores tales
como Helgaker y Taylor [105], Hehre et al [106], Huzinga et al [102], entre otros
[107, 108].

5.1.1. Aproximacioén de orbitales

Para un sistema de N electrones y v nucleos, la ecuacion de Schrddinger

independiente del tiempo es:

Ecuacién 7 { ?':1 (—EV,-Z - m) + Zl<] Za<ﬁ R, }‘P =E¢@

siendo V# el operador Laplaciano en las coordenadas del electrén i, Z,la carga
nuclear del nucleo a, r;; la distancia entre los electrones i y j, y R4, la distancia
internuclear en los nucleos 4 y 4. En los métodos ab initio, el Hamiltoniano
electrostatico exacto del sistema es considerado teniendo en cuenta
explicitamente todas las interacciones electrostaticas entre el nucleo y los

electrones del sistema.

La Ecuacion 7 considera un Hamiltoniano no relativista al igual que una ecuacion
bajo la aproximacion de Born-Oppenheimer. Incluso bajo esta aproximacion, la
Ecuacion 7 solo tiene una solucidn analitica para sistemas extremadamente
simples tales como el atomo de hidrégeno o el ion hidrogenion, debido al término

-1 en el Hamiltoniano.
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La primera aproximacion usada para la resolucion de la Ecuacion 7 es la llamada
aproximacion de orbitales o particulas independientes. Bajo esta aproximacion la
funcion de onda electronica puede ser escrita como un producto de funciones
monoelectronicas. Si este producto es antisimetrizado, como lo exige el principio
de Pauli, el resultado para la funcion de onda mas simple para un sistema de capa

cerrada es la determinante de Slater:

Ecuaciéon 8 (p = \/% |®1“(1)®1B(2) ®N/2a(N - 1)®N/Zﬁ(N)|

donde {@; }, el conjunto de funciones monoelectronicas o conjunto de bases.
Cuando se aplica el principio variacional a la Ecuacién 7 y a la funcién en la
Ecuacion 8 la ecuacion diferencial obtenida es conocida como ecuacion de
Hartree-Fock o HF [109, 110]. En atomos donde hay un solo nucleo, es posible
ejecutar la integracion sobre las coordenadas angulares de los electrones dando
ecuaciones diferenciales enteras in la coordenada r que puede ser resuelta
numeéricamente. Algunas resoluciones a la ecuacién de HF han sido llevadas a

cabo para moléculas [111].

En 1951 Roothaan y Hall [112] propusieron el desarrollo de los orbitales como una
combinacion linear de un conjunto de bases conocidas. Por ejemplo, en una
molécula los orbitales moleculares son escritos como una combinacion lineal de
los orbitales atobmicos o LCAO. Cuando se incluye este desarrollo de los orbitales
en la ecuacion de HF, se obtienen un conjunto de ecuaciones algebraicas
conocidas como ecuaciones de Hartree-Fock-Roothaan-Hall. Estas pueden ser
resueltas usando técnicas de matrices. Si el conjunto en el que los orbitales se
expanden fuera un conjunto completo de bases, la aproximacién LCAO seria
exacta independientemente de los conjuntos escogidos. Desafortunadamente, los
conjuntos usados actualmente tienen un numero limitado de funciones debido a
razones practicas de calculo. La delimitacién de los conjuntos de bases introduce
el llamado error de truncacion. La expansion de la funcibn de onda como una
combinacion linear de las funciones bases afectaran la exactitud de las

ecuaciones de Hartree-Fock-Roothaan-Hall. Puesto que los conjuntos de bases no
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estan completas su escogencia es una fuente de error in los calculos moleculares

ab initio.

Las ecuaciones de HF son obtenidas con la introduccion de la funcion de onda en
la Ecuacion 8. Esto es, el método de HF es monoreferencial, solo se considera
una configuracion de referencia es asociada a la funcion de onda de HF. Esta
funcién de onda de HF no es una representacion completa de las interacciones
electronicas, debido a que se usa el potencial promedio para evaluar las
interacciones electronicas. Es claro que los movimientos electronicos deberian
estar correlacionados, esto es, las regiones permitidas en el espacio para un
electron seran influenciadas por la presencia de otros electrones. En realidad el
movimiento de los electrones deberia estar mas correlacionado que la descripcion
dada por el método de HF puesto que las fuertes repulsiones entre dos electrones

tienden a cero.

Lowdin introdujo el término de energia de correlaciéon como la diferencia entre la
energia exacta de un sistema y la energia HF restringida. Esta energia de
correlacién da una idea de la calidad de la aproximacién de HF para un sistema
dado. EIl primer método propuesto para evaluar la energia de correlacion fue la
interaccion de configuraciones (Cl), desde donde se obtienen los orbitales
ocupados Yy virtuales en los calculos HF. Con estos orbitales es posible construir
funciones de onda excitadas y tomandolas como conjuntos de bases
polielectronicas, se obtiene la matriz Hamiltoniana. Esta contribucion seria
dependiente a la truncacién en las bases polielectronicas. Posteriormente se han

propuesto un gran numero de métodos de correlacién.

5.1.2. Orbitales tipo exponencial

La primera intuicién en la escogencia de una funcidon matemética para ejecutar un
calculo atdbmico es usar funciones similares a aquellas de un orbital atdbmico de

Hidrégeno. Por esta razon Zerner y Slater [110] propusieron, para la descripcion
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de la parte radial de los orbitales atomicos, las funciones llamadas orbitales de

Slater los cuales estan definidos como,

Ecuacion 9 ' 1e-lZ-s)/n"]r

donde n* es el numero cuantico efectivo, s es la constante de apantallamiento y Z
el nimero atomico. Los pardmetros n* y s fueron definidos por las reglas de
Slater. Esto es, que no son varicionalmente determinadas, y sus valores fueron
determinados antes de ejecutar los calculos de energia. Posteriormente,
Roothaan y Bagus [112] escribieron un cddigo SCF bajo la aproximacion LCAO.

Ellos introdujeron las funciones

Ecuacién 10 r* ey, (0, )

donde n, I y m son los numeros cuanticos principal, acimutal y magnético,
respectivamente; Y;,,,(6, ¢) el harmonico esférico correspondiente a ly m, y ¢ es el
exponente del orbital. Los parametros ¢ fueron optimizados variacionalmente con
respecto a cada energia atdbmica total. En general, estas funciones son llamadas
orbitales tipo Slater (STO) o funciones tipo Slater (STF).

Es bien conocido el comportamiento excelente que muestran las funciones STO
en las regiones cercanas y lejanas de los ndcleos atomicos. Ellas satisfacen la
condicién nuclear cuspide [113] por su relacion exponencial con la distancia
nacleo—electrén.  Este hecho permite que los conjuntos de bases STO
reproduzcan correctamente las regiones cercanas al nucleo sin incrementar los
nameros en el momento angular. Por otro lado, ellas decaen apropiadamente en
las distancias largas de r, de manera similar a los orbitales atdbmicos en las

regiones alejadas del nucleo.

Para los atomos de He a Kr, las funciones STO de los conjuntos de bases fueron
optimizadas respecto a la energia atbmica por Clementi [114]. Este trabajo fue

revisado y mejorado posteriormente hasta el atomo de Xe por Clementi y Roetti
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[115], y hasta el atomo de Rn por McLean [116]. Los orbitales obtenidos son
coleccionados en tablas extendidas las cuales incluyen el exponente 6ptimo ¢ y
los niumeros cuanticos ny | de las STO empleadas, al igual que los coeficientes de
los orbitales atémicos expandidos en los conjuntos de bases STO dados. En
aguellos articulos se propusieron conjuntos de bases de tres tamafos
dependiendo del numero de STO empleadas para cada orbital atdmico. Clementi
y Roetti los llamaron zeta—sencillo (SZ o {-sencillo), doble-zeta (DZ) y Hartree-
Fock restringido (LHF). En las primeras, el numero de STO coincide con el
namero de subcapas atdmicas ocupadas. Esto es, que hay solo un parametro ¢
por cada subcapa. Se definen los conjuntos de bases DZ cuando hay dos STO
por subcapa, esto es que tienen valores idénticos de n y | pero diferente . Si el
tamafo de los conjuntos de bases es aumentado hasta que se logra un alcanza un
conjunto de base muy completo, es llamado LHF. Esta nomenclatura se ha vuelto
un estandar en el campo de la quimica cuantica, independientemente del tipo de
funciones definidas como conjuntos de bases. Si el conjunto de bases es un DZ
solo para la subcapas de valencia, esto es, es SZ para capas del centro, el
conjunto de bases es llamado de valencia-divida o SV. Similarmente, cuando hay
tres funciones por cada orbital atbmico ocupado, nos referimos bases triple-zeta
(TZ), mientras que si hay tres funciones por cada orbital atbmico de valencia lo
llamamaos triple-zeta-de-valencia (TZV), asi sucesivamente.

Desafortunadamente, el desarrollo inicial y exitoso en los calculos atémicos con
funciones STO ha sido casi detenido. Las funciones exponenciales sobre r?
(lamadas Orbitales tipo Gaussianas o GTO) empezaron a convertirse en el

conjunto de bases estandar en los célculos de la estructura electrénica molecular.

5.1.3. Orbitales tipo Gaussianas

Las funciones Gaussianas, generalmente llamadas orbitales tipo Gaussianas

(GTO) o funciones tipo Gaussianas (GTF), son las funciones usualmente
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alternativas a las STO en los calculos moleculares. Las GTO esféricas fueron
propuestas por primera vez por Boys [117] y McWeeny [118]. Estas funciones
estan definidas por

2
Ecuacion 11 r*le-y, (0, ¢)

Siendo a el exponente GTO, |y m los nUmeros cuanticos acimutal y magnético,

respectivamente, mientras que n esta dado por

Ecuacion 12 n=1+1,1l+3,1+5..

Generalmente es solo usado n = L + 1 en esta relacion.

GTO cartesianas son usadas en los calculos moleculares porque la integral
multicentro son facilmente evaluadas debido al teorema Gaussiano que permite
expresar el producto de dos funciones Gaussianas centradas en dos puntos
diferentes del espacio como otra funcion Gaussiana centrada en un tercer punto
localizada en la linea que une los dos puntos iniciales. Estas GTO cartesianas

estan definidas por

- i ik o—ar?
Ecuacién 13 xtylzke=ar

En la cual i, j y k son numeros enteros positivos. La parte radial de las GTO
cartesianas esta relacionada con la mas baja potencia de r de las GTO esféricas
de cada simetria. La restriccion antes mencionada, n = [ + 1, impuesta para los
GTO esféricos, proviene del uso posterior de sus exponenciales en las GTO
cartesianas. Esto es, el conjunto de bases GTO optimizados a nivel atdmico solo
tiene funciones 1s para representar orbitales atomico tipo-s, funciones 2p para las
tipo-p, 3d para las tipo-d... Sin embargo, Huzinga ha ilustrado que no es necesario

incrementar n en las GTO cuando se satisface la restriccion n =1+ 1.
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5.1.4. Contraccion del conjunto de bases

Puesto que en la formacidon de enlaces quimicos la as capas atdbmicas internas no
experimentan grandes cambios, se asume generalmente que su descripcion en el
ambiente molecular sera similar a su descripcion en el atomo. Esta es la principal
idea detras la contraccion de las funciones del conjunto de bases en mecanica

cuantica. Usualmente la contraccion se lleva a cabo para las bases GTO. [119]

Un conjunto de bases GTO contraidas esta definido por las llamadas GTO
contraidas (CGTO), cada una de ella dada por la combinacion linear ajustada de
primitivas GTO. Los orbitales seran una combinacion linear de los CGTO cuyos
coeficientes seran obtenidos en los calculos electronicos moleculares.  Sin
embargo, ninguno de los exponentes de las primitivas GTO o los coeficientes
involucrados en la definicion de CGTO son modificados a lo largo del calculo.

Usualmente, una vez se escoge el conjunto de primitivas GTO se ejecuta calculo
SCF en este conjunto de bases. En este célculo los exponentes son optimizados
y a partir del conjunto final de orbitales atdbmicos seran extraidos los coeficientes
definidos para las CGTOs [119]. Hay tres razones principales las justifican el uso

de CGTOs como conjunto de bases:

e Ahorran tiempo computacional en cada iteracion de SCF lo cual se logra
cuando se contraen algunas primitivas. También, este ahorro afecta los
calculos post-HF en la cual el tiempo depende de la quinta potencia del
tamafo del conjunto de bases.

e Ahorran espacio y tiempo computacional en los célculos de las integrales
moleculares, reflejado en el tamafio de las matrices en la cual las integrales
son guardas en la memoria del computador. Siendo m y n el numero de
primitivas y GTO contraidas, respectivamente, el proceso de contraccion
reduce en (m/n)* el nimero de integrales para ser guardadas y
computadas.

e y la complejidad en la optimizacion [120] de una funcién de onda que
depende de diferentes parametros no lineares.
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5.2. Error por superposicion de bases

Histéricamente, se ha reconocido que hay casos donde el uso de conjuntos de
bases truncadas bajo la aproximacion LCAO producen largas inconsistencias,
siendo en muchos casos la principal fuente de error. Esto es claramente el caso

del calculo de las débiles interacciones intermoleculares.

Consideremos un sistema quimico AB compuesto por dos fragmentos
interacturantes A y B. La energia de interaccion puede ser expresada
simplemente como la diferencia de la energia del complejo AB y la energia de los
fragmentos A y B. Aungue hay métodos para computar directamente la energia
de interaccion por medio de la teoria de perturbacion intermolecular, este
esquema sencillo, llamada aproximacién supermolecular, ha sido y es usado como
el procedimiento mas comun para la determinacion cuantitativa de las energias de
interaccion. EIl problema es que, conceptualmente, la descripcion del fragmento A
dentro del complejo puede ser mejorado por las funciones de bases del fragmento
B y viceversa, dicha prorroga no es posible en los célculos de los fragmentos A 'y
B aislados. Este desequilibrio provoca que la descripcion total del sistema AB es
mejor respecto de sus fragmentos. Por lo tanto, la energia de interaccion,
expresada como la diferencia entre las energias del complejo y sus componentes
es sesgado por el hecho de que el conjunto de bases donde se expanden las
energias correspondientes son diferentes. El principio variacional sugiere que la
diferencia energética computada es incrementada artificialmente, puesto que la
funcion de onda del complejo estd expandida en un gran conjunto de bases
comparado a los fragmentos que lo conforman. Este efecto fue llamado error por
superposicion de bases (BSSE) y fue sefialado inicialmente por Jansen y Ros en
1969, aunque la terminologia BSSE fue introducida por Liu y McLean en 1973.
[121]

Desde que este problema fue abordado por primera vez, un nimero de métodos y

estrategias han sido propuestos para eliminar el problema del BSSE o, al menos,
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minimizarlo. Obviamente, la manera mas natural de eliminar seria el uso de las
funciones de onda exactas, en vez de evitar la truncacion del conjunto de bases.
El uso de un conjunto de bases infinito no es posible desde un punto de vista
computacional pero los conjuntos de bases de los fragmentos interactdantes
pueden ser mejorados de tal manera que la presencia de las funciones de bases
de los asociados no mejorar4 mas la descripcion de los fragmentos considerados.
[122]

Otra posibilidad poco explorada es el uso de funciones centradas en algun punto
dado del espacio para computar las energias del complejo y sus fragmentos. El
espacio tridimensional podria estar saturado por las funciones de bases cuya
posicion y parametros deben ser mantenidos constantes para cada calculo. Sin
embargo, el problema en este caso seria que la funcién de onda obtenida no
permanecera ni traslacional ni rotacionalmente invariante. Ademas, las
dependencias lineares pueden aparecer facilmente en el conjunto de bases si el

espacio esta demasiado saturado con las funciones de bases. [122]

Una herramienta prometedora para obtener de resultados ab-initio DFT de buena
calidad dentro de la aproximacién de la densidad spin local (LSDA) sin el uso de
conjuntos de bases centradas en el nucleo son los llamadas funciones planas.
Ellas son ampliamente usadas en las dinamicas moleculares de Car-Parrinello.
[123] En este caso particular, los orbitales moleculares de Kohn-Sham son
expandidos a un conjunto de funciones imaginarias (funciones planas)
independientes de la posicibn y numero de nudcleos de la molécula. La
representacion real del espacio de la funcién de onda es obtenida luego de aplicar
las técnicas de las transformadas de Fourier. Desafortunadamente, algunos
trabajos sefialan que la combinacién de funciones planas y centradas en el nicleo
para aplicaciones en las interacciones intermoleculares conllevan al desequilibrio

de los conjuntos de bases antes mencionados. [124]
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5.2.1. La filosofia de contrapeso o "counterpoise”

La discusion sobre la existencia, definicion, consecuencias o utilidad de los
esquemas para la correccion del BSSE han sido muy activos durante los ultimos
veinte afios en la literatura. La mayoria de estas controversias son por los
esquemas de correccion del BSSE propuesto por Boys y Bernardi hacia 1970.
[119] Ellos proponen el uso de funciones de contrapeso o counterpoise (CP) con el
fin de calcular la energia de interaccion de un sistema dado AB de tal manera que
las energias separadas de los fragmentos A y B son calculadas usando el
conjunto de funciones de bases completo usado en el célculo de la energia del
sistema AB. En términos practicos, para cada calculo de un fragmento, los
electrones pertenecientes al otro fragmento son omitidos y su carga nuclear es
definida como cero. La idea es que la inclusion de orbitales del otro fragmento

(orbitales fantasmas) sean ocupados en la formacion del complejo. [125]

Para explicarlo en términos matematicos, consideremos una supermolecula AB

consituida de dos subsistemas interactiantes Ay B.

La tipica, energia de interaccion no corregida entre los monémeros A y B es

computada como

Ecuacién 14 AE;,;(AB) = E48(AB) — E43(A) — EB;(B)

EZ(X) esta definida como la energia del subsistema X a la geometria Y con el
conjunto de bases de Z. Por lo tanto, E{?(AB) representa la energia del complejo
biomolecular AB evaluada con las bases del dimero, computado con la geomtria
del dimero. lgualmente, los monomeros A y B son evaluados con sus respectivos
conjuntos de bases en la geometria que adoptan en el complejo AB. Note que
esto puede ser ejecutado por tres calculos separados y estandar: uno del dimero y
uno por cada monomero. De manera alternativa, se puede obtener la energia del
limite de disociacion por el calculo de la supermolecula A+B a una gran
separacion intermolecular, esto es, donde la distancia entre A y B sea tan larga

gue las funciones de bases de un monomero no solapen a las del otro.
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Por el momento se asume que las geometrias de los monomeros A y B no
cambian puesto que se acercan uno al otro en el complejo biomolecular. Esta es
a menudo una buena aproximacion y simplifica el proceso de calculo.
Adicionalmente, esta aproximacion es usada en el presente trabajo puesto que en
todos los casos se trabaja con complejos cristalinos; De momento, no es menester
estudiar el modo de union ni los cambios conformaciones que puedan tener los
ligandos y el sitio activo, solo estudiar y cuantificar como son las interacciones
entre los ligandos derivados de la hidroxietilamina con una serie de residuos que
pertenecen al sitio activo de la enzima BACE1. Sin embargo, para efectos de
marco tedrico exploraremos la posibilidad cuando la geometria de los monomeros

son deformadas cuando se unen al complejo biomolecular.

Tenemos que la energia de interaccion corregida esta dada por:

Ecuacion 15 AECP (AB) = E48(AB) — E48(A) — E45(B)

En términos practicos, para evaluar la energia del monomero A con las bases del
dimero, se coloca de manera adicional las funciones de bases del monomero B
sobre los centros atdbmicos del monomero B mientras se ignora los electrones y la
carga nuclear del monomero B. Las funciones del monomero B son popularmente
conocidas como "funciones fantasmas"”, o los 4tomos de B son refereridos como

"atomos fantasmas". EI BSSE total esta dado por:

Ecuacion 16 BSSE = AESF (AB) — AE,,,(AB)
Ecuacién 17 BSSE = E45(A) + EB;(B)—E45(A) — E4E(B) > 0

que por definicibn es mayor que cero. Existen situaciones donde el valor de
BSSE < 0, comunmente presentado cuando se usan conjuntos de bases pequefios
(STO-1G, STO-2G, STO-3G, 3-21G, entre otros).
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5.2.2. Calculos de CP que incluyen la deformaciéon de los monémeros

Hasta ahora, las ecuaciones consideran que la geometria de los monémeros no
cambian cuando se forma el complejo. Sin embargo, para moléculas que
interactan  fuertemente, los monomeros pueden ser deformados
considerablemente tras la complejacion. Una vez ma&s consideremos una
supermolecula AB consituida de dos subsistemas interactiantes A y B. En este

caso la energia de estabilizacion puede ser divida de la siguiente manera:

Ecuacion 18 AE(AB) = AE,,,(AB) + AE,..;(A, B)

El primer término lo hemos visto antes y representa la contribucién de la energia
de interaccion, el cual depende exclusivamente de los pardmetros geomeétricos de
la supermolecula [AB], mientras que el segundo término representa la contribucion
de relajacion, que compensa la distorsion de la geometria de los subsistemas en
la supermolecula, Ef;(A) yEF;(B), con respecto a sus geometrias optimas
aisladas, Ef(A) y EE(B).

Ecuacién 19 AE,,;(A,B) = E43(A) — E4(A) + E5;(B) — EE(B)

Note que AE,.;(4,B) depende tanto de los parametros de la supermolecula asi
como la de sus subsistemas, {AB, A, B}. La energia de interaccion corregida con

counterpoise es escrita como

Ecuacion 20 AE‘P(AB) = AE(AB) + 8555
donde,
. BSSE  .A B AB AB
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5.3. Métodos semiempiricos
Los métodos semi-empiricos, utilizan parametros experimentales para simplificar
el calculo computacional. Estos métodos resuelven en forma aproximada la
ecuacion de Schrodinger que depende de pardmetros apropiados al tipo de
sistema quimico bajo estudio. Los métodos semiempiricos tienen un bajo costo
computacional, y proveen una descripcion cuantitativa y cualitativa razonable,
pero la exactitud en la prediccién cuantitativa de la energia y las estructuras
moleculares depende de que tan buenos sean los conjuntos de parametros, el
tamafio del sistema y tipo de atomos que lo conformen. Basicamente, los métodos
semiempiricos han sido desarrollados para los siguientes fines [126, 127]:

e Simplicidad para poder aplicarlos a moléculas moderadamente grandes sin

necesidad de un gran tiempo de calculo.

e Se procura mantener el esquema SCF (Self-Consistent Field) en la

obtencion de la funcion de onda de la ecuacion de Schrodinger.

e Se pretende tener en cuenta el menor nimero posible de electrones, pero

siempre aquellos de interés quimico, los de la capa de valencia. [128, 129]

Por otra parte la necesidad de tener buenas geometrias de partida y finales hace
necesario la utilizacion de ciertos métodos (AM1, PM3, entre otros) que permitan
obtener una buena aproximacion de las orientaciones espaciales tomadas por
los grupos en cada molécula con un costo computacional aceptable, ya que en el
caso de los sistemas biolégicos la cantidad de atomos es una limitante. Dentro de

los métodos capaces de realizar esto se encuentran los métodos semiempiricos.

Dentro de los métodos semiempiricos mas utilizados se encuentran AM1, PMS3,
PM5 y PM6. Este ultimo, que fue el método aplicado en este trabajo y se
encuentra disponible en el paquete de MOPAC2009. [130, 131]
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5.4. MOPAC2009

MOPAC es un paquete de métodos semiempiricos de quimica cuéntica. La
versibn mas actual es la 2009, de la cual se citan algunas caracteristicas a

continuacion.

5.4.1. Gran capacidad molecular
El algoritmo de escala lineal de MOPAC 2009, MOZYME, permite optimizar
geometrias en sistemas cerrados de mas de 15000 &tomos (por ejemplo, las
proteinas). EI MOPAC convencional esta limitado a aproximadamente 1500

atomos.

5.4.2. Nueva parametrizacion (PM6)
MOPAC ha sido completamente reescrito, con una parametrizacion nueva y mas
exacta para todos los elementos de los grupos principales y los metales de
transicion. Se usaron los datos experimentales y «ab initio» de mas de 9000
compuestos para desarrollar el nuevo método PM6, dato bastantes significativo en
comparacion con solo 39 compuestos usados para desarrollar el método MNDO

original, aproximadamente 200 para AM1 y alrededor de 500 para PM3. [130, 131]

Los métodos originales AM1 y PM3 han sido usados en numerosos paquetes de
semiempiricos comerciales por mas de 20 afios. MOPAC con PM6 representa la
primera mejora importante en la metodologia de MOPAC, desde que PM3 fue
publicado en 1989 (Tabla 1). [130-132]

Tabla 1. Algunos métodos semiempiricos importantes que se han desarrollado en
el paquete de MOPAC al transcurrir los afios (desde 1977 hasta 2007).

Afo Método Numero de compuestos usados parala

parametrizacion

1977 MNDO 39 Experimental
1985 AM1 ~200 Experimental
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1989 PM3 ~500 Experimental
2007 PM6 > 9,000 Experimental & ab initio

Actualmente, el método semiempirico PM6 es considerado superior a los demas
métodos principalmente porque esta parametrizado para 80 elementos. El
principal objetivo con el desarrollo de este método fue mejorar la prediccion o el
modelado de interacciones no covalente, especialmente enlaces de hidrégeno. Es
por esto, que dicho método representa un gran cambio desde los primeros
métodos NNDO, en lo que se refiere a dar una idea de que tan bien o mal son
reproducidos estos tipos de enlaces, que aunque son relativamente débiles,
comparados con otros enlaces, son esenciales en los procesos bioquimicos. [130-
132]

PM6 esta disponible en el paquete de MOPAC desde la version 2007. La ultima
version de MOPAC, MOPAC 2009 incluye otra interesante caracteristica que hace
de PM6 un método util para sistemas muy grandes: una version de escala lineal
del procedimiento SCF (Campo Autoconsistente) usando orbitales localizados,
llamado MOZYME. A continuacion se veran en detalle las caracteristicas de PM6
incluido en el paquete de MOPAC 2009. [126]

5.4.2.1. Enlaces de hidrogeno mejor descritos con PM6

PM6 coloca los hidrégenos puentes aproximadamente equidistantes entre atomos
de oxigeno de aniones de acidos dicarboxilicos, como son el hidrogeno diacetato,
y los aniones de hidrogeno maleato. Con AM1 y PM3, el &tomo de hidrégeno es
colocado incorrectamente, indicando un enlace simple a uno de los atomos de

oxigeno y un enlace de hidrogeno normal al otro.

5.4.2.2. Geometrias mas precisas con PM6

PM6 optimizada antraquinonas a la estructura correcta del anillo fusionado

consistentes con las geometrias DFT. La mayoria de los métodos semiempiricos
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como AM1 o PMS3 producen anillos fusionados no planares erréneos. PM6 también

optimiza el atague amino a los anillos aromaticos, a la correcta geometria planar.

5.4.2.3. Los métodos PM6 corrige errores importantes en AM1y PM3

Los calculos semiempiricos en fase gaseosa que usan PM3 predicen
incorrectamente que la energia libre del tautomero enol del acetilacetona es mas
alta que la del ceto tautomero. PM6 predice correctamente que la forma endlica es
el tautomero de menor energia en fase gaseosa, consistente con los resultados

DFT y con la observacion experimental.

5.4.2.4. Elementos parametrizados con PM6

PM6 en MOPAC2009 esta parametrizado para un amplio rango de elementos,
mucho mayor que para otros métodos semiempiricos de quimica cuantica. Todos
los elementos de grupos principales y los metales de transicion estan
parametrizados en PM6. Ademas, MOPAC2009 incluye nuevos elementos para
PM3y AML.

PM®6: (69) H, He, Li, Be, B, C, N, O, F, Ne, Na, Mg, Al, Si, P, S, CI, Ar, K, Ca, Sc,
Ti, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Ga, Ge, As, Se, Br, Kr, Rb, Sr, Y, Zr, Nb, Mo, Tc,
Ru, Rh, Pd, Ag, Cd, In, Sn, Sb, Te, |, Xe, Cs, Ba, La, Lu, Hf, Ta, W, Rh, Os, Ir, Pt,

Au, Hg, Th, Pb, Bi

PM3: (32) H, Li, Be, B, C, N, O, F, Na, Mg, Al, Si, P, S, Cl, Ca, Zn, Ga, Ge, As, Se,
Br, Cd, In, Sn, Sb, Te, I, Hg, Tl, Pb, Bi

AM1: (18) H, B, C, N, O, F, Mg, Al, Si, P, S, Cl, Zn, Ge, Br, Sn, I, Hg
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5.5. Reacciones Isodesmicas
Las reacciones isodesmicas son procesos quimicos hipotéticos en la cual se
conserva, en cada lado de la ecuacion, el numero de enlaces de cada tipo formal y
solo se altera la relacion entre los enlaces. Las energias calculadas producto de
la reaccion reflejardn las desviaciones de la aditividad de las energias de enlace
que, a su vez, conducen a la funcion fisica de la relacion alterada entre los
enlaces. Este concepto fue introducido por primera vez en 1970 y se usa
ampliamente para evaluar los resultados computacionales de varios estudios
sobre las estructuras quimicas.[133] Ejemplos de estos estudios son la tensién
del anillo, resonancia, aromaticidad e hiperconjugacion.[106, 134] Puesto que la
naturaleza de los enlaces se conserva, los errores inherentes asociados con el
calculo apareceran en reactantes y productos. Como consecuencia, la
implementacion de las reacciones isodesmicas puede proporcionar la cancelacion
parcial de los errores y permitir una alta precision incluso a bajo niveles de célculo.

A continuacion se muestra algunas ecuaciones isodesmicas.

EcuaCién 22. CH3CH2CH3 + CH4 - 2CH3CH3

Ecuacion 23 CH3;0CH3; + H,0 —» 2CH;0H

5.6. Reacciones Homodesmicas
Las reacciones homodesmicas, originalmente Illamadas reacciones
homodesmoticas, son una forma mejorada de las reacciones isodesmicas en la
cual, se conservan en reactivos y productos, todos los enlaces y tipos de cada
atomo de carbono. Dicho de otra manera, una reaccién es homodesmica si es
isodesmica, ademas de que la hibridacion y, el numero y tipo de ligandos de cada
atomo sea el mismo en ambos lados de la ecuacion. La mejora se presenta a
partir del equilibrio en el nUmero de atomos de carbono en sus diversos estados

de hibridacién y coincidencia de los tipos de enlace carbono-hidrogeno, en
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términos del numero de atomos de hidrégeno unidos a atomos de carbono

individuales. Algunos ejemplos se muestran en la Ecuacion 24 y Ecuacion 25

A+3/_>3/\

Ecuacién 24.

+3/—>3\/\

Ecuacién 25.

Este concepto se propuso en 1975 para probar las energias de estabilizacion en
los hidrocarburos ciclicos conjugados [135], luego se expandié a estudios de
desestabilizacion a partir de la tensién de los anillos.[136, 137] Los resultados de
los calculos son una mejora en la precision sobre las reacciones de separacion de
enlaces, aunque con un gasto de tiempo de célculo debido a que se necesitan
estructuras mas complejas para el equilibrio.[138] Adicionalmente, las reacciones

homodesmicas han ampliado su uso para reacciones de protonacion.[139-141]
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6. METODOLOGIA

6.1. Coleccidn de estructuras

Preliminarmente la estructura de rayos X de 14 HEAs acopladas en el sitio activo
de la enzima BACE-1 reportadas por Demont et. al, fueron tomadas del banco de
datos de proteinas de Brookhaven (Brookhaven Protein Data Bank) [52] bajo los
siguientes codigos: 2VIE, 2VIY, 2VIZ, 2VJ6, 2VJ7, 2VJ9, 2VNM, 2VNN, 2WEZ,
2WFO0, 2WF1, 2WF2, 2WF3 y 2WF4. [7-12] Para la construccion del sitio activo
se consideraron todos los residuos dentro de un radio de 5A a partir del ligando
2VNM, considerada como una estructura representativa del conjunto de estudio.[9-
11] Se usoO el software libre Discovery Studio Visualizer [142] para aislar y
preparar el sistema de estudio; Se completd la valencia de los atomos pesados
afadiendo hidrégenos por lo que los residuos adquirieron la forma de amino-
aldehidos. Las 14 HEAs (ver Tabla 2) fueron modeladas como aminas
protonadas. [7-12, 143-145]

6.2. Optimizacion de la Geometria

Con el fin de obtener una mejor geometria de partida, se llevé a cabo una
dindmica molecular fijando los atomos pesados, la idea es hacer una busqueda
conformacional de los atomos de hidrogeno presentes en el sistema. Para este
proposito se uso el campo de fuerza MM3 a través del programa TINKER [146]. El
sistema se estabiliz6 a 315K por 2ps, la duracién de la dindmica fue de 40ps. La
conformacién de mas baja energia fue optimizada con el método semi-empirico
PM6 usando MOPAC 2009 [147], una vez mas, permitiendo solo el libre
movimiento de los atomos de hidrogeno. Se usé el método COSMO [148] para

simular el efecto del agua rodeando al sistema de estudio. Adicionalmente, se
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emplearon las palabras claves* MOZYME, MMOK, PM6-D, EPS=78.4
y GNORM=0.02 para activar el método de los orbitales moleculares localizados
[130], correccién de mecénica molecular para los enlaces CONH (grupo amida), el
hamiltoniano¥ PM6 [131] con correcciones para las dispersion y enlaces de
hidrogeno [149, 150], ajustar el dieléctrico y aumentar en mas de cien veces el

criterio de auto-consistencia para una mejor optimizacion, respectivamente.

¥ Todas las palabras claves pueden ser consultadas en la pagina oficial del manual de
MOPAC?2009 en http://openmopac.net/manual/index.html

¥ El termino Hamiltoniano PM6 fue implementado por su creador James J. P. Stewart [131] J.J.P.
Stewart, Journal of molecular modeling, 13 (2007) 1173-1213.
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Tyr259

Figura 7. Estructura optimizada del sitio active de la enzima BACEL con el inhibidor
2VNM. Las lineas verdes indican la formacion de puentes de hidrégeno.
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Tabla 2. Estructuras de los inhibidores de estudio: Plantilla de las HEA de y sus
respectivas sustituciones.
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6.3. Determinacion del estado de protonaciéon

La identificacion del estado de protonacion de los residuos de aspartato en la -
secretasa ha generado gran intereses desde las perspectivas teodricas y
experimentales. Sin embargo, los estudios no han arrojado un concenso sobre el
estado de protonacion (neutro diprotonado [151], di-desprotonado [152, 153] o
monoprotonado [139, 154-156]) preferido en presencia del inhibidor (Esquema 1).

Esquema 1. Localizacion de los protones para las formas monoprotonada,
diprotonada y di-desprotonada del sitio activo de la enzima BACE-1.

(Exterior)

| (Interior)

ASP93

ASP289
93i? 2890"

ASP93 ASP289
930289i° di-desprotonado

#93i = protén presente en el &tomo de oxigeno interior del ASP93

2890 = protén presente en el &tomo de oxigeno exterior del ASP289

©930289i = proton presente en el &tomo de oxigeno exterior del ASP93 y en el &tomo de oxigeno
interior del ASP289
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Esquema 2. Reacciones homodesmicas usadas para la comparacion de los

estados de protonacién

Di-desprotonado —— Monoprotonado —— Diprotonado

+ + +
2(C,HsCOOH) C,HsCOOH 2(C,HsCO0))
+
C,HsCOO

Con el fin de establecer el estado de protonacion de las aspartasas cataliticas en
los complejos HEA/BACEL, se uso estrategia similar a la reportada por Rajamani
y Reynolds [139], la cual se basa en la construccion y posterior célculo energético
de una serie de reacciones homodesmicas con el fin de comparar
energéticamente los 9 estados de protonacion posibles. El esquema de la
reaccion general (Esquema 2) representa el sistema homodesmico en la cual el
acido propionico es usado como el estado de referencia, teniendo en cuenta las
similaridades en tamafio y pKa respecto al acido aspartico [156]. Para este
analisis, se us6 el complejo 2VNM/BACE1 como estructura modelo del conjunto
de estudio. La geometria final de los posibles estados de protonacién se obtuvo
siguiendo los pasos descritos en la Seccidon 6.2. Sin embargo, las energias
relativas finales se estimaron usando niveles de teorias mas precisos, como son
M062X/6-31G(d,p) [17, 105] y MOZYME PM6-DH2, a través de los programas
Gaussian09 [127] y MOPAC2009 [147]. Con el fin de demostrar que no se
introdujeron artefactos durante los calculos iniciales, puesto que se permitié solo el
libre movimiento de los atomos de hidrégeno (Seccién 6.2), se efectuaron
calculos adicionales, esta vez, las cadenas laterales de los residuos y los atomos

de hidrégeno no tenian restricciones de movibilidad.
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6.4. Procesamiento de datos

La separacion del sitio activo de la proteina en sus mondmeros individuales es
necesaria para medir la contribucion de cada residuo cuando interacciona con los
ligandos. Este paso fue critico por la inmensa cantidad de datos y archivos que
eran necesarios en el estudio, por lo que fue menester la creacion de un Linux
bash shell script (pequefio programa) con el fin de manejar los datos. Esto incluia
la generacion de los archivos de entrada (input files) asi como organizar los
archivos de salida (output files). Para tener claro la magnitud de cuanto la
programacion fue un paso fundamental en esta investigacién, célcularé a
continuacion el nimero de archivos necesarios crear para llevar a cabo todos los
calculos: Para la realizacion de un calculo completo de energia de interaccion
ligando-residuo usando la correccién por superposicion de bases (calculos con
conterpoise) son necesarios un total de 5 archivos. Si hay un total de 14 complejos
y cada uno de estos presenta 24 residuos, entonces el nimero total de archivos
gue eran necesarios procesar es 5x14x24=1680, lo cual es por supuesto, una
cantidad demasiado grande y donde se es susceptible a cometer errores si se

hace de manera manual.

6.5. Residuos contiguos

Aquellos casos donde habian residuos contiguos (ejemplo: GLY72-GLN73-GLY74)
se adicionaron los hidrégenos necesarios para completar la valencia (Figura 8) y
se realiz6 una optimizacion parcial, solo para los nuevos atomos afiadidos,
siguiendo en todos los casos los criterios descritos anteriormente. Para este
propésito, se usé Gabedit [157] como interfaz de usuario grafico. Fueron
necesarias modificaciones en el cdédigo fuente del mismo para adaptar el

programa a la metodologia del presente trabajo de investigacion.
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Figura 8. Tratamiento de residuos contiguos: A. Secuencia de tres aminoécidos
contiguos. B. Residuos separados. Los rectangulos puntuados muestran los

atomos que se agregaron para completar la valencia.

6.6. Energia de interaccion corregida

La energia de interaccion (IE, por sus siglas en inglés) fue calculada a partir de la
diferencia entre las energias del complejo ligando-residuo y sus mondmeros
contituyentes. La correccién counterpoise fue considerada y aplicada con el fin de
corregir el efecto de error por superposicion de bases (BSSE) [117] de acuerdo a
la Ecuacion 15 y Ecuacién 16 (seccion 5.2.1). Estos calculos se ejecutaron usando
el programa Gaussian09 [127] usando los funciones DFT M062X [17] y X3LYP
[18] , y el conjunto de bases definidas por Pople, 6-311G(d,p) [105]. Los
resultados son mostrados en la Tabla 4 y Tabla 5 para los métodos M062X vy

X3LYP, respectivamente.

Con el fin de establecer la exactitud de los métodos M062X y X3LYP para estimar

las interacciones polares e hidrofébicas, se llevaron a cabo célculos MP2 de IE
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(nucleo fijo), para comparacion, en aquellos casos donde las parejas no seguian el

mismo comportamiento. El complejo 2VNM fue usado como referencia.
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Figura 9. Subregiones de la enzima BACEL y sus zonas de interaccion con el

ligando. Inhibidor 2VNM es mostrado en el fondo como referencia.

6.7. Coeficiente de variacion de Pearson

El coeficiente de variacion de Pearson (CV) esta definido matematicamente como
la razon de la desviacion estandar a la media, y es una medida aproximada de la
dispersién relativa en la distribucién de probabilidad.[158] En este contexto, es

una medida de la dispersion relativa de los valores de energia de interaccion para
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cada residuo del sitio activo de la enzima BACE1 con los inhibidores del grupo de
estudio. Este coeficiente se calculd usando la expresion clasica (Ecuacion 22),
donde CV; es el CV para el N residuo iNN,N N es el nimero de inhibidores en el
conjunto de estudio, {Xi1, Xz, .., Xin, } {Xi1, Xi2, -, Xin, } SON los valores de IE para

inhibidor con el residuo i, y X, X, es el valor promedio de estas observaciones.

N —_—
Zj=1(Xij—Xl)2

N
~——x100%

Ecuacion 22. CV; = =

Es importante anotar que los valores de CV pueden tomar valores positivos o
negativos dependiendo del valor de la media del conjunto de datos sobre el que se

quiere hacer la medicién.
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7.DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacién, financiado por el
proyecto de Jovenes Investigadores de Colciencias y la Universidad de
Cartagena, han sido publicados en el Journal of Computer-Aided Molecular

Design cuyo nivel de Impacto en el 2010 es de 3.374 bajo el nombre de:

Carlos Gueto-Tettay, Juan Carlos Drosos & Ricardo Vivas-Reyes. “Quantum
mechanics study of the hydroxyethylamines—BACE-1 active site interaction
energies” Journal of Computer-Aided Molecular Design, Volumen 25, NUumero 6,
paginas 583-597 DOI 10.1007/s10822-011-9443-z

Se adjunta copia del articulo como evidencia.

La discusion de resultados se ha fraccionado para mayor comodidad y
entendimiento.

7.1. Estado de protonacion del sitio activo de la BACE1
El complejo 2VNM fue usado como referencia para la comparacion de la
estabilidad relativa de los tres estados de protonacion posible del sitio activo de la
BACEL en presencia de las HEAs (Esquema 2), a los niveles semiempirico y
DFT, usando el &cido propionico como estado de referencia. Se mantuvo una
carga neta de -2 en los tres pasos de las reacciones homodesmicas [156]. Los

resultados se dan en la Tabla 3.
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Tabla 3.

monoprotonado y diprotonado del sitio activo de la BACEL.

Energias relativas (kcal/mol) para los estados di-desprotonado,

Optimizacion de H? Optimizacién de SD+H"
Esttado de 052X MOZYME - V062X MOZYME
protonacion PM6-DH2 PM6-DH2
Monoprotonado
289i 142.12 83.90 138.36 73.83
2890 162.87 95.61 154.59 79.51
93i 137.67 78.44 -109.82 133.27 71.31
930 140.63 83.77 132.69 72.64
Diprotonado
93i289i 354.01 182.64 351.10 160.29
93i2890 358.76 181.21 346.42 161.52
930289i 336.22 177.97 -28.70 331.21 165.31
9302890 357.33 185.72 342.87 158.26
Di-deprotonado 0.00 0.00 -213.80 0.00 0.00

& Optimizacién geométrica solo de &tomos de hidrégeno.
b Optimizacion de las cadenas laterales y atomos de hidrogeno.

°Energia de interaccion calculada entre el ligandos 2VNM y los residuos de
aspartato para cada estado de protonacion usando M062X/6-31G(d,p).

Las energias relativas computadas indican que la forma di-desprotonada de los
residuos de aspartatos (carga= -2) es claramente preferida sobre las formas
diprotonada (carga= 0) y monoprotonadas (carga= -1), con una diferencia en
energia relativa de ~354-359 y ~137-163 kcal/mol, respectivamente, de acuerdo
a los calculos DFT usando MO062X/6-31G(d,p). Ademas, la optimizacion
geométrica menos restringida (considerando la relajacion de las cadenas laterales
y de los atomos de hidrégeno presentes en el complejo proteina-ligando), conlleva
a la misma conclusiéon y descarta la inclusién de artefactos en los resultados

energéticos (Tabla 3).
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Figura 10. Energias relativas de las diferentes configuraciones para los estados
de protonacién para los métodos de calculo DFT M062X y MOZYME PM6-DH2.
Comparacion de los resultados para la optimizacion parcial de los atomos de
hidrégeno (H) y cadenas laterales méas hidrégenos (SD+H).

Por lo tanto, los calculos sugieren que el estado di-desprotonado (carga= -2) de la
diana catalitica de residuos de aspartatos es preferida en presencia de las HEAs.
Estos resultados son consistentes con los hallazgos de Hyland et. al, donde el
estado di-desprotonado ha sido favorecido en presencia de isésteros de amidas
reducidas en el estado de transicion del complejo BACE1l/ligando. [152, 153]
Adicionalmente, como se muestra en la Figura 10, los calculos con el

semiempirico MOZYME PM6-DH2 llegan a la misma conclusion.
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C. d.
Figura 11. Instantdneas de un fragmento del ligando 2VNM en presencia de los
residuos de aspartato en las formas monoprotonadas a. (93i) y b. (2890);
diprotonada c. (930289i); d. di-desprotonada.

I
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ASP 289
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ASP289

ASP289

En los complejos BACE1l/HEASs, las regiones del grupo hidroxilo y la amina
protonada del ligando interactian directamente con los residuos ASP93 y ASP289,
respectivamente (Figura 11). La rotacién forzada del grupo hidroxil en el ligando
y/o &cido carboxilico en presencia de un proton en el ASP93 y/o ASP289,
conllevan a la desestabilizacion de los complejos en las formas monoprotonadas y
diprotonadas del sitio activo; las diferentes configuraciones para los estados de
protonacion que portan un proton en oxigeno exterior del residuo ASP289 (980,
93i2890, 9302890) tienden a ser las menos favorecidas, energéticamente

hablando, debido a las torsiones impropias en el grupo hidroxil de este residuo
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(Figura 11b). Adicionalmente, cuando el residuo ASP93 se halla protonado
induce a una rotacion en el grupo hidroxil del ligando en relacion a la hallada en la
forma di-deprotonada (Figura 11d), especialmente con el protdn estd presente en
el oxigeno exterior del residuo ASP93 (Figura 11c). En todos los casos, las
rotaciones del grupo hidroxil son producidas con el fin de evitar conflictos estéricos
de los grupos interactiantes. Complementariamente, las energias de interaccion,
calculado solo para las conformaciones de mas baja energia para los estados de
protonacion, entre el ligando y los residuos de aspartato, también soportan la idea
del estado de protonacion y la orientacion del grupo hidroxil del ligando mas
probable en los complejos BACE/HEASs (Tabla 3).

7.2. Energias de interaccion BACE1-HEAs

La identificacion de las 14 hidroxietilaminas y sus fragmentos que actlan como
inhibidores de la enzima BACE-1 reportadas por Demont et. al ! son publicadas
en la Tabla 2. La Figura 7 muestra la geometria optimizada del complejo B-
secretasa/2VNM tras aplicar la metodologia descrita anteriormente.
Adicionalmente, la Figura 9 muestra sus zonas de interaccion con el ligando. Las
energias de interaccion corregidas con counterpoise entre los residuos del sitio
activo de la enzima BACE-1 y cada ligando de la primera y segunda generacion de
inhibidores derivados de la HEA usando el funcional DFT M062X se resumen en la
Tabla 4.

7.2.1. Coeficiente de variaciéon de Pearson’s
Los valores de los coeficiente de variacion de Pearson’s (CV), que son una
medida aproximada de la dispersion relativa de los valores de energia de
interaccidon para cada residuo del sitio activo con los inhibidores de estudio, son

mostrados en la Tabla 6.
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Figura 12. Diagrama de caja y bigotes para los valores de IE del residuo VAL130.

Valores de CV cercanos a cero representan aquellos residuos que interactian con
areas comunes de todos los inhibidores, tales como el par de residuos de
aspartatos (-3.00% y -4.00% para ASP289 y ASP93, respectivamente), PHE169 (-
8.00%), GLY72 (-31.00%), GLY95 (-18.00%), GLN134 (-14.00%) y TYR132 (-
24.00%), los cuales se encuentran en contacto con el nudcleo de las
hidroxietilaminas. De manera opuesta, valores lejanos del cero son aquellas
interacciones cuya dispersion es severamente afectada por la modificaciones
estructurales del ligando, por ejemplo, el par de serinas, VAL130 (4171%),
TYR259 (-83.00%), GLY74 (103.00%) y ILE171 (101%), residuos ubicados
alrededor de las zonas P2, P2’ y P3. EI valor atipico, reportado por la VAL130
(4171%), es explicado en el diagrama de cajas Yy bigotes de la Figura 12: Todos
los inhibidores exhiben valores de IE negativos excepto los ligandos 2VIY, 2VIZ y
2VJ6, quienes comparten el fragmento J (Tabla 2), el cual produce una repulsiéon
con la VAL130, probablemente debido a la cercania de los grupos interactiantes o

la presencia de una repulsion del tipo polar-apolar.
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7.2.2. Residuos cargados de aspartato
Los valores de IE ligando-residuo reportados en las Tabla 4 y Tabla 5 muestran
que las interacciones polares son los mayores contribuidores energéticos para la
estabilizacion del complejo B-secretasa/inhibidor. Se destacan aquellas
interacciones formadas con los residuos cargados de aspartato, quienes a través
de la formacién de un contacto iénico residuo-ligando ( -110.17 y -99.39 kcal/mol,
en promedio, para la energia de interaccibn con ASP289 y ASP93,
respectivamente), contribuyen 86.43% a la sumatoria de las energias de
interaccion (Tabla 6), de acuerdo a la suma de las interacciones promedios.
Desde un punto de vista quimico, valores tan notables de energia de interaccion
son evidentes cuando se considera la naturaleza cargada de las especies
interactlantes: negativa para los residuos de aspartato y positiva para el ligando.
Esto podria ocurrir como consecuencia de la formacion de un sistema acido-base
conjugado y/o la interaccion favorable del tipo i6n-ibn, ambos eventos

electrobnicamente complementarios.

Para el ligando 2WF4, los valores de IE con estos residuos resultan un poco mas
favorable sobre el resto del conjunto, debido principalmente a las modificaciones
estructurales presentes en la zona S’1; la presencia de dos grupos hidroxi
interactuando en la zona P’1 produce una red de puentes de hidrégeno (Figura
13).
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7.2.3. Residuos polares
La mayoria de los residuos polares neutros contribuyen favorablemente a la
energia de interaccion total. Sin embargo, solo los residuos ASN294, GLN134 y
la tripleta de treoninas (133, 292 y 293) exhiben valores de energia de interaccion
destacables puesto que su ubicacion en el sitio activo conllevan a la formacion de
contactos polares favorables y/o puentes de hidrégenos por su cadena
principal/lateral con diversos fragmentos de los ligandos (Figura 7). EI mismo
principio es aplicado a los residuos de glicina (GLY95 y GLY291) quienes a pesar
de su pequefio tamafio poseen la capacidad de interaccionar por su cadena
principal. La mayoria de estas interacciones resultan ser monétonas a lo largo de

nuestro conjunto de estudio (Tabla 6).

ASP289 ASP289

Figura 13. Interaccién de los residuos de aspartatos con los ligandos: A. 2WF4; B.
2VNM. Las lineas en verde representan la formacion de puentes de hidrégeno.
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7.2.4. Residuos Hidrofobicos
Por otro lado, las interacciones hidrofébicas, concentradas principalmente hacia la
zona S1 (Figura 9) por los residuos LEU91, VAL130, PHE169, ILE171, TRP176 y
ILE179, tienden a ser menos favorables (en términos de IE) que los polares,
incluso repulsivo en algunos casos (Tabla 4). Para la mayoria de estos residuos
no-polares, se observan variaciones discretas en los valores de |IE (Tabla 6). Este
comportamiento es debido al hecho de que todos los ligandos comparten el
fragmento fenil hacia la zona P1 (Figura 9), el cual interactia directamente con los
monomeros mencionados. En este conjunto de interacciones hidrofébicas,
resaltan aquella formada con el residuo PHE169, caracterizada por un contacto
del tipo 1r-1m el cual disminuye el valor de IE. Es importante resaltar que la
estimacion de esta clase de interacciones es demasiado sensible al nivel de
teoria, y la descripcion con un funcional adecuado es vital para obtener buenos
resultados. La influencia del funcional en los resultados de IE es discutida en otra

parte de este trabajo.

7.2.5. Interaccion ARG296 — HEAs
En contraste, la interaccion mas repulsiva en el sitio activo de la BACE-1 se da
con el residuo cargado de ARG296, siendo responsable por al menos el 90% de la
repulsion total. Este valor desfavorable de IE es facilmente explicado tomando en
cuenta en que, en condiciones bioldgicas, ambas especies (aminoacido y ligando)
son sistemas cargados positivamente, por lo tanto, se espera una repulsion. Este
hallazgo es consistente con el hecho de que se probaron recientemente,
modificaciones estructurales hacia la zona P2 del ligando (Figura 9). Esta nueva
estrategia busca en el disefio de HEAs la disminucion de las fuerzas de repulsion

con este residuo. [159]

7.2.6. Sultamas vs Lactamas
La exploracion de las variaciones estructurales de la zona P2 muestra claramente
dos clases de HEAs: los derivados de las lactamas (2VIZ, 2WF0, 2VJ9, 2VJ7,
2VIE, 2WEZ y 2VJ6) y sultamas (2VIY, 2WF2, 2WF3, 2WF4, 2VNM y 2WF1). Los
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primeros son ligandos con los fragmentos B, C, F o G mientas que las sultamas
son los ligandos con un fragmento A, D, E, H o | en las zonas P2-P3 (Tabla 2).
Los ensayos bioguimicos de inhibicién arrojan que las sultamas parecen ser mas
potentes que las lactamas como inhibidores de la enzima BACE1, sin embargo los
autores no mostraron ninguna explicacién ante tal evento'®. La metodologia
usada en el presente trabajo de investigacion brinda una mirada profunda a este
problema, revelando que valores de IE con los residuos ASN294 y ARG296 en el
sitio S2 de la cavidad (Figura 9), ofrecen una explicacion cuantitativa a las
diferencias mencionadas; cuando los valores de IE se comparan para sultamas y
lactamas, es apreciable que hay un favorecimiento en la interaccion con ASN294
mientras que hay una notable disminucién en la repulsiébn con ARG296. Las
diferencias de IE estdn en el rango de 1.5-8.5 y 7-16 kcal/mol para el
favorecimiento con ASN294 y disminucion en la repulsibn con ARG296,
respectivamente. Los dos a&tomos de oxigeno en los derivados de la sultamas
exhiben una zona de mas alta densidad electronica que las lactamas, quienes
poseen un solo atomo de oxigeno. Como consecuencia, las sultamas pueden
ofrecer mayor densidad al residuo cargado positivamente ARG296, quien actia
como un electrdfilo, al tiempo que incrementan su capacidad como aceptores de
puentes de hidrogenos para interactuar mejor con el residuo ASN294. Estas

diferencias se pueden observar de manera grafica en la Figura 14.

7.2.7. Interaccién THR293 — HEAs
Las sustituciones hechas en la zona P3 (Figura 9) del ligando afectan
directamente las interacciones con el residuo THR293, una de las interacciones
polares neutras mas relevantes. Los mejores valores de IE provienen de la
formacion de un puente de hidrogeno entre el ligando y el grupo hidroxil del
residuo de treonina, donde los atomos electronegativos del ligando y el residuo
pueden actuar como donadores y/o aceptores de puentes de hidrégeno, segun el
caso (Figura 15). La mayoria de los inhibidores derivados a la HEA de la primera

generacion, miméticos del estado de transicion de la enzima BACE-1 en el
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conjunto de estudio, tienen un fragmento de -NHC;,Hs (fragmentos C y D, Tabla 2),
donde el &tomo nitrégeno actia como una amina secundaria y, por lo tanto, como
un buen donador de puentes de hidrégeno. De igual manera, se reporta un valor
favorable para el ligando 2VIZ. En este caso, el inhibidor exhibe un fragmento —
OC3Hg en la zona P4 (fragmento B, Tabla 2) el cual actia como un aceptor de
puentes de hidrégeno mientras que la treonina orienta su grupo hidroxil para dar
con la formacion del contacto polar, actuando como un donador de puentes de
hidrogeno.  Mientas tanto, la formacion de heterociclos en la mayoria de los
inhibidores de BACE-1 de la segunda generacion (2VNN, 2WEZ, 2WF0, 2WF1,
2WF2 y 2WF4), donde se involucran las zonas P3-P4 (Figura 9), conllevan a una
disminucién en la interacciébn con THR293. El &tomo de nitrégeno hace parte del
anillo siendo ahora una amina terciaria, ergo, su par libre ahora es parte de la
deslocalizacion presentes en los anillos. Esta estabilidad aromatica en el sistema
heretociclico conjugado disminuye notablemente la capacidad de nitrdgeno como
aceptor de puentes de hidrogeno. Los valores reportados para los inhibidores
2VNN y 2WF1, quienes comparten el fragmento E, indica que la posicion del
atomo de nitrdgeno en el heterociclico afecta directamente la magnitud de la IE
con THR293.
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Figura 14. Diferenciacion del tipo de ligando, sultamas o lactamas,
dependiendo de la energia de interaccién con los residuos ARG296 y ASN294.



Figura 15. Interaccion del residuo THR293 con un fragmento de los ligandos: A. 2VNM,;
B. 2VIZ; C. 2WF2; D. 2WF1. Las lineas verdes representan la formacion de puentes de
hidrogeno.
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7.2.8. Interaccion tirosinas — HEAs
Los residuos TYR132 y TYR259, de polaridad moderada, ubicados en la frontera
de las aéreas S1 y S1’, y en la parte superior de la zona S2’, respectivamente,
exhiben valores de IE favorables debido a las caracteristicas de su grupo fenol;
La TYR132 interactua en las zonas P1 y P1’ con el grupo fenil y amina del
ligando, respectivamente (Figura 7). Ambas interacciones, no-polar y polar, se
consideran atractivas. En adicion, las variaciones en los valores de IE para la
TYR259 pueden ser explicados considerando las modificaciones estructurales del
ligando en la zona P2’: en los ligandos con los fragmentos K (2VJ9) y L (2VIE),
cuya naturaleza es completamente no-polar, poseen un valor de IE favorable ya
que sus fragmentos estan en contacto directo con el grupo fenil del residuo en
cuestion. La presencia del atomo de oxigeno en la cola de los ligandos 2VIZ,
2VJ6 y 2WF4, induce un cambio en la orientacién del grupo hidroxi de la tirosina

con el fin de mejorar las interacciones dipolo-dipolo.

7.2.9. MO6X vs X3LYP: comparacion de los funcionales DFT
En la Tabla 4 y Tabla 5 se reportan los valores de IE2 obtenidos del calculos con
los niveles de teoria M062X y X3LYP, y 6-311G(d,p) para el funcional DFT vy el
conjunto de bases, respectivamente. Adicionalmente, la Figura 16 muestra las
diferencias entre los funcionales tomando el inhibidor 2VNM como referencia. El
método fue usado MP2 como estandar en aquellos casos donde habian
incongruencias (Tabla 7). Los resultados muestran que ambos métodos resultan
utiles para métodos comparativos cuando solo se consideran las interaccione de
pares ionicos (ASP93, ASP289 y ARG296). Adicionalmente, interacciones polares
entre residuos pequefios y el ligando que interactdan a través de la formacion de
puentes de hidrégeno (SER386, SER96, THR293, GLY7 y GLY74), también
siguen tendencias similares. Sin embargo, para estudios mas completos, donde se
incluyan interacciones hidrofébicas, se recomienda el del funcional M062X puesto

gue este estd parametrizado para cubrir las energias de dispersiéon de London
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[17], y cuya descripcion de las interacciones aromaticas son comparables a las

que arrojados por el nivel de teoria MP2. [160]
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Figura 16. Comparacion grafica entre los valores de IE para los funcionales DFT
M062X y X3LYP. Se tomé al ligando 2VNM como referencia. Las graficas
muestran los residuos: A. Polares; B. Cargados; C. No-polares.
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Tabla 7. Comparacién de los valores de IE para los funcionales M062X y X3LYP
usando MP2 como método estandar. El ligando 2VNM fue usado como estructura
de referencia. Los valores de IE son expresados como Kcal/mol.

MP2 MO062X X3LYP
GLN134 -6.82 -7.76 -0.16
GLY291 -1.42 -2.63 0.73
GLY74 -0.43 -0.43 0.27
ILE179 -0.68 -0.51 1.07
LEU91 -1.14 -1.43 1.02
THR133 -4.36 -4.56 -0.12
TRP176 -0.81 -0.27 1.11
TYR132 -5.75 -5.23 4.16
TYR259 -0.75 -0.49 2.36

7.2.10. BSSE en las interacciones BACE1-HEAs
La Tabla 8 muestra la magnitud de la correccién para la BSSE para todos los
calculos de IE. Se puede ver que la correccion para el BSSE resulta ser vital en
estos calculos, especialmente para aquellos residuos ubicados cerca del ligando
(GLY95, TYR132, GLN134, PHE169, TYR259 y GLY291) o tiene una fuerte IE con
ellos (ASP93, THR133, ASP289, THR292, THR293 y ASN294). Por otro lado, las
interacciones consideradas débiles, como la mayoria de las interacciones
hidrofébicas (LEU91, VAL130, ILE171 e ILE287), presentan valores pequefios

para esta correccion por la gran distancia ligando-residuo.
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8. CONCLUSIONES

Los calculos de interaccion electronica corregidas con la estrategia "counterpoise”
para los complejos ligando-residuo proveen una percepcion interesante, en cuanto
a que ofrece una descripcion cuantitativa, sobre el efecto de las variaciones
estructurales en el acople con el sitio activo de la enzima BACE1L, y de las
proteinas en general. Adicionalmente, ofrece una una descripcion general y
particular para explorar en detalle las interacciones del ligando con el sitio activo
de la enzima. La correccion del error por superposicion de bases parece ser
critico para las interacciones fuertes o aquellas formadas entre el ligando y
residuos cercanos. Los célculos mecénico-cuénticos a través de los funcionales
DFT M062X y X3LYP muestran la importancia de las interacciones polares puesto
que estas predominan en el sistema de estudio, siendo indispensables aquellas
formadas con los residuos de aspartato, los cuales contribuyen alrededor del 90%
de las interacciones totales atractivas. En contraste, el disefio de compuestos que
disminuyan la repulsién con el residuo ARG296 conllevara al descubrimiento de
mejores inhibidores de la BACE-1. Adicionalmente, los calculos de IE con el
funcional M062X son comparables a los realizados con el método MP2, teniendo

asi la opcion de obtener buenos resultados a un costo computacional mas bajo.

Un aporte significativo del presente trabajo es la de brindar una diferencia clara en
IE de porque las sultamas son mas potentes que las lactamas como inhibidores
de la BACEL, siendo las interacciones con los residuos ARG296 y ASN294 claves
para tal propésito. Por otro lado, las reacciones homodesmicas, a diferentes
niveles de teoria, demuestran que el estado di-desprotonado de la diana catalitica

de residuos de aspartato es preferida en presencia de las HEAs.

Los datos generados del presente trabajo revelan aspectos importantes del acople
entre la familia de compuestos derivados de la hidroxietilamina y la enzima
BACEL, estrategia que puede ser extrapolada a otra familia de inhibidores u otros

complejos de importancia bioquimica. De igual manera constituye una base solida
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para proximas exploraciones en estos sistemas que conlleven al disefio de

mejores inhibidores de la BACE-1.
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