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RESUMEN

En el presente trabajo, se realiz6 un estudio de modelado molecular que
combina céalculos de acoplamiento molecular, relacién cuantitativa estructura
actividad 3D basado en el receptor, simulaciones de dindmica molecular y
calculos de energia libre de union, sobre un conjunto de 28 analogos
estructurales de las N-acil homoserina lactonas (AHLs) con actividad
antagonista de Quorum sensing, con el proposito de comprender el modo de
union y el microambiente molecular al cual estan expuestos los 28 anélogos en
el sitio activo del receptor LasR en Pseudomona aeruginosa. También
gueremos estudiar la estabilidad de los complejos formados y encontrar las
caracteristicas estructurales claves que explican la actividad antagonista de
este grupo de ligandos y dar a conocer esta informacion para la modificacion
racional de moléculas para la identificacion y disefio de potentes moduladores
LasR.

El analisis de los célculos de acoplamiento molecular muestra que los 28
analogos tienen una forma de unién similar, a la del ligando nativo. Los grupos
carbonilo que pertenecen al anillo lactona y el grupo amida de la cadena acilo
estan orientados correctamente hacia los aminoécidos, que forman las
interacciones tipo puente de hidrégeno. La diferencia en la actividad
antagonista se debe a la ubicacion y orientacién de las cadenas laterales
dentro del bolsillo hidrofobico de LasR en su sitio de union. Las simulaciones
Dindmica molecular fueron tiles para comprender los cambios
conformacionales y la estabilidad de cada complejo formado. Los componentes
de energia se calcularon para investigar la contribucién energética de un
conjunto de 150 geometrias tomadas de cada simulaciébn de Dinamica
molecular. Se encontrd una relacion directa entre el valor de la energia de Van

der Waals y su actividad como agonista o antagonista del receptor LasR.

Palabras claves: Quorum sensing, Acoplamiento Molecular, Dinamica
Molecular, Energia libre, LasR



1. INTRODUCCION

1.1. Comunicacion bacteriana

Las bacterias habian sido consideradas por mucho tiempo organismos simples
y asociales cuya Unica actividad era dividirse para generar nuevas bacterias, el
descubrimiento de que las bacterias tienen la capacidad de comunicarse entre
ellas cambid la percepcion de que son sencillos y simples organismos (Rojas-
Badia, 2011), por el contrario, se demostré6 que son organismos sociales, a
menudo presentes en comunidades densas de individuos que cooperan y
compiten entre si para explotar los recursos en su entorno y al igual que los
organismos superiores, algunas veces deben alterar su comportamiento para
tener ventajas en los entornos cambiantes (Bassler & Losick, 2006; Gerdt,
Mclinnis, Schell, & Blackwell, 2015; Schuster, Sexton, Diggle, & Greenberg,
2013). Subyacente a este comportamiento, es la capacidad de comunicarse a
través de la liberacidon y deteccion de sefales quimicas en el medio ambiente

gue les rodea (Blackwell & Fuqua, 2011).

Hace mas de 45 afios se publicaron los dos primeros articulos relacionados
con la capacidad de comunicacion que poseen las bacterias, llegando en
general a la misma conclusion: las bacterias usan sefiales quimicas para
comunicarse y coordinar sus actividades como grupo, este fendmeno recibi6 el
nombre de autoinduccion. La primera publicacién, indicé que la bacteria Gram-
positiva Streptococcus pneumoniae controlaba los factores de competencia
genética utilizando una sefal quimica auto-producida llamada factor de
competencia (Tomasz, 1965), la segunda publicacién describia el control de la
bioluminiscencia por una bacteria Gram negativa (Vibrio Fisheri) utilizando una

molécula sefal (Nealson, Platt, & Hastings, 1970).

En la actualidad este fenOmeno es conocido como Quorum Sensing (QS), este
término fue citado por primera vez en una revision que publicaron Fuqua et al.
en la revista Journal of Bacteriology en el afio 1994 (W. C. Fuqua, Winans, &
Greenberg, 1994). Se sabe que estos mecanismos de comunicacién
(sefalizacion quimica) son frecuentes entre las bacterias, se han encontrado

en mas de 200 especies de proteobacterias (Hudaiberdiev et al., 2015), estos
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mecanismos son de interés significativo particularmente en las areas de salud
humana, veterinaria y en la agricultura, donde a menudo las bacterias, juegan
papeles importantes en procesos como: colonizacién, manipulacion y liberacion
de factores de virulencia, por tal motivo, este comportamiento es uno de los
descubrimientos méas notables en microbiologia en los ultimos 50 afios (Bai &
Rai, 2011; Hentzer & Givskov, 2003).

1.2. Quorum sensing
Quorum sensing (QS) es un mecanismo dependiente de la densidad celular

que le permite a las bacterias regular la expresion de genes especificos en
respuesta a cambios locales en su densidad poblacional, y de esta manera
pueden coordinar sus actividades con el fin de funcionar como una unidad
multicelular (Bassler & Losick, 2006; J. Huang, Shi, Zeng, Gu, & Chen, 2016; S.
T. Rutherford & Bassler, 2012).

En este mecanismo la bacteria produce pequefias moléculas sefiales llamadas
autoinductores (Als), las cuales son liberadas en el medio extracelular donde
se acumulan a una concentracion proporcional a la densidad celular, (Camilli &
Bassler, 2006; Hense & Schuster, 2015; S. T. Rutherford & Bassler, 2012),
cuando la poblacion bacteriana alcanza una densidad critica, o0 Quorum, los Als
son capaces de unirse y activar receptores especificos en las bacterias, lo que
permite a las bacterias alterar sus niveles de expresion de genes para
coordinar un amplio rango de conductas (Hense & Schuster, 2015), incluyendo
la produccioén de factores de virulencia, produccién y resistencia a antibiéticos,
motilidad, formacion de biopeliculas, bioluminiscencia, esporulacion, entre otros
comportamientos (Alberto & Rossello, 2013; Palmer, Streng, & Blackwell, 2011;
S. T. Rutherford & Bassler, 2012; Smith & Iglewski, 2003). (Figura 1.1)
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Figura 1.1. Algunos fenotipos regulados por el QS en bacterias

1.3. Autoinductores
Los Als son usualmente moléculas pequefias que difunden libremente a través

de la membrana de las células o son transportados activamente fuera de estas
(Hartmann & Schikora, 2012; Mashburn & Whiteley, 2005). Diferentes especies
de bacterias utilizan diversas moléculas sefal para comunicarse entre ellas, las
bacterias Gram positivas utilizan como molécula sefal, péptidos u oligopéptidos
modificados, por otro lado las bacterias Gram negativas utilizan generalmente,
N-acil homoserina lactonas (AHL), ambas moléculas son conocidas como
autoinductores (Atkinson & Williams, 2009; Bassler & Ng, 2009; Lade, Paul, &
Kweon, 2014b; LaSarre & Federle, 2013) (Figura 1.2)

Existe un sistema de QS mixto, en el cual la comunicacién se establece entre
diferentes especies bacterianas, esta comunicacién inter-especies tiene
implicaciones en muchas areas de la microbiologia, debido a que las bacterias
en la naturaleza casi siempre existen en poblaciones mezcladas, conocidas
generalmente con el nombre de biopeliculas, las cuales tienen mucha relacion

con las infecciones cronicas.
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Figura 1.2. Representacién de autoinductores en bacterias Gram positivas y Gram negativas.
A) las bacterias Gram positivas utilizan péptidos sin modificar o péptidos con modificaciones
post-transduccionales. B) las bacterias Gram negativas utilizan generalmente N-acil
homoserina lactonas, donde R puede variar dependiendo la clase de bacteria a la cual
pertenece el autoinductor. (Adaptado de P. Williams et al., 2007)

Este sistema utiliza como molécula sefial, un diéster borato furanosil derivado
de la transformacion de la S-adenosil-homocisteina a homoserina, este tipo de
moléculas pueden ser generadas y detectadas por diferentes especies de
bacterias, ver figura 1.3. Generalmente estas moléculas sefial son conocidas
como autoinductor Il (Al-2) (LaSarre & Federle, 2013; Zheng & Sintim, 2014).

\
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Figura 1.3. Estructuras quimicas de los Al-2. A) (2S, 4S)-2-metil-2,3,3,4-tetrahidroxitetrahidro-

Furano-borato (S-THMF-borato). B) (2R, 4S)-2-metil-2,3,3,4-tetrahidroxitetrahidrofurano (R-
THMF) (Tomado de Gonzélez y Keshava, 2006)

El fendmeno de QS no solo esta limitado al reino procariota. Se ha reportado
que el patégeno fungico Candida albicans produce Farsenol para regular la
transicion de levadura a micelio, que es importante para la virulencia del hongo
(Blankenship & Mitchell, 2006; Cho et al., 2010; Krom, Levy, Meijler, & Jabra-
rizk, 2016; Rumbaugh, 2011). En las ultimas décadas se han descubierto
moléculas sefial con estructuras quimicas que van desde derivados de acidos
grasos, oligopéptidos, furanonas, AHLS, tiolactonas ciclicas (AIP), ester metilico

del acido palmitico (PAME), borato furanosil (Al2), entre otras moléculas.



Para que puedan ser considerados como moléculas sefiales del QS, los
compuestos deben cumplir una serie de criterios (Winzer, Hardie, & Williams,
2002).

1. La produccion de la sefal de QS debe llevarse a cabo durante etapas
especificas de crecimiento, o en respuesta particular a cambios ambientales.

2. La sefial de QS debe poder acumularse en el ambiente extracelular y ser
reconocida por las bacterias receptoras.

3. La acumulacion de la sefial de QS por encima de un umbral critico de
concentracion debe estimular una respuesta.

4. La respuesta celular debe extenderse mas alla de los cambios fisiolégicos

necesarios para metabolizar la molécula o detoxificar.

A pesar de las diferencias existentes en los componentes reguladores y los
mecanismos moleculares, todos los sistemas de QS conocidos dependen de
tres componentes basicos (Rutherford and Bassler 2012). Una enzima (o varias
enzimas implicadas) productora de la molécula sefal, la molécula sefal
difusible (el autoinductor), que se libera en el medio ambiente y un receptor de
la sefial situado en la membrana celular o en el citoplasma (Hense & Schuster,
2015).

1.4. Quorum sensing en bactérias Gram negativas

El primer sistema de QS caracterizado en una especie bacteriana Gram-
negativa fue el presente en la bacteria bioluminiscente marina V. fischeri
(Bassler & Ng, 2009; C. Fuqua & Greenberg, 2002). En bacterias Gram
negativas, el circuito del QS funciona generalmente de la siguiente forma: una
enzima tipo-Luxl (Luxl es una familia de proteinas que participa directamente
en la sintesis de AHLS) que produce y libera la AHL, a baja densidad celular, la
AHL difunde pasivamente al medio extracelular, a favor de un gradiente y son
inmediatamente diluidos en los alrededores.

Un incremento en la densidad de la poblacion bacteriana resulta en una
acumulacion gradual de AHL en y alrededor de las células (Moore, Gerdt,
Eibergen, & Blackwell, 2014). La AHL se une y activa al receptor
transcripcional tipo-LuxR, la union del AHL al receptor a altas densidades
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celulares promueve la homodimerizacion y posteriormente la interaccion con
secuencias de ADN blanco (Figura 1.4), con el fin de mejorar o bloquear la
transcripcion de los genes regulados por el QS, resultando en la activacion
sincronizada de ciertos fenotipos en una poblacién bacteriana (Gonzalez &
Marketon, 2003; Henke & Bassler, 2004; Moore et al.,, 2014; O'Reilly &
Blackwell, 2016).

/O Autoinductor Alta densidad ceIuIaN
SAlta [AHL]

@ Receptor
‘ Enzima
Baja densidad celular
Baja [AHL]
o Tiempo

.
Figura 1.4. Esquema del QS en bacterias gram negativas. A) Baja densidad celular. B) Alta
densidad celular. (Adaptado de (Geske, O’Neill, Miller, Mattmann, & Blackwell, 2007)).

1.4.1. Acil homoserina lactonas (AHL)

Las acil homoserina lactonas (AHLs) son el mayor grupo de autoinductores
presentes en las bacterias Gram negativas, estas moléculas han conservado el
anillo homoserina lactona (HSL) con una cadena lateral acilo variable, las AHLs
tipicamente tienen una longitud de la cadena acilo de 4 a 18 carbonos,
usualmente por incrementos de dos unidades de carbono (C4, C6, C8 etc.)(C.
Fuqua & Greenberg, 2002). La longitud, el nivel de saturacién de la cadena
acilo acoplada y la presencia o ausencia de sustituciones hidroxi u oxo en la
posicion C-3 de la cadena acilo proporcionan diversificacion y especificidad
para el circuito del QS presente en una poblacién bacteriana mixta (Bhargava,
Sharma, & Capalash, 2010; Churchill & Chen, 2011; LaSarre & Federle, 2013;
Thiel, Kunze, Verma, Wagner-Ddbler, & Schulz, 2009; Watson, Minogue, Val,
von Bodman, & Churchill, 2002; Welsh & Blackwell, 2016b). Ha sido reportado
que algunas especies de bacterias gram negativas utilizan HSL con cadenas
laterales ramificadas o aromaticas mas complejas (Lindemann et al., 2011;
Schaefer et al., 2008).



En algunos casos una sola especie bacteriana puede tener mas de un sistema
de QS y por lo tanto utiliza mas de una molécula sefal (tabla 1.1), la bacteria
responde a cada molécula de una manera diferente (Thiel et al., 2009;
Williams, Winzer, Chan, & Camara, 2007). Ademas, es posible que bacterias
diferentes puedan tener el mismo Al, pero este puede estar involucrado en la
regulacion de diferentes fenotipos en cada una. Por ejemplo, 3-oxo-C6-HSL
regula el fendbmeno de bioluminiscencia en Vibrio fischeri, pero activa la
produccion de exopolisacaridos en Erwinia stewartii (Watson et al., 2002). En
este sentido las moléculas de sefializacidn se pueden pensar como palabras

dentro de una lengua, cada una tiene un significado diferente.

Tabla 1.1. Estructuras de homoserina lactonas aciladas producidas por diferentes especies de
bacterias

Estructura de la molécula sefial Microorganismo
o]
o NJ‘k/\ Serratia marcescens
H .
0 Pseudomonas aeruginosa
0
o /U\/ﬁ\/\/\/v\ H
N Pseudomonas aeruginosa
o] .
Pseudomonas putida
O
© N)J\/\/\ Chromobacterium Violaceum
o H Burkholderia cenocepacia
o 0

0 Nk)k/\ Vibrio fischeri

H Pectobacterium carotovora
o]
C NJ\/\/\/\ Burkholderia cepacia
H
o}
O 0]
D?N/”\/U\/\/\ Agrobacterium tumefaciens
H
o}
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Acinetobacter baumannii

. %T“D Rhodopseudomonas palustris

1.4.2. Funciones de la familia de proteinas Luxly LuxR

Las investigaciones realizadas sobre varios homélogos de las proteinas
Luxl/LuxR indican que las funciones fundamentales y los mecanismos
bioquimicos de accién son idénticas a las de Luxl y LuxR de V. fischeri (Bassler
& Ng, 2009). Dichas investigaciones han contribuido a la comprension de los
procesos de: biosintesis de AHLs, deteccion del AHL vy activacion
transcripcional del circuito del QS. Debido a que en V. fischeri se caracterizo
por primera vez el fendmeno del QS y se identificaron las proteinas Luxl/LuxR
que regulaban el proceso, a las proteinas homologas de las diferentes
bacterias Gram negativas que regulan el proceso del QS se les llama proteinas
tipo Luxl/LuxR (Schuster et al. 2013).

1.4.2.1. Proteinas tipo Luxl

Hasta el momento se han identificado tres familias de AHL sintasa, entre las
que se incluyen las familias, Luxl (Waters & Bassler, 2005), HdtS (Burton,
Read, Pellitteri, & Hickey, 2005; Laue et al., 2000), y LuxM (Milton et al., 2001).
La familia Luxl ha sido la méas estudiada, los tipos HdtS y LuxM de AHL
sintasas se han encontrado sélo en algunas especies bacterianas y se conoce
poco sobre el mecanismo enzimético de estas sintasas (Christensen, Brecht,
Dudekula, Greenberg, & Nagarajan, 2014; Li & Nair, 2012; Lintz, Oinuma,
Wysoczynski, Greenberg, & Churchill, 2011).

En el mecanismo para la sintesis de AHL, S-adenosilmetionina (SAM) y las
proteinas transportadoras de grupos acilo (acil-ACP) son los substratos para
las enzimas tipo Luxl. Las proteinas tipo Luxl unen especificamente un acil-

ACP a SAM por medio de la formacion de un enlace amida entre la cadena
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lateral acilo de la acil-ACP y el grupo amino de la homocisteina de SAM (Gould,
Schweizer, & Churchill, 2004). La subsecuente lactonizacion de los
intermediarios ligados en la interaccion, junto con la liberacion de 5-
metiltioadenosina, resulta en la formacién del autoinductor AHLs (Hanzelka &
Greenberg, 1996; Parsek, Val, Hanzelka, Cronan, & Greenberg, 1999). En la

figura 1.5 se observa un esquema para la biosintesis de AHL dirigida por Luxl.

NH2 S-adenosilmetionina S-metiltioadenosina

N N\> | a
N S NH N)\/[\ | AHL
N o +\K/I” 2 L\Nl N> S ? ¢
K # _ 0 N_ R

&R + 0 DIl
OHOH AHL sintasa (@]
OHOH
+
Fosfopanteteina '—S R Fosfopanteteina }——SH
Ser \[C])/ Ser

proteinas transportadoras de grupos acilo Halo ACP

Figura 1.5. Biosintesis dirigida por Luxl del autoinductor acil homoserina lactona. Tomado de
(Li & Nair, 2012)

Este mecanismo bioguimico para la conversibn de SAM vy acil-ACPs en
autoinductores AHL ha sido demostrado para varias proteinas tipo Luxl de
diferentes bacterias (Lerat & Moran, 2004). Estas enzimas incluyen Luxl de V.
fischeri, Tral de Agrobacterium tumefaciens (Hanzelka & Greenberg, 1996) Rhll
y Lasl de Pseudomonas aeruginosa (Gould et al., 2004; Parsek et al., 1999).
En conjunto, estos resultados sugieren que la ruta biosintética SAM/acil-ACP
estd probablemente conservada en todos los homdlogos de Luxl.
Curiosamente, una subfamilia de homaélogos Luxl, se clasificé recientemente en
funcién de su preferencia por el sustrato acil-CoA sobre acil-ACP (Ahlgren,
Harwood, Schaefer, Giraud, & Greenberg, 2011; Lindemann et al., 2011,
Schaefer et al., 2008).

Estudios bioinformaticos muestran que estas proteinas presentan un bajo
porcentaje de similitud a nivel de secuencia de aminoacidos (Chakrabarti &
Sowdhamini, 2003; Watson et al., 2002). En estos estudios se identificaron
siete residuos que se conservan en la familia de proteina Luxl, y propone que

participan en la catélisis y la union a SAM. Los siete residuos estan en la region
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N-terminal entre los residuos 24 y 104 (usando la numeracién de Rhll), incluyen
seis residuos cargados (Arg24, Glu46, Asp48, Asp51, Arg71 y Argl04) y un
residuo neutro (Gly68).

1.4.2.2. Funcion de las proteinas tipo LuxR.

Las proteinas tipo LUxR (receptores transcripcionales) son responsables de la
unibn a su autoinductor AHL, el complejo receptor/autoinductor, se
homodimeriza para posteriormente unirse especificamente a los promotores de
los genes y activar la transcripcion. Los trabajos realizados con las proteinas
LuxR de V. fischeri, LasR de P. aeruginosa, TraR de A. tumefaciens, CviR de
Chromobacterium violaceum y Sdal de E.coli, muestran que estas presentan
dos dominios (Bottomley, Muraglia, Bazzo, & Carfi, 2007; Chen et al., 2011;
Vannini et al., 2002; Yao et al., 2006; Zou & Nair, 2009a), el dominio amino
terminal involucrado en la union de los autoinductores AHL, y el dominio
carboxi terminal, requerido para la union al ADN y activacion transcripcional,
ver figura 1.6. Los residuos en el dominio carboxi terminal son también
requeridos para la multimerizacion de las proteinas tipo LUxR, y los multimeros
son la especie que se une a las secuencias promotoras de DNA (Stevens,
Dolan, & Greenberg, 1994).

4 )

Modulo resulador Modulo activador

1 2 3 4 5

\ _/

Figura 1.6. Diagrama esquematico de regiones de las proteinas de la super familia LuxR. En el
modulo regulador se distinguen: 1. Regiéon de autorregulacion de LuxR. 2. Regién del
autoinductor; 3. Region de multimerizacion. En el médulo activador se reconocen dos regiones.
4. Dominio HTH de union al ADN; region c-terminal requerida para activacion transcripcional.

Se ha demostrado que las proteinas tipo LUuxR se homodimerizan en presencia
de su AHL especifico (Kiratisin, Tucker, & Passador, 2002; Lou, Smyth, Gao,
Qin, & Farrand, 2003) y el grado de dimerizacién depende de la concentracion
del AHL (Lamb et al., 2003), en donde, la homoserina lactona y la cadena acilo

de la molécula AHL se acomodan mediante interacciones hidréfilas e
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hidrofobicas. Los residuos polares que interaccionan con la homoserina lactona
incluyen Trp57, Trp59 y Trp60 (numeracion TraR), que estan completamente
conservados entre las proteinas tipo LuxR (Ahumedo, Diaz, & Vivas-Reyes,
2010; Soulere, Frezza, Queneau, & Doutheau, 2007).

Los residuos que proporcionan las interacciones de Van der Waals al ligando
AHL estdn menos conservados, siendo esto una posible explicacion de la
diversidad en las cadenas acilo en diferentes moléculas de AHL, tal como se ha
demostrado por estudios de mutagénesis sobre QscR y LasR (Gerdt et al.,
2015; Lintz et al., 2011), en la figura 1.7 se muestra el complejo TraR-ligando

nativo, unido al ADN.

Figura 1.7. Complejo TraR-ligando-ADN. Los homodimeros estan en color rojo y verde, los
ligandos nativos en amarillo (Vannini et al., 2002).

Se pensaba que este tipo de proteinas solo podia plegarse completamente en
presencia de su ligando nativo, un estudio reporto que LasR puede plegarse
completamente en presencia de compuestos estructuralmente diferentes a las
AHLs (Zou & Nair, 2009b), este resultado puede ser analizado mas a fondo

para tratar de entender la funcién de los autoinductores en el circuito del QS.

1.5. Quorum sensing en Pseudomona aeruginosa

P. aeruginosa es una bacteria Gram negativa omnipresente que se desarrolla
en diversos habitats (Lee & Zhang, 2015). Es un patdégeno versétil, altamente
adaptable a la vida en ambientes variados como: el suelo, tejidos, el agua, e
incluso es capaz de contaminar las herramientas meédicas y dispositivos

médicos implantados (Brown, Palmer, & Whiteley, 2008; Ding et al., 2011).
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Es responsable de muchas enfermedades infecciosas en diversos organismos
incluyendo insectos, animales, plantas y una variedad de tejidos humanos
(Dekimpe & Déziel, 2009). La bacteria es capaz de alimentarse de diferentes
fuentes de carbono (principalmente aminoacidos en las vias respiratorias de los
pacientes que sufren de fibrosis quistica y acidos grasos en las quemaduras)
(Turner, Everett, Trivedi, Rumbaugh, & Whiteley, 2014; Turner, Wessel,
Palmer, Murray, & Whiteley, 2015), puede detectar y responder a los cambios
locales en la concentracion de nutrientes, lo que le permite adaptar su modo de
crecimiento y el perfil de virulencia para establecer infecciones agudas o
cronicas (Crousilles et al., 2015; Markou & Apidianakis, 2014)

P. aeruginosa es un patdgeno nosocomial que afecta a una amplia categoria
de pacientes convalecientes en hospitales, causando graves infecciones
cronicas, y en general, mortales. Incluyen pacientes con fibrosis quistica y otras
enfermedades pulmonares, cOrnea traumatizada, quemaduras, pacientes
entubados a largo plazo, pacientes inmunocomprometidos y ancianos
(Folkesson et al., 2012; Lee & Zhang, 2015). Las infecciones causadas por P.
aeruginosa suelen ser resistentes al tratamiento con multiples antibiéticos
(Bonomo & Szabo, 2006; Doshi, Chua, Kagda, & Tambyah, 2011), debido al
arsenal de mecanismos de resistencia a su disposicion y a su capacidad para

formar biopeliculas (Lewis, 2007; Moore et al., 2014).

Las biopeliculas son ecosistemas microbianos organizados, conformados por
uno o varios microorganismos asociados a una superficie viva o inerte. Estos
microorganismos excretan sustancias para formar una matriz extracelular
formada generalmente por exopolisacaridos, que forman canales por donde
circula el agua, enzimas, nutrientes, y residuos. En las biopeliculas las
bacterias viven, cooperan y se comunican a través de sefiales de QS, que
regulan la expresién de genes de manera diferente en las distintas partes de la
comunidad, como un tejido en un organismo multicelular. Uno de los principales
problemas de las biopeliculas reside en que impiden la actuacion del antibiético
en el foco de infeccion y que son una fuente de diseminacion de las bacterias

presentes en él (Donlan & Costerton, 2002).
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El mecanismo de QS controla un gran arsenal de factores de virulencia
excretados en P. aeruginosa (la sintesis de exotoxina A, fosfatasa alcalina,
elastasa, piocianina y también la sintesis del surfactante rhamnolipido, que es
capaz de lisar eritrocitos, monocitos y neutrdéfilos) y estd también involucrado
en la formacién de biopeliculas, las cuales forman la base para las infecciones
cronicas por esta bacteria (Sadikot, Blackwell, Christman, & Prince, 2005). Por
tal motivo, no es sorpresa que el circuito (o los circuitos) de QS mejor estudiado
es el del patdgeno oportunista P. aeruginosa (Schuster et al., 2013). P.
aeruginosa, ha servido como organismo modelo tanto para investigadores
interesados en los mecanismos fundamentales de “como QS regula la
virulencia” y aquellos que buscan bloquear los circuitos del QS con agentes

quimicos.

El circuito de QS es sustancialmente mas complejo en P. aeruginosa que en V.
fischeri, P. aeruginosa posee, al menos dos sistemas Luxl/LuxR QS candnicos:
La enzima Lasl sintetiza el autoinductor N-3-oxo-dodecanoil-L-homoserina
lactona (OdDHL), el cual se une al receptor transcripcional LasR. Rhl sintetiza
N-butiril-L-homoserina lactona y este se une al receptor RhIR. También existe
un receptor tipo-LuxR huérfano, QscR, que no tiene AHL sintasa asociada pero
se puede unir a OdDHL y por lo tanto "inhibir" la actividad de LasR y RhIR.
Dentro de esta mezcla, P. aeruginosa también tiene un tercer sistema de QS,
Pgs, que utiliza quinolonas como autoinductores. La sefial de quinolona
principal, la sefal de quinolona de Pseudomonas (PQS), es sintetizada por
pgsABCDE y pgsHand es limitada por la citosélica LysR de tipo receptor PgsR
(también conocido como MVRF) (Maddocks & Oyston, 2008).

Una vez activados por su autoinductor cognado, LasR, RhIR y PgsR regulan la
transcripcion de un conjunto de genes distintos, pero a menudo solapados,
muchos de los cuales codifican factores de virulencia y fenotipos asociados.
Desde un punto de vista fisiolégico, tener multiples sistemas QS entrelazados

puede proporcionar varios beneficios al organismo (Welsh & Blackwell, 2016b)
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1.6. Modulacion del Quorum sensing en bacterias Gram negativas
Como se mencionado anteriormente, todos los sistemas de QS conocidos
dependen de tres componentes basicos (Rutherford and Bassler 2012). Por lo
tanto, existen tres objetivos de intervencién externa en un sistema de QS
mediado por AHL: la sintasa tipo Luxl (generador de sefal), el ligando AHL (la
propia sefal) y el receptor transcripcional tipo LUuxR (El receptor de la sefial).

1.6.1. Inhibicion de la enzima tipo Luxl

Interferir con la produccion de autoinductores es un método simple para
modular las vias del QS; si no se produce molécula de sefial, no puede ocurrir
sefalizacion. Sin embargo, existen pocos reportes que detallan el uso de
moléculas contra las sintasas tipo Luxl (Geske, Neill, & Blackwell, 2008). La
mayoria de los estudios sobre la modulacion quimica de la sintesis de AHL
hasta la fecha se basan en el uso varios analogos del S-adenosil-metionina
(SAM), tales como S—adenosilhomocisteina, S-adenosilcisteina, y sinefugin, los
cuales, han demostrado ser potentes inhibidores de la sintesis de AHL

catalizada por proteina Rhll en P. aeruginosa (Rasmussen & Givskov, 2006).

1.6.2. Diseminacion de la sefial AHL.

La comunicacion célula a célula en bacterias puede ser afectada por una
disminucion en la concentracion de la molécula sefal activa en el medio.
Existen tres mecanismos diferentes para lograr la disminucion de los AHL en el
medio, la degradacién quimica, metabdlica y enzimatica (Kalia & Purohit,
2011).

La degradacion quimica se refiere principalmente al proceso en el que, el pH
alcalino da como resultado la apertura del anillo de lactona (Yates et al., 2002),
y conduce a la pérdida de la actividad de la sefial AHL. Sin embargo, el anillo
lactona se vuelve a formar y la actividad de la sefial de AHL puede invertirse a
pH acido (Kalia & Purohit, 2011; Yates et al., 2002). Algunas bacterias como
Pseudomonas cepa PAI-A y Variovorax paradoxus tienen la capacidad de
metabolizar las sefales AHL para el crecimiento (J. J. Huang, Han, Zhang, &
Leadbetter, 2003; Leadbetter & Greenberg, 2000).
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Variovorax paradoxus es capaz de crecer usando 3-o0xo-C6-N-homoserina
lactona como Unica fuente energia y nitrégeno. La importancia ecolégica de las
bacterias degradantes de AHL no esta clara, pero las enzimas degradantes de
AHL son de gran interés clinico para el uso en prevencion de enfermedades
causadas por poblaciones de bacterias eficaces con el QS.

Las sefales de AHL pueden ser completamente degradadas o inactivadas por
enzimas de quérum quenching incluyendo AHL-lactonasas, AHL-acilasas y
oxidorreductasas (Dong, Xu, Li, & Zhang, 2000; Lade, Paul, & Kweon, 2014a).
Se encontro una especie de bacillus que producen una enzima, llamada AiiA,
que cataliza la hidrolisis de moléculas de AHL. La expresion del gen aiiA en el
patégeno de plantas Erwinia corotovora resulta en la reduccion en cuanto a
liberacion de las sefiales AHL, la disminucion de la actividad de enzimas
pectoliticas extracelulares, y reduce la enfermedad de descomposicién en
todas las plantas examinadas (Dong et al., 2000)

1.6.3. Inhibicion en la recepcién de la seial

Bloquear la recepcion de la sefial de QS se puede lograr por la accion de una
molécula antagonista capaz de competir o interferir con las sefiales nativas de
AHL, por la unién al sitio activo de los receptores tipo LuxR. Los inhibidores
competitivos pueden concebiblemente ser estructuralmente similares a las
seflales de AHL nativas, para unirse y ocupar los sitios de union de los AHL

pero falla la actividad del receptor tipo LuxR.

Se han reportado moléculas estructuralmente diferentes a las AHL, que pueden
unirse y activar al receptor tipo LuxR, comportdndose como agonistas (Zou &
Nair, 2009b). La mayoria de los compuestos identificados hasta la fecha son
analogos de AHL naturales en los que la cadena acilo, la homoserina lactona o
ambos estan estructuralmente modificados. Sin embargo, también se han
descubierto inhibidores del QS no lactona, siendo ejemplos tempranos notables

las furanonas halogenadas y sus derivados (Hentzer et al., 2002).
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Existen muchos reportes, relacionados con estudios de relaciones estructura-
actividad (SAR) (Galloway, Hodgkinson, Bowden, Welch, & Spring, 2011,
Galloway et al., 2012; Geske, Neill, et al., 2008; O’Connell et al., 2013;
Rampioni, Leoni, & Williams, 2014), en los cuales el lector, puede conocer
informacion relacionada con estrategias de sintesis e informacion relacionada
con el disefo racional de ligandos con actividad agonista o antagonista. Estos
estudios han generado un conocimiento sustancial acerca de la relaciones
estructura-funcion de las sefiales de AHL, las cuales tienen mucho valor para la
continua busqueda de potentes inhibidores del QS. Sumado a esto los estudios
computacionales que simulan la unién de los agonistas y antagonistas en el
sitio activo de los diferentes receptores transcripcionales han abierto otra
alternativa para el disefio de compuestos moduladores del QS (Ahumedo et al.,
2010; Ahumedo, Drosos, & Vivas-Reyes, 2014a; Soulere et al., 2007; Soulere,
Sabbah, Fontaine, Queneau, & Doutheau, 2010).

1.7. Quoérum sensing como blanco para terapia anti-microbiana

En las Ultimas décadas, la tasa de descubrimiento de nuevas terapias
antimicrobianas ha disminuido constantemente, mientras que la prevalencia de
bacterias resistentes a antibioticos ha aumentado (Boucher et al., 2013). Por lo
tanto, investigaciones recientes se han centrado en enfoques que disminuyen
la patogenicidad bacteriana sin afectar el crecimiento bacteriano (Cegelski,
Marshall, Eldridge, & Hultgren, 2008).

La formacién de biopeliculas, los factores de virulencia bacteriana, la
produccion de antibidticos, transferencia y pigmentacion de plasmidos
conyugales, produccion de exopolisacaridos (EPS), funciones reguladas por el
QS, ha promocionado a este mecanismo como un blanco ideal para las
llamadas terapias de "antivirulencia" (Rasmussen and Givskov 2006; LaSarre
and Federle 2013; Galloway et al. 2012). Por ende, la inhibicion del QS con
pequefias moléculas ofrece una estrategia Unica para el tratamiento y la
prevencion de una serie de infecciones bacterianas agudas y crénicas, hecho
que es de particular importancia dada la propagacion rapida y continua de
bacterias resistentes a los antimicrobianos (Kollef, Golan, Micek, Shorr, &
Restrepo, 2011).
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Este enfoque anti-infeccioso es conceptualmente distinto de los enfoques
tradicionales para el tratamiento de infecciones bacterianas que usualmente
utilizan moléculas bactericidas o bacteriostaticas dirigidas a procesos celulares
criticos (Capilato et al., 2016). Como se menciond anteriormente, los
mecanismos de QS mejor estudiados son los presentes en P. aeruginosa,
muchos estudios se han centrado en el disefio y sintesis de ligandos con
caracteristicas estructurales que le permitan alterar la formacion del complejo
LasR-AHL, generando una cantidad considerable de ligandos con capacidad de
modular la actividad transcripcional de LasR, a través de interacciones no
covalentes con LasR (Galloway et al. 2011; Mattmann and Blackwell 2010;
Welsh and Blackwell 2016a) o de interacciones covalentes (Amara et al., 2009;
O’Brien, Noto, Nichols-O’Neill, & Perez, 2015).

El dominio de union al ligando LBD (por sus siglas en inglés Ligand Binding
Domain) de LasR cristalizado, ha proporcionado detalles importantes de las
interacciones existentes entre LasR y 30-C12-HSL (Bottomley et al. 2007; Zou
and Nair 2009a), al igual que con varios agonistas (Zou & Nair, 2009b).
Ademas, estudios de mutagénesis sobre LasR han sido de utlidad para
identificar los residuos de particular importancia en el bolsillo de unién de este
receptor, siendo este resultado util para ayudar a guiar el disefio de agonistas y
antagonistas (Gerdt et al., 2015; Gerdt, Mclnnis, Schell, Rossi, & Blackwell,
2014a).

Aungue se han realizado muchas investigaciones relacionadas a la modulacién
del complejo LasR-AHL en P. aeruginosa a través del uso de ligandos
estructuralmente diferentes, existe poca informacion sobre que interacciones
LasR-Ligando son criticas para la activacién o la inhibicion de LasR, por parte
de los ligandos disefiados y como estas interacciones pueden afectar el
funcionamiento del receptor LasR, debido a los cambios conformacionales que
este receptor sufre después del reconocimiento molecular y posterior formacion
del complejo. Recientemente un estudio reveld0 que multiples antagonistas
funcionan uniéndose y estabilizando al receptor LasR, formando un complejo
proteina-ligando con una conformacion inadecuada para unirse al ADN

(Suneby, Herndon, & Schneider, 2017), y por ende sea imposible comenzar la
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transcripcion. Lo cual genera una pregunta ¢Cuales son las caracteristicas
estructurales necesarias para que un ligando sea considerado antagonista o

agonista de LasR?

Para dar respuesta a la problemética y a la pregunta planteadas en los parrafos
anteriores en este estudio se presentdé una alternativa fundamentada en el
modelado molecular para generar informacion estructural relacionada con el
microambiente quimico al cual estan expuestos los ligandos en el sitio activo de
LasR, asi como una vision en profundidad sobre los mecanismos de interaccion
que permitan comprender el comportamiento de los ligandos en el sitio activo
de LasR y los cambios conformacionales que sufre el receptor LasR cuando se
une a diferentes ligandos. Por lo anterior es necesario conocer los fundamentos

tedricos del modelado molecular y sus limitaciones.
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2. MODELADO MOLECULAR

El modelado molecular (también llamado quimica computacional) esta
compuesto de dos grandes ramas. Por una parte, tenemos los métodos de
mecanica molecular (MM) basados en la mecénica clasica y los métodos de
estructura electronica, que se basan en la aplicacion de la mecanica cuantica a
los sistemas atdmicos y moleculares (Gutiérres-de-Teran, 2004), ambos
métodos se caracterizan por usar técnicas graficas para representar la
estructura y el comportamiento de las moléculas. Estos dos métodos,
independientemente de su fundamento tedrico, pretenden abordar un conjunto
basico de propiedades cuyos exponentes mas destacados son la energia de
una determinada disposicién espacial de nucleos, la geometria optima de un
sistema molecular y otras propiedades moleculares como pueden ser, por
ejemplo las frecuencias vibracionales, el momento dipolar, polarizabilidad,

hiperpolarizabilidades, etc (Gutiérres-de-Teran, 2004).

El modelado molecular se utiliza en los campos de disefio de farmacos,
biologia computacional, quimica medicinal y ciencia de materiales, entre otros
campos, para estudiar sistemas moleculares que van desde pequefios
sistemas quimicos hasta grandes moléculas biolégicas y ensambles de
materiales. Algunos métodos pueden ser usados para modelar no solo
moléculas estables, sino también, intermedios inestables y estados de
transicion. En esta forma, puede proporcionar informacion acerca de moléculas
y reacciones con suficiente precision como para ser usadas en condiciones
simuladas muy similares a las de laboratorio o al menos dar tendencias sobre

lo que esta ocurriendo a nivel experimental (Frisch & Foresman, 1994).

2.1. Mecanica molecular

La Mecanica molecular (MM) considera los atomos como esferas unidas por
resortes (representando los enlaces entre atomos) segun los criterios de la
fisica clasica, donde solo se consideran los nucleos de los atomos, sin tener en

cuenta explicitamente los electrones (Cuevas & Cortes, 2003).

A través de la MM podemos analizar:
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e Sistemas moleculares muy grandes

e La estructura de una proteina y obtener informacion de su geometria.

e Analisis conformacionales.

e La energia de union entre proteina y una serie de compuestos, asi como
la minimizacion de energia tanto de dichos compuestos como de la

proteina problema.

Los distintos métodos dentro de la MM comparten el hecho general que se
basan en las mismas leyes de la fisica clasica. Se diferencian generalmente en
el tipo de ecuaciones que definen como varia la energia potencial (Epot) de una
molécula con la geometria de sus atomos componentes, también se diferencian
por el tipo de atomos, entendiéndose por ello las caracteristicas que definen a
un atomo de numero atémico dado en el entorno molecular en que se
encuentre y/o finalmente en el conjunto de parametros que ajustan las
ecuaciones aplicadas a los atomos definidos por su tipo, a los valores
experimentales (o calculados por otros métodos) que se emplean para la
parametrizacion. Estos tres componentes definen lo que se conoce con el
nombre de campo de fuerza y definen completamente un método de MM (C. J.
Cramer, 2004; Leach, 2001).

Las ecuaciones mateméaticas que definen los campos de fuerza generalmente

incluyen los siguientes términos, ver figura 2.1.:

e Interacciones enlazantes: intervienen &atomos unidos por enlaces
guimicos. Son considerados interacciones enlazantes, los términos de

enlace, angulos, angulos diedros o torsiones y angulos fuera del plano.
e Interacciones no enlazantes: intervienen atomos no unidos de manera

directa por enlaces. Constan de términos electrostéaticos e interacciones

de Van der Waals.
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Interacciones enlazantes

v | @ e—
@% @e
7
f R °
Enlace Angulos Torsiones

Interacciones no enlazantes
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+ -
refrulsién
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Ry v r

\

@e

Van de waals Electrostatico

Figura 2.1. Modelos y representacion gréafica de los términos generalmente presentes en un campo de
fuerza. La energia se calcula como el sumatorio de diferentes términos. (Tomado de (Cuevas & Cortés,
2003))

En la ecuacion 2.1, se muestra la expresion matematica de la energia potencial
(Epot), el primer término es la energia de enlace, donde k; es la constante de
fuerza alargamiento/acortamiento de enlace, r y ro son la longitud de enlace y la
longitud de enlace de referencia, respectivamente. El segundo término es la
energia debido a la deformacién angular, donde kg constante de flexibilidad
angular, 8 y 8y son el angulo de enlace y el angulo de enlace de referencia,
respectivamente, el tercer término es la energia de torsion, donde V, es la
constante de fuerza torsionales, @ y @y son los angulos de torsion y torsion de
referencia, respectivamente, y los términos cuatro y quinto son respectivamente
las energia debido a las interacciones electrostatica y Van der Waals
respectivamente, donde E; es la constante dieléctrica del medio, R; la distancia

entre los atomos, Q es la carga, A; y Bjj son constantes.

Bpor= ) ke =12+ Y kg (067

enlaces angulos

+ Z V% [1+4 cos(n® — @.)] +

diedros
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qiq; Aij  Bijj
Zno enlazantes R.: + Zno enlazantes [ﬁ ~ RS (2.1)
electrostaticas ~7"t van der waals L7ij ij

Existe una gran variedad de campos de fuerza desarrollados en funcion de los
grupos de moléculas empleados como referencia en la parametrizacion. Desde
los aplicados a moléculas organicas pequefias y medianas, como son por
ejemplo (TRIPOS (Clark, Cramer, & Van Opdenbosch, 1989), MMFF94
(Halgren, 1996), a los dirigidos a macromoléculas (AMBER (Cornell, y otros,
1995), CHARMM (Brooks, Bruccoleri, Olafson, States, Swaminathan, &
Karplus, 1983). No se pretende hacer un trabajo monogréfico detallado sobre
Mecénica molecular, en caso de que el lector desee profundizar, se citan las
referencias mas relevantes en los temas antes mencionados (C. J. Cramer,
2004; Jensen, 2007; Young, 2001).

2.2. Dinamica molecular

La dindmica molecular (DM) es una disciplina particular del modelado
molecular donde se simulan movimientos de estructuras moleculares
empleando modelos atomisticos, lo que permite analizar el comportamiento o
evolucion de un sistema (fisico, quimico o biolégico) a través del tiempo,
calculando las fuerzas entre los atomos que lo conforman mediante las
ecuaciones del movimiento de Newton (Cai, Li, & Yip, 2012; Homeyer &
Gohlke, 2013). La comprension de cémo los ligandos se unen a las
biomoléculas es de fundamental importancia no sélo para los campos basicos
de la biofisica y la bioguimica, sino también para las disciplinas aplicadas como
la quimica, biologia y la quimica medicinal (Chipot, 2014; Montalvo-Acosta &
Cecchini, 2016).

Las simulaciones de DM pueden revelar cambios en las caracteristicas
estructurales de los sistemas receptor-ligando que no son observables en
estructuras estéticas. Los métodos de DM se utilizan ampliamente para obtener
informacion sobre la evolucién temporal de las conformaciones de proteinas y
otras macromoléculas bioldgicas, informacion cinética y termodinamica (Adcock
& McCammon, 2006). Si bien, las ecuaciones del movimiento no describen el
sistema a nivel cuantico (lo cual requeriria una capacidad de calculo
extremadamente grande), este tipo de estudios han mostrado buena
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correlacion con resultados experimentales, y se pueden realizar con equipos de
cOmputo ciertamente  convencionales, pero que cumplan ciertas

especificaciones técnicas (Cai et al., 2012).

En dindmica molecular, sucesivas configuraciones del sistema son generadas
por integracion de las ecuaciones de Newton del movimiento. El resultado es
una trayectoria que especifica como las posiciones y velocidades de las
particulas del sistema varian con el tiempo (Leach, 2001).
85%X; Fx;
St2  my

(2.2)

Donde mi es la masa de la particula, xi es la coordenada y Fxi es la fuerza
aplicada sobre la particula en esta direccién. En las funciones de energia
potencial la fuerza entre dos atomos o moléculas cambia continuamente con su
separacion.
2 P(t)
W) =)+ [ —2de @3)

t1

ty
P(t,) =P(ty) + m| a(t)dt® (2.4)

t1

Dada esta naturaleza continua, la resolucion del problema no puede hacerse
analiticamente y la integracion de las ecuaciones 2.3 y 2.4 se realiza mediante
un método de diferencias finitas. Donde P y a son el momento atébmico y la

aceleracion, respectivamente.

En general, en un procedimiento de DM se empieza con una conformacion de
partida quimicamente plausible (Las estructuras resueltas por cristalografia de
rayos X o experimentos de resonancia magnética nuclear o generadas por
modelacién por homologia), se calculan las cargas parciales (Homeyer &
Gohlke, 2013), se calculan las fuerzas que actian mediante la integracién de
las ecuaciones de Newton, se deja que el sistema evolucione a lo largo del
tiempo, con lo que cambian las posiciones de los atomos, se calcula la energia
de la nueva conformacién y se vuelven a calcular las fuerzas, volviendo a

integrar las ecuaciones de Newton, repitiendo asi el ciclo a lo largo del tiempo.
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Contra mas tiempo pase mas cambios se podran calcular, lo cual implica mayor

namero de conformaciones exploradas y mejor descripcion del sistema.

Los estudios de dindmica molecular dan cuenta de varias propiedades de un
sistema, como son:

e Estabilidad del sistema

e Exploracion conformacional

e Calculo de propiedades moleculares promedio

2.2.1. Calculo de Energias Libres de Unién Proteina-Ligando

Los célculos de energia libre han demostrado ser Utiles para una serie de
temas en bioquimica computacional, tales como el disefio de farmacos y la
determinacién de estructuras de proteinas (Genheden & Ryde, 2015; Homeyer
& Gohlke, 2012, 2013; Miller et al., 2012).

Varias metodologias computacionales se han desarrollado para calcular las
energias libres de union, los denominados métodos de enfoques rigurosos,
tales como Perturbacion de la energia libre e Integracion termodinamica
(Homeyer & Gohlke, 2013; Montalvo-Acosta & Cecchini, 2016), los cuales son
computacionalmente exigentes, por ende es complicado utilizarlos es sistemas
muy grandes. Por otro lado estan, los métodos de energia libre de punto final,
en estos se toman en cuenta soélo los estados finales entre los cuales se
determinara la diferencia en energia libre, por lo tanto, reducen el costo
computacional al eliminar la necesidad de simular estados intermedios. Entre
los métodos que pertenecen a este tipo de calculos se encuentran los enfoques
ampliamente utilizados de solventes continuos: Molecular Mechanics-
Generalized Born Surface Area (MM-GBSA) and Molecular Mechanics-Poisson
Boltzman Surface Area (MM-PBSA) (Homeyer & Gohlke, 2012).

MM-GBSA y MM-PBSA son métodos aproximados basados en la mecanica
estadistica, conteniendo los distintos términos fisicoquimicos que intervienen
en el proceso de unién de un ligando a una proteina, son eficientes para

calcular las energias libres de sistemas moleculares diversos.
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Los célculos de punto final se usan con frecuencia para dos tipos de analisis:
calcular la estabilidad relativa de multiples configuraciones de un sistema y
calcular la energia libre de unidén (AGunisn) €n un complejo receptor-ligando
unido no covalentemente. Los calculos de estabilidad comparan las energias
libres de multiples conformaciones para determinar su estabilidad relativa y la
energia libre de union se calcula como la suma de su energia en fase gaseosa,
energia libre de solvatacion y entropia configuracional. La energia libre de
solvatacion se aproxima mediante un modelo continuo que describe las
propiedades del disolvente polar y un término que explica los efectos no
polares del disolvente. Las estimaciones de energia libre calculadas por esta
aproximacion para el complejo, receptor y ligando pueden usarse para calcular
la energia libre de unién (AGynisn) como la diferencia en energia libre entre el
complejo (AGcomplejo) Y Sus componentes no unidos (AGieceptor +AGiigando)
(Homeyer & Gohlke, 2013; Miller et al., 2012). Ver figura 2.2

MM-PBSA y MMGBSA

Una trayectoria Tres trayectorias

-, - o
/) Nowenee | ||

o ©® o ¢

AGunion = AGcomplejo - AGreceptor - AGligando

Figura 2.2. Determinacion de energia libre de union por los métodos MM-PBSA y MM-GBSA
(Tomado de Homeyer and Gohlke 2013).

Para tener en cuenta las caracteristicas dinamicas de las moléculas, la energia
libre se computa normalmente mediante el célculo de promedios sobre
conjuntos conformacionales extraidos de simulaciones de DM con solvente
explicito (Homeyer & Gohlke, 2013; Miller et al., 2012). Los conjuntos pueden
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obtenerse a partir de simulaciones de complejo, receptor y ligando (enfoque de
tres trayectorias) o de una sola simulacion del complejo (enfoque de una

trayectoria).

Si consideramos el proceso de una biomolécula cambiando de conformaciones
del estado A al estado B, entonces la energia libre (AG) asociada con ese

cambio conformacional se calcula de acuerdo con la ecuacion 2.5:

AGA—>B,solvatado = AGB,solvatado - AGA,solvatado (25)

De forma similar, las energias libres de unién se calculan restando las energias
libres del receptor y el ligando no unidos de la energia libre del complejo unido,

como se muestra en la ecuacioén 2.6:

AGynion sotvatado = AGeomplejo sowatado — |AGreceptor.sowatado + AGligando,sovatado]

(2.6)
El cambio de energia libre asociado con cada término en el lado derecho de las
ecuaciones 2.5y 2.6 se estima segun la ecuacién 2.7:

AGsolvatado = Egas + AC"solvatacién + TSsoluto (2-7)

En la ecuacion 2.7, AG solvatacion representa una energia libre verdadera, ya
que el disolvente ha sido promediado, debido al uso de un modelo de
disolvente implicito. A continuacién, usamos AG solvatado en las ecuaciones
2.5y 2.6 para la consistencia; pero, es importante sefialar que, en este punto,
sélo tienen una estructura para el soluto. Las energias en fase gaseosa (Egas)
son a menudo las energias mecanicas moleculares (MM) del campo de fuerza,
mientras que las energias libres de solvatacion (AG solvatacién) se calculan
usando un modelo de disolvente implicito, y la contribucion entrépica (S) se
estima usando aproximaciones conocidas.

La energia libre de solvatacion se descompone adicionalmente como la suma
de contribuciones electrostaticas y no polares. Las energias descritas en las
ecuaciones anteriores son puntos del sistema. Sin embargo, en la practica, los

calculos del estado final estiman estas energias de acuerdo con los promedios
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de un conjunto de estructuras representativas. Por ejemplo, expresar la

ecuacion 2.7 en términos de promedios produce la ecuacion 2.8:
AGsolvatado = <Egas) + (AGsolvatacion> - T<Ssoluto>

_ 1ynN 1vN T N
- ﬁ i=1 Ei,gas + EZi:l AGi,solvatacic’m - E i=1Si,solut0 (28)
donde i es el indice de una conformacion particular y N es el nimero total de

conformaciones analizadas.

Debido a las aproximaciones en los célculos, los métodos de energia libre de
punto final permiten estimar energias libres de union a un costo computacional
relativamente bajo. Sin embargo, la exactitud de las predicciones de energia
libre vinculante es limitada debido a estas aproximaciones (Homeyer & Gohlke,
2013).

2.3. Mecénica cuantica

Para describir el estado de un sistema en mecanica cuantica, se postula la
existencia de una funcion de onda o funcion de estado, representada por el
simbolo W. Esta funcién de onda no es un observable, sino una construccion

matematica con la que se puede obtener:
P2 = py~ (2.9)

Que se interpreta como la densidad de probabilidad de la posicién de la
particula en el espacio, esta funcion a diferencia de ¥, si es una observable.
Dentro de una aproximacién no relativista, ¥ se obtiene de la ecuacién de
Schrédinger dependiente del tiempo. Si la funcién de energia potencial del
sistema no depende del tiempo, entonces el sistema puede estar en uno de sus
estados estacionarios de energia constante. Dichos estados estacionarios se
obtienen resolviendo la ecuacion de Schrddinger no relativista e independiente
del tiempo (Landau & Lifshitz, 1993):
HY = EY (2.10)

En esta ecuacion diferencial de valores propios, H es el operador Hamiltoniano

asociado a la energia del sistema de electrones y nucleos, ¥ es la funcién de
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onda que describe el estado del sistema y E es la energia total del sistema en
dicho estado (Gutiérres-de-Teran, 2004). La ecuacion de Schrddinger solo
puede resolverse exactamente para sistemas de dos particulas, hasta fecha
sigue siendo irresoluble de forma exacta para sistemas de mas de un electrén,
debido al término de repulsion inter-electronica, lo cual complica la matematica
presente. Por lo que es necesario el uso de aproximaciones para sistemas
mayores. Las principales aproximaciones se realizan en el operador
Hamiltoniano. Aunque hemos dado igual tratamiento a electrones y nucleos,
como se conoce hay una gran diferencia en la masa de estas dos fases que

interactldan.

La aproximacion de Born-Oppenheimer minimiza el problema separando el
movimiento de los nucleos y el de los electrones, basados en el hecho que la
masa de los nucleos es muy grande comparada con la masa de los electrones
y se mueven, por tanto, mucho méas lentamente (Goodisman, 1973). Asi, el
movimiento electrénico puede describirse en el campo creado por los nucleos
fijos. De esta forma, es posible plantear el Hamiltoniano como suma de un
término electrénico y otro nuclear, lo cual permite resolver la ecuacion de
Schrodinger electronica y después la ecuacion de Schrédinger para el

movimiento nuclear.

Existen diversos métodos, caracterizados por el distinto nivel de aproximacion
matematica, para la resolucion de la ecuacién de Schrédinger. Una de las
clasificaciones mas empleadas por los quimicos computacionales es la que
distingue entre métodos semiempiricos, métodos ab initio y el método del

funcional de la densidad que se fundamenta en la densidad electrénica.

2.3.1. Métodos ab initio

El término ab initio (o primeros principios) hace referencia a que los céalculos
estan basados Unicamente en las leyes de la mecanica cuantica y no emplean
otros datos experimentales que no sean los valores de las constantes fisicas
fundamentales (la velocidad de la luz, las masas y cargas de electrones y

nacleos, la constante de Planck, etc...). Son métodos que resuelven la
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ecuacion de Schrodinger haciendo uso de una serie de aproximaciones
matematicas rigurosas. Algunos de estos métodos son capaces de reproducir
resultados experimentales, asi como de proporcionar predicciones cuantitativas
precisas de un amplio rango de propiedades moleculares, para lo que
demandan una gran cantidad de recursos computacionales (Frisch &
Foresman, 1994).

El tipo mas comun de calculos ab initio es llamado método de calculo Hartree-
Fock (HF). EI método de HF es un método variacional que utiliza como funcion
de prueba un producto antisimetrizado de funciones de onda monoelectrénicas
(espin-orbitales), conocido como determinante de Slater (Jensen, 2007).

Los espin-orbitales (X;) usados en el determinante de Slater son funciones
ortonormales que representan un electron del sistema y se forman del producto
de una funcién orbital espacial ¢;(#)y una funcién de espin, a(s) o B(s). El
determinante de Slater que genera el valor mas bajo posible de energia se
obtiene minimizando la misma respecto a los espin-orbitales, bajo la condicién
de que permanezcan ortonormales durante la minimizacién (Sherrill, 2000). Las

ecuaciones resultantes son las ecuaciones de HF:

in = giXi (211)

Este procedimiento da como resultado N ecuaciones (siendo N el numero de
electrones del sistema) en los cuales las & son las energias de los
correspondientes espin-orbitales y f* es el operador de Fock, que incluye el
potencial promedio creado por los nacleos y por el resto de electrones sobre el
electron i. Asi, en el método de HF cada electron se mueve en este campo
promedio. La expresion de f" incluye los espin-orbitales buscados y por tanto
para poder solucionar las ecuaciones de Hartree-Fock se sigue un proceso
iterativo conocido como método del campo autoconsistente (SCF, del inglés
Self-Consistent Field) (Sherrill, 2000).

2.3.2. Métodos semiempiricos
Los métodos semiempiricos ocupan una posicion intermedia entre la mecanica

molecular y la teoria «ab initio», lo que indica que no son tan sencillos ni
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absolutamente complejos, pero pertenecen a la mecanica cuantica. Los métodos
semiempiricos hacen uso de una parametrizacion empirica, obtenida a partir de
muchos datos experimentales con el fin de simplificar el calculo, son
considerados mas rapido que los métodos «ab initio» y considerablemente mas
versatil que los métodos mecanicos moleculares desarrollado (Stewart, 1989,
2013). Se caracterizan por que describen los electrones internos utilizando
parametros empiricos, mientras los electrones de la capa de valencia son
tratados mediante funciones de onda. En general, resultan apropiados para: a)
estudiar sistemas con muchos atomos para los cuales no se pueden utilizar
otros métodos mecano-cuanticos; b) para generar estructuras de partida
confiables y después realizar calculos ab initio o DFT (Density Functional
Theory); c) caracterizar estados fundamentales de sistemas moleculares para
los cuales el método semiempiricos esta bien parametrizado y bien calibrado
(Frisch & Foresman, 1994).

2.3.3. Teoria del funcional de la densidad (DFT)

Un procedimiento alternativo, y conceptualmente distinto, para obtener
informacion acerca de un sistema y que permite calcular su energia incluyendo
la correlacion electrénica aparece con la Teoria del Funcional de la Densidad
(DFT)(Koch & Holthausen, 2001), desarrollada por Hohenberg y Kohn en 1964
(Hohenberg & Kohn, 1964). Estos autores demostraron que la energia del
estado fundamental de un sistema electrénico esta Unicamente definida por su
densidad electronica po(x,y,z). EI método del funcional de la densidad no
intenta calcular la funcién de onda molecular, sino que consiste en expresar la
energia electrénica del estado fundamental como un funcional de la densidad
electronica Eo = Eg [po], donde po es una funcion de solamente tres variables.
Asi, la energia se expresa como una suma de funcionales dependientes de la
densidad electrénica. Algunos de estos sumandos tienen en cuenta el efecto
del intercambio electronico y de la correlacion electronica. En definitiva, la
teoria del funcional de la densidad intenta calcular Eo y otras propiedades
moleculares del estado fundamental a partir de la densidad electrénica de dicho
estado (Parr & Yang, 1989).
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La teoria del funcional de la densidad se ha convertido en la herramienta
dominante en quimica y fisica para realizar célculos de estructura electronica
(Parr & Yang, 1989). A través del desarrollo de aproximaciones mas exactas
para el funcional de energia de correlacion e intercambio (Fiolhais, Nogueira, &
Marques, 2003), el método de Kohn-Sham (KS), ha sido extensamente y
exitosamente utilizado para el estudio de sistemas quimicos simples y
complejos (Koch, Holthausen, & Holthausen, A chemist's guide to density
functional theory , 2001). Realmente por esta aproximacion es posible
determinar propiedades termodinamicas, cinéticas, estructurales y dar indicios
sobre la reactividad de moleculas, con una precision comparable a la
correlacionada con los métodos ab initio, pero con mucho menos esfuerzo

computacional.

El conocimiento de la reactividad de una molécula es un concepto esencial, es
de crucial interés por que permite entender las interacciones que suceden
durante un mecanismo de reaccion. En adicion DFT ha proporcionado un
marco muy sélido para el estudio de la reactividad quimica (Parr & Yang,
1989). A través de esta aproximacion ha sido posible identificar con variables
fundamentales del DFT, conceptos significativos quimicamente, los cuales han
sido establecidos intuitivamente, como lo son: La electronegatividad y la dureza
quimica. Esta identificacion ha sido muy importante para determinar su valor
absoluto y para entender los principios asociados con ellos. Adicionalmente, ha
sido posible derivar nuevos conceptos, de tipo local y global, que contienen
informacion muy importante acerca de la respuesta de una especie quimica

cuando interactua con diferentes tipos de reactivos.

2.3.4. Conjunto de Funciones de Bases
Para la resolucion de las ecuaciones de HF, Roothann y Hall propusieron
expresar cada orbital molecular como una combinacion lineal de orbitales

atomicos, que son los que constituyen el conjunto de funciones de bases:
;i = 21\5 CviPv (2.12)
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En esta ecuacion los coeficientes C,; se determinan variacionalmente y el

término @_ son las llamadas funciones de bases. La menor energia posible

mediante la aproximacion HF (el limite HF) es la que se obtiene al considerar
un numero infinito defunciones de base. Dado que ello no es posible, se debe
escoger un conjunto finito defunciones de bases. Un conjunto de funciones de
base minima consta de una funcion de base por orbital. Sin embargo, para
mejorar los resultados es necesario usar conjuntos de bases mas extensos.

Estos conjuntos de bases son los llamados doble-g, triple-g, etc.

Dependiendo de si cada orbital atdbmico se describe con dos, tres, etc.
funciones de bases. Ademas, funciones de momento angular mas alto,
llamadas funciones de polarizacién, son también necesarias para describir la
distorsion de la distribucion electronica debida al enlace. Finalmente, funciones
difusas con exponentes mas pequefios, pero el mismo momento angular,

permiten describir una densidad electrénica mas expandida (Jensen, 2004).

2.4. Cribado de ligandos asistido por ordenador

La aplicacion de métodos computacionales (In silico) en la seleccion, disefio u
optimizacién de ligandos para modular una determinada diana terapéutica se
denomina comunmente disefio de farmacos asistido por computadora
(Cavasotto, 2016; Saldivar-gonzalez & Medina-franco, 2017). El desarrollo de
las metodologias en la quimica computacional y el uso de computadoras cada
dia mas poderosas, han permitido el aumento de técnicas encaminadas a la
seleccion/identificacion de moléculas con posibles caracteristicas de farmaco,
la aplicacion de estas técnicas, para tal fin es conocida como, cribado virtual

(Cereto-Massagué et al., 2015; Lavecchia & Di Giovanni, 2013).

La aplicacién del cribado virtual se ha transformado en una tarea cada vez mas
sencilla de entender, aunque, la aplicacién adecuada de las técnicas no es
trivial y se debe evitar la idea de «disefiar ligandos apretando botones»
(Medina-Franco, Fernandez-de Gortaria, & Naveja, 2015). Si bien es cierto que
el procesamiento de datos puede ser, en general, rapido, la eleccion de

métodos, el andlisis e interpretacion de datos son laboriosos, y ademas deben
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validarse para encontrar los parametros 6ptimos que den resultados confiables
(Medina-Franco et al., 2015).

Generalmente se realiza el cribado virtual basandose en dos aproximaciones.
Cribado directo (cribado virtual basado en la estructura), cuando se conoce la
estructura tridimensional del receptor, se incluyen aqui las técnicas de docking
molecular (intento de encontrar el “mejor” acoplamiento entre dos moléculas:
un receptor y un ligando), y cribado indirecto (cribado virtual basado en
ligandos), cuando el analisis esta basado en la comparacion de caracteristicas
tridimensionales, estereoquimicas Yy fisicoquimicas de los ligandos, se incluyen
agui, las técnicas de relaciones cuantitativas estructura-actividad (QSAR),
modelos farmacoféricos, similitud, entre otras (Le-Thi-Thu et al., 2014; Mishra,
Kashyap, & Hasija, 2015).

2.4.1. Cribado virtual basado en ligandos o métodos indirectos

El cribado directo o cribado virtual basado (CVBL) en ligandos se fundamenta
en que moléculas estructuralmente relacionadas deberian mostrar actividades
bioldgicas similares (Mishra et al., 2015; Ripphausen, Nisius, & Bajorath, 2011).
Aungue hay ocasiones en las cuales, pequefios cambios en la estructura de un
compuesto conducen a un gran cambio en la actividad del compuesto o que
moléculas similares a veces muestren modos de union diferentes (Dagmar
Stumpfe & Bajorath, 2012; D Stumpfe, Ledn, Dimova, & Bajorath, 2014). A
pesar de ello, estas técnicas han resultado ser de gran utilidad dado su bajo
costo computacional cuando no se dispone, o se prescinde, de la informacion

contenida en la estructura del receptor.

2.4.1.1. Filtros drug-likeness

Son un conjunto de directrices para reconocer las propiedades estructurales,
fisicas y grupos funcionales, no deseados en compuestos. Es decir, estos
métodos consideran si la molécula esta dentro de los estandares de relevancia
bioldgica en cuanto a los grupos funcionales que presenta y sus propiedades
fisicoquimicas, son simplemente filtros iniciales en cualquier proceso de cribado
(Tian, Wang, Li, Xu, & Hou, 2012; Vistoli, Pedretti, & Testa, 2008; Vyas, Jain,
Jain, & Gupta, 2008).
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Existen varios tipos de filtros, los mas utilizados por velocidad y tradicion son:
La “regla de los cinco” de Lipinski y los filtros de grupos funcionales toxicos o
reactivos. La “regla de los cinco” de Lipinski (Lipinski, Lombardo, Dominy, &
Feeney, 1997, 2012) es una de las mas utilizadas. Esta filtra las moléculas en
funcion de su peso molecular (MW< 500 g/mol), su lipofilia, medida en funcion
del coeficiente de reparto octanol/agua (LogP < 5) y el numero de dadores
(nHBDon =< 5) y aceptores (nHBAc < 10) de puentes de hidrégeno. Se
considera que un compuesto que no satisfaga dos o mas de estos criterios,
tiene una baja probabilidad de tener una absorcién intestinal y por consiguiente
de convertirse en un buen farmaco con via de administracion oral. Ademas,
normalmente esta regla se extiende con la condicion de que el ndmero de
enlaces rotables (nRotB) sea inferior a 10.

Sin embargo, se ha encontrado que los margenes de Lipinski son demasiados
estrictos y normalmente se aplican valores de corte algo superiores,
principalmente en lo referente al peso molecular y a la lipofilia (Le-Thi-Thu et
al., 2014).

Los compuestos con grupos funcionales reactivos o toxicos, son removidos
usando filtros especificos. Grupos funcionales reactivos tipicos incluyen, por
ejemplo, peréxidos, haluros de alquilo, entre otros. Usar filtros que eliminan los
grupos funcionales téxicos o demasiado inestables que estan asociados con la
toxicidad, proporciona una manera practica y rapida para reducir la gran
cantidad de compuestos en las bases de datos, como los incluidos en el
programa REOS (Rapid Elimination of Swill) (Walters & Murcko, 2002; Zhu et
al., 2013)

2.4.1.2. Similitud molecular

La busqueda de similitud puede ser utilizada para identificar moléculas de una
base de datos haciendo uso de alguna definicion cuantitativa de la similitud
estructural intermolecular con respeto a los compuestos de referencia (Dagmar
Stumpfe & Bajorath, 2011). Aunque, la mayoria de los calculos de busqueda de
similitud no se llevan a cabo para identificar moléculas quimicamente similares,
mas bien, la busqueda de similitud tiende tipicamente a detectar moléculas que

tienen actividad bioldgica similar (Dagmar Stumpfe & Bajorath, 2011).
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Lo anterior se debe fundamentalmente al principio de similitud, el cual
plantea  que moléculas  con  estructuras similares tienden a
exhibir propiedades similares (Johnson & Maggiora, 1990). Los métodos de
similitud molecular son de bajo costo computacional, por ende se pueden
implementar en la busqueda sobre grandes bases de datos de estructuras
quimicas, demostrando ser extremadamente Gtil en el campo farmacéutico
(Sheridan & Kearsley, 2002).

Se han establecido cuatro componentes basicos en una busqueda de similitud
entre moléculas (Maldonado, Doucet, Petitjean, & Fan, 2006):

e Las estructuras de los compuestos

¢ Representacion matematica de los compuestos quimicos

e La medida de similitud

e El algoritmo de emparejamiento

Esto permite ordenar las moléculas de la biblioteca de compuestos
quimicos, calculando una medida de similitud entre la estructura diana y cada
uno de los compuestos presentes en la base de datos, por lo que
posteriormente se pueden ordenar por similitud decreciente. Los primeros de la
lista se convierten en los candidatos seleccionados por el cribado virtual.
Existen muchos coeficientes de similitud (Le, 2011), siendo el coeficiente de
Tanimoto (Rogers & Tanimoto, 1960), el mas utilizado para los datos binarios,
mostrando un buen comportamiento en varios estudios (Le-Thi-Thu et al.,
2014).

2.4.1.3. Farmacoforos
El término farmacéforo ha sido usado en la quimica médica por muchos afios,
la definicion en 1998 dada por la IUPAC es la siguiente. “Es el conjunto de
caracteristicas estéricas y electronicas que son necesarias para asegurar una
interaccién supramolecular optima con una estructura biolégica y para activar
(o bloquear) su respuesta bioldgica”’(Wermuth, Ganellin, Lindberg, & Mitscher,
1998). EI farmacoforo puede considerarse como el comun denominador
compartido por un conjunto de moléculas activas (Leach, Gillet, Lewis, &
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Taylor, 2010). Cuando no se dispone de la estructura de cierto receptor
implicado en algun proceso fisiolégico importante, pero se dispone de una
serie de compuestos activos, una de las alternativas mas tentadoras para la
busqueda de compuestos quimicos con capacidad para modular dicho proceso

es; el disefio de modelos farmacoforicos (Qing et al., 2014).

Al ligando més activo o a un alineamiento de varios ligandos activos, se les
asigna un conjunto de puntos en el espacio que reflejan la presencia o
ausencia de caracteristicas farmacoféricas. Los grupos farmacoforicos usados
cuando se generan modelos farmacoforicos dependen de los intereses del
investigador, cominmente son utilizados atomos con cargas negativa o
positiva, aceptores y dadores de puente de hidrégeno y atomos con caracter
hidrofébico (Qing et al., 2014), ver figura 2.3. Una vez se ha obtenido el
modelo, se puede utilizar para cribar en bases de datos de moléculas

previamente alineadas.

Figura 2.3. Modelo farmacoférico. Las caracteristicas se representan con esferas coloreadas:
hidrofobico (Verde), Donador (lila), aceptor (cian)

Se han desarrollado varios programas para el desarrollo de modelos
farmacoforicos, entre los mas utilizados se encuentran DISCO (Distance
Comparisons) (Martin, Bures, Danaher, Delazzer, Lico, & Pavlik, 1993),
Catalyst (Barnum, Greene, Smellie, & Sprague, 1996), GASP (Genetic
Algorithm Superimposition Program) (Jones, Willett, & Glen., 1995), y (MOE,
2009)
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2.4.1.4. QSAR y 3D-QSAR

Las relaciones cuantitativas estructura-actividad (QSAR) permiten relacionar
cuantitativamente los cambios estructurales de una serie de compuestos con
los cambios presentes en la actividad (Sen, Farooqui, Easwari, & Roy, 2012).
Son una herramienta de gran importancia para el disefio de farmacos apoyado
de métodos quimiométricos, estadisticos y quimioinformaticos. Permiten
establecer relaciones matematicas entre la estructura molecular de una serie
de compuestos Yy actividades biologicas, propiedades fisicoquimicas vy
toxicolégicas de estos compuestos (Todeschini & Consonni, 2009).
En la actualidad existen diferentes aproximaciones por las que se puede
desarrollar un estudio QSAR, dependiendo del tipo de tratamiento mateméatico
que se le aplique a la muestra, se pueden clasificar como:

e QSAR tradicional

e QSAR por redes neuronales

e QSAR 3D

En los métodos 3D-QSAR, se relaciona la forma y propiedades de las
moléculas con caracteristicas moleculares especificas y la orientacion espacial
que toman dichas moléculas. Entre ellos resalta el analisis CoMFA
(comparative molecular field analysis) introducido por Cramer en 1988 (R. D.
Cramer, Patterson, & Bunce, 1988), donde se calculan las energias de
interaccién estérica (van der Waals) y electrostatica (Coulomb) entre cada
molécula y un atomo o grupo sonda adecuados situados en puntos
regularmente espaciados de una malla tridimensional que rodea a todos los
compuestos alineados y proporcionando toda la informacion necesaria para

comprender las actividades biolégicas, ver figura 2.4.
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Figura 2.4. Mapas de contorno CoMFA. Para los modelos a y b mostrando las contribuciones
estéricas y electrostaticas favorecidas y desfavorecidas

2.4.2. Cribado virtual basado en el receptor o métodos directos

El cribado virtual basado en la estructura del receptor generalmente es mas
eficaz en la identificacion de nuevos nucleos base de estructuras quimicas y
son de mayor implementacion en los laboratorios académicos (Danishuddin &
Khan, 2015). Para aplicar este método de cribado, es necesario disponer de la
diana biolégica a modular, la cual puede seleccionarse de cristalografia de
rayos X y estructuras resueltas por RMN o puede determinarse mediante
modelado tedrico (modelaciébn de homologia) para muestrear las moléculas
candidatas dentro de su sitio activo. La estructura del receptor se usa para
explorar el espacio quimico identificando ligandos en bases de datos de
compuestos quimicos, mediante técnicas de acoplamiento molecular (docking)
o bien para disefiar compuestos de novo que encajen en el sitio de unién de la
proteina (Cheng, Li, Zhou, Wang, & Bryant, 2012).

Mediante el uso de la informacién tridimensional del receptor, ahora se pueden
investigar las interacciones moleculares subyacentes involucradas en los
complejos proteina-ligando 'y, por tanto, interpretar los resultados
experimentales a nivel atébmico (Lionta, Spyrou, Vassilatis, & Cournia, 2014).

2.4.2.1. Acoplamiento molecular (Docking)

Se denomina docking molecular a un procedimiento de la quimica
computacional utilizado para explorar e intentar predecir los posibles modos de
unién e interacciones existentes entre ligandos y un receptor, generalmente

una proteina (S. Y. Huang & Zou, 2010). Algunos programas de docking se
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pueden utilizar para identificar el sitio de unién, docking ciego (Hetényi and van
der Spoel 2002). Como resultado de esta exploracion se obtiene una coleccién
de las posibles poses que, el programa ordena segun el valor que su funcién
de evaluacion le ha dado a cada solucion (scoring o puntaje). Por lo tanto, para
un estudio de acoplamiento se requieren dos componentes esenciales: el

algoritmo de busqueda y la funcion de evaluacion.

La busqueda conformacional es la parte del proceso de docking que requiere
mas tiempo computacional, por lo que los algoritmos que tardan mas de tres
minutos por ligando por procesador, se consideran muy lentos para ser
utilizados en el cribado virtual. La etapa mas conflictiva es la relacionada con la
funcion de evaluacion o scoring para predecir la afinidad de la unién proteina (o
cualquier otra macromolécula)-ligando. Las funciones tradicionalmente
aplicadas se clasifican en (S. Y. Huang & Zou, 2010):
)] Basadas en campos de fuerza: a partir de mecénica molecular
i) Empiricas: estiman la energia libre de unién sumando términos de
interaccidn derivados de la contribucion ponderada de parametros
estructurales (numero de puentes de hidrégeno, interacciones
idnicas, contactos apolares, entropia,...).
i) Knowledge-Based: representan la afinidad como suma de

interacciones de pares de &tomos proteina-ligando.

Las funciones empiricas son las mas usadas en los programas actuales de
disefio de farmacos, aunque no existe ninguna funcién de evaluacion superior
al resto, debido, a que, existen funciones que se comportan mejor para
determinados complejos proteina-ligando. De hecho, debido a la falta de
reproducibilidad y fiabilidad general, normalmente se utiliza una combinacion
de funciones (consensus scoring), como la que presenta el programa FlexX.
Con ello, se combinan varias funciones y solo aquellas conformaciones (poses)
gue reciben alta puntuaciones o scores por dos o mas funciones de scoring son
consideradas favorables.

En la actualidad existen muchos programas de docking disponibles, algunos
tienen licencia gratis, otros realizan céalculos on line, entre los programas mas

conocidos de docking se encuentran DOCK (Kuntz, Blaney, Oatley, Langridge,
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& Ferrin, 1982), FlexX (Rarey, Kramer, Lengauer, & Klebe, 1996), GOLD
(Jones, Willett, Glen, Leach, & Taylor, 1997), AUTODOCK2.4 (Morris & Huey,
2009), GLIDE (Friesner et al.,, 2004), ICM-DOCK (Abagyan, Totrov, &
Kuznetsov, 1994)

2.4.2.2. Disefio de novo

El disefio de novo basado en la estructura, utiliza un mapa de interacciones
creado a partir del sitio activo del receptor. Con ello se pueden crear listas de
nuevos compuestos confeccionados Unicamente para encajar en un receptor
especifico (Schneider & Fechner, 2005). Dicha aproximacion puede llevarse a
cabo en Discovery Studio 1.7 y 2.0 con la herramienta DS Catalyst Structure
Based Pharmacophore (protocolos De Novo Receptor, De Novo Link, y De
Novo Evolution). Asi mismo Discovery 2.0 permite integrar las caracteristicas
derivadas de la estructura del receptor con las caracteristicas derivadas del
ligando para crear un modelo mas completo de las caracteristicas necesarias
de un ligando para la unién al receptor. Esta aproximacion se considera de
especial interés cuando la estructura de la proteina con que se trabaja no esta
del todo definida.
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3. OBJETIVOS

El mecanismo de QS controla un gran arsenal de factores de virulencia
excretados por P. aeruginosa y ademas esta involucrado en la formacion de
biopeliculas, las cuales forman la base para las infecciones crénicas causadas
por esta bacteria (Sadikot et al., 2005). Dichas infecciones suelen ser
resistentes al tratamiento con mdultiples antibidticos (Bonomo & Szabo, 2006;
Doshi et al., 2011), debido a los variados mecanismos de resistencia a su
disposicion y en particular a su capacidad para formar biopeliculas (Lewis,
2007; Moore et al., 2014). Por tal motivo, no es sorpresa que la modulacién del
QS sea un objetivo ideal para las llamadas terapias de "antivirulencia"
(Rasmussen and Givskov 2006; LaSarre and Federle 2013; Galloway et al.
2012).

Lo anterior, tiene relacion con la marcada disminucibn en la tasa de
descubrimiento de nuevas terapias antimicrobianas en las Ultimas décadas,
mientras que la prevalencia de bacterias resistentes a antibidticos ha
aumentado (Boucher et al., 2013). Por lo tanto, investigaciones recientes se
han centrado en enfoques que disminuyen la patogenicidad bacteriana sin
afectar el crecimiento bacteriano (Cegelski et al.,, 2008). Este enfoque anti-
infeccioso es conceptualmente distinto de los enfoques tradicionales para el
tratamiento de infecciones bacterianas que usualmente utilizan moléculas
bactericidas o bacteriostaticas dirigidas a procesos celulares criticos (Capilato
et al., 2016).

El uso de moléculas con capacidad para competir o interferir con las sefiales
nativas de AHL e interaccionar con el receptor LasR presente en P. aeruginosa
y de esta manera disminuir las infecciones bacterianas producidas por este
patdgeno, es un enfoque distinto de los tradicionales, constituyéndose en una
estrategia Unica para el tratamiento y la prevencion de una serie de infecciones
bacterianas agudas y cronicas, hecho que es de particular importancia dada la
propagacion rapida y continua de bacterias resistentes a los antimicrobianos
(Kollef et al., 2011), y ademdas la interrupcion del QS no es fatal para estos

organismos, como si lo son el uso de antibidticos tradicionales.
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Existen muchas investigaciones relacionadas con el disefio y optimizacion de
ligandos que interaccionan con el receptor LasR (Frei, Breitbach, & Blackwell,
2012; O'Reilly & Blackwell, 2016; Screening, Borlee, Geske, Blackwell, &
Handelsman, 2010), y también se han realizado estudios estructurales que
ofrecen alguna informacién sobre la union de los ligandos AHL y no AHL a
LasR (Ahumedo et al., 2010, 2014a, Soulere et al., 2007, 2010; Suneby et al.,
2017), pero a pesar de ello, existe poco conocimiento sobre que interacciones
son criticas para la activacion o la inhibicion de LasR, por parte de los ligandos
diseflados y como estas interacciones pueden afectar a nivel de
funcionamiento al receptor LasR, debido a los cambios conformacionales que
este receptor sufre después del reconocimiento molecular y posterior formacion

del complejo.

Conocer esta informacion es crucial para nuestros esfuerzos en el disefio e
identificacion de moduladores del QS. Bajo estas consideraciones el modelado
molecular puede proveer informacién estructural muy util, asi como una vision
en profundidad sobre los mecanismos de interaccidon que permitan comprender
el comportamiento de los ligandos en el sitio activo de LasR y los cambios
conformacionales que sufre el receptor cuando se une a diferentes ligandos, y
como estos cambios se reflejan en la estructura general del receptor, afectando

su funcién normal.

En este sentido, para desarrollar esta tesis nos planteamos el siguiente objetivo
general y los siguientes objetivos especificos que se describen de manera

condensada en los siguientes puntos:

Objetivo general
Analizar las caracteristicas estructurales necesarias para la identificacion de
antagonistas del receptor LasR utilizando las herramientas del modelado

molecular

Objetivo especifico
e Desarrollar una mejor comprension a nivel molecular de como analogos

estructurales de AHL interaccionan con el sitio activo del receptor LasR
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utilizando las metodologias de acoplamiento molecular y 3D-QSAR

basado en el receptor.

e Analizar la estabilidad conformacional y las interacciones tipo puente de
hidrégeno presentes en los complejos LasR-ligandos a lo largo de las

simulaciones de dinamica molecular.

e Evaluar de la afinidad de union de una serie de ligandos mediante las
metodologias de MM-GBSA/MM-PBSA.
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4. METODOLOGIA

La metodologia de este trabajo se divide en tres partes, realizadas en las
instalaciones del Grupo de Quimica Cuantica y Tedrica de la Universidad de
Cartagena y en el grupo de Quimica Cuantica y Computacional de la

Universidad nacional

4.1 Modelado molecular de analogos sobre el receptor LasR de
Pseudomona aeruginosa.

Los ligandos utilizados en este trabajo y su actividad biolégica in vitro (ICsp)
fueron tomados de los trabajos (Geske, Mattmann, & Blackwell, 2008; Geske,
O’Neill, Miller, Mattmann, & Blackwell, 2007). Las estructuras moleculares de
los compuestos y su actividad bilégica son mostradas en la tabla 5.1. Las
estructuras de los ligandos fueron construidas usando el programa Gauss View
5.0.8 (Dennington, Keith, & Millam, 2009) y sus geometrias fueron optimizadas
usando el método DFT con el funcional X3LYP vy la base de calculo DGDZVP
(Godbout, Salahub, Andzelm, & Wimmer, 1992; Xu & Goddard, 2004), como
esta implementado en el programa Gaussian09 (Frisch, M. J.; Trucks, G. W.;
Schlegel, H. B.; Scuseria, G. E.; Robb, M. A.; Cheeseman, J. R.; Scalmani, G.;

Barone, V.; Mennucci, B.; Petersson, 2009).

4.1.1. Acoplamiento molecular

La estructura 3D del complejo co-cristalizado de LasR y el ligando nativo N-3-
oxododecanoil-L-homoserina lactona se obtuvo del Protein Data Bank (Zou &
Nair, 2009b), con cédigo PDB 31X3. La estructura de la proteina en el formato
PDB fue visualizada y preparada usando la herramienta para preparacion de
proteinas disponible en paquete de programas de modelado molecular Sybyl X
1.2 (SYBYL-X 1.2, Tripos International, St. Louis, MO), el ligando nativo y todas
las moléculas de agua fueron removidas, atomos de hidrégeno polares fueron
afadidos, las cadenas laterales amidas e imidazoles fueron protonadas

asumiendo pH fisioldgico (7).

El campo de fuerza Amber fue usado para asignar las cargas atomicas
parciales de la proteina, la estructura del ligando nativo fue extraida y su
geometria fue sometida a optimizacion en SYBYL usando el algoritmo de

minimizacién de gradiente conjugado y se calcularon las cargas de Gasteiger.
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Después de eso, para validar el protocolo de acoplamiento, el ligando nativo
fue re-acoplado en el sitio de union del receptor LasR. El programa AutoDock
v.4.2 (Morris & Huey, 2009) fue utilizado para predecir el modo de unién de los
ligandos en el sitio activo de LasR y para explorar las interacciones en los
complejos proteina-ligando formados. Los parametros utilizados para los
calculos de acoplamiento fueron: algoritmo genético lamarckiano (LGA) en el
caso de la busqueda conformacional del ligando. Los mapas de potencial se
calcularon mediante el programa Autogrid (que viene incorporado en Autodock)
utilizando una malla tridimensional centrada en el sitio de union del receptor
LasR (X=12.083, Y=1.247, Z=16.614), con dimensiones de 50x50x50 A y con
un espaciado entre los puntos de 0.375 A, de este modo, el espacio de

busqueda queda exclusivamente reducido al sitio de unién conocido.

Los parametros adicionales del docking fueron: ensayos de acoplamiento: 200,
tamafio de la poblacion: 100, posicion inicial y conformacién aleatorias, rangos
de paso de traduccion: 2.0 A, rangos de paso de rotacién: 50, elitismo: 1, tasa
de mutacion: 0.02, tasa de cruzamiento: 0.8, tasa de busqueda local: 0.06 y
evaluaciones de energia: 250.000. Este protocolo y parametros adicionales
fueron tomados de Ahumedo, Drosos, & Vivas-Reyes, 2014. Las 28 moléculas
estudiadas en este trabajo fueron acopladas siguiendo el mismo protocolo
descrito anteriormente; la mejor conformacién, en cada caso, se eligi6 de
acuerdo con sus valores de energia libre acoplados y la posicion adoptada en
el sitio de union del receptor LasR.

4.1.2. 3D-QSAR

Aplicamos dos metodologias para desarrollar los modelos 3D-QSAR. La
metodologia tradicional basada en la alineacion de estructuras optimizadas de
los analogos de AHL y una metodologia alternativa basada en las mejores
poses resultado de los calculos de acoplamiento, lo cual genera un
alineamiento automatico (Sippl, 2000).

El 3D-QSAR basado en receptor solo es posible cuando las estructuras
tridimensionales de una proteina objetivo se han resuelto experimentalmente o
por modelado por homologia. Se analizaron las cualidades de estos modelos
3D-QSAR para identificar cuél de los dos tipos de alineamientos genera una
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mejor correlacion y tiene mejor poder de prediccion. El descriptor COMFA se
calcul6 utilizando la opcién QSAR en SYBYL X 1.2. Las energias de campo
estérico y electrostatico se calcularon utilizando los potenciales de Lennard-
Jones y de Coulomb, respectivamente, con una constante dieléctrica 1/r
dependiente de la distancia en todas las intersecciones. Para calcular las
energias estéricas y electrostéticas se utilizé el campo de fuerza por defecto de
SYBYL, Tripos. El punto de corte tanto para la energia estérica como
electrostatica se establecié en 30 kcal mol-1, indicando que cualquier valor de
campo estérico o electrostatico que superd dicho valor fue sustituido por 30

kcal mol™.

La validacion de los modelos es un paso critico y también considerado el mas
importante en un estudio QSAR. Un modelo QSAR con un alto valor del
coeficiente de correlacién (R?) obtenido a partir de un anélisis de correlacién
(por ejemplo, un analisis MLR o PLS) cuantifica el mejor ajuste de las variables
dependiente e independiente, pero no contiene informacion acerca de la
capacidad para predecir la variable dependiente de compuestos que no fueron
incluidos en el conjunto de entrenamiento usado para construir el modelo (por

ejemplo, compuestos del conjunto de prueba).

Por lo tanto, para los modelos 3D-QSAR generados, se utilizé el esquema de
validacién cruzada "dejando uno afuera" (LOO, siglas en inglés para —Leave
one out) con el fin de evaluar la capacidad predictiva. A partir el procedimiento
de validacion cruzada LOO, se obtiene el cuadrado del coeficiente de
validacién cruzada LOO (Q?), que se utiliza como un criterio para evaluar tanto
la robustez y la capacidad predictiva de los modelos generados. La capacidad
predictiva de un modelo QSAR se puede estimar de forma confiable mediante
una validacion externa. Por lo tanto, la capacidad predictiva de los modelos se
evalu6 mediante la prediccion de la variable dependiente de un conjunto de
prueba externo de 5 compuestos, que no se utilizd6 para la construcciéon del

modelo.
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4.1.3. Simulaciones de dinamica molecular

Las coordenadas para las simulaciones de DM se han obtenido a partir de los
resultados del acoplamiento molecular, los célculos de las simulaciones de DM
se llevaron a cabo con el modulo SANDER del paquete AMBER14 (Case et
al., 2014). Los ligandos se parametrizaron utilizando las cargas de RESP
(Bayly, Cieplak, Cornell, & Kollman, 1993) optimizando las geometria a el nivel
HF/6-31+G*, las cargas parciales y otros parametros, como los angulos y los
diedros, se tomaron del campo de fuerza Amber (GAFF) ((Wang, Wolf,
Caldwell, Kollman, & Case, 2004) y del campo de fuerza ff99SB (Duan et al.,
2003).

Los complejos se solvataron en una caja cubica usando moléculas de agua tipo
TIP3P (Jorgensen, Chandrasekhar, Madura, Impey, & Klein, 1983) con una
distancia de 8 A entre el limite de la caja y el complejo, con condiciones
periddicas para evitar la evaporacion del sistema. El término electrostatico se
definié6 con el algoritmo de malla de particulas Ewald (PME) (de Souza &
Ornstein, 1997) con un corte de 12.0 A. Los iones de sodio se agregaron al
sistema reemplazando aleatoriamente las moléculas de agua hasta lograr la
neutralidad. Los sistemas simulados contienen alrededor de 10480 moléculas
de agua, 7 iones sodio, 2542 atomos del receptor y el nimero de atomos en los
ligandos varia entre 35 y 50 atomos, un total aproximado de 34025 atomos en

cada sistema.

Todas las simulaciones de DM siguen el procedimiento de minimizacion,
calentamiento, densidad, equilibrio y produccion con un tiempo de 2 fs. Para
eliminar posibles malos contactos, los sistemas completos se minimizaron en
1000 pasos en el método de direccién del maximo gradiente seguido de 500
pasos del método de gradiente conjugado. La distancia de corte se mantuvo a
8A para calcular las interacciones no enlazantes.

Luego, los sistemas se calentaron gradualmente con el método NVT de 0 a 300
K durante un periodo de 100 ps, utilizando el nuevo esquema de equilibrio de
temperatura de Langevin (NTT = 3) que es significativamente mejor para
mantener e igualar la temperatura del sistema, que el algoritmo Berendsen.
Luego, la etapa de equilibrado durante 1000 ps con restricciones débiles sobre

el complejo a presién constante de 1 atm y 300 K. En este proceso, se aplicé el
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algoritmo SHAKE (Ryckaert, Ciccotti, & Berendsen, 1977) a todos los enlaces
que involucran atomos de hidrégeno, y finalmente, se llevé a cabo una etapa
de produccién de 150 ns, en las mismas condiciones de la etapa anterior. La
visualizacion y el analisis de las trayectorias se realizaron con VMD (Humphrey,
Dalke, & Schulten, 1996). Las trayectorias de las coordenadas se registraron
cada 1000 ps para todas las simulaciones de DM. Las conformaciones
obtenidas de las simulaciones se utilizaron para calcular la energia libre de

union.

4.1.4. Calculo de energias libres de unién mediante MM-PBSA y MM-
GBSA.

La energia libre de union para cada sistema se calculd6 mediante las
metodologias MM/PBSA y MM/GBSA (Kollman et al., 2000). Calculamos la
energia de interaccion y la energia libre de solvatacién para el complejo, el
receptor y el ligando, se promediaron los resultados para obtener una
estimacion de la energia libre de union. Los componentes de energia se
calculan para investigar la contribucion energética de un conjunto de
geometrias tomadas de cada simulacion de DM, utilizando el script
MMPBSA.py (Miller et al., 2012) del conjunto de paguetes AMBER 14.
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5. RESULTADOS

Se aplicaron de manera secuencial tres estrategias del modelado molecular:
acoplamiento molecular (docking), 3D-QSAR (Relacion cuantitativa estructura
actividad) y las simulaciones de dinamica molecular. Cada una de estas
estrategias permiti6 obtener informacion de interés para nuestro estudio.
Aunque son metodologias de enfoques diferentes se complementan entre si,
permitiendo obtener un consolidado, con la informacién mas relevante de cada

estrategia.

Los célculos de acoplamiento molecular permitieron estudiar el modo de union
de los analogos estructurales de AHL en el sitio activo del receptor LasR e
identificar las interacciones mas importantes presentes en los complejos
proteina ligandos formados. Los modelos 3D-QSAR generados permiten
obtener una correlacion entre la actividad biologica del conjunto de anélogos y
su estructura tridimensional. Los complejos proteina-ligando seleccionados en
el acoplamiento molecular se sometieron a simulaciones de DM, lo que permitid
determinar la estabilidad de las conformaciones predichas en los célculos de
acoplamiento molecular, posteriormente se analiz6 la estabilidad de los
puentes de hidrégeno a lo largo de la simulacion, y posteriormente se calculd
la energia libre de unién de cada complejo con el objetivo de comparar y
encontrar tendencias con la actividades biologicas reportadas para estos 28

anélogos.

5.1. Validacién de la metodologia de acoplamiento molecular

Para la validacién del protocolo de docking aplicado en este estudio, la
estructura del ligando nativo fue re-acoplada en el sitio de unién del receptor
LasR utilizando el programa Autodock version 4.2, la energia de unién para la
mejor pose fue -8.81 kcal/mol, ademas del criterio energético, se tomd en
cuenta el valor del RMSD. Para la pose seleccionada, se observo que el
ligando adopta una conformacion y orientacion casi idéntica a la tomada por el
ligando nativo en el complejo co-cristalizado, colocando la cadena lateral acilo
de una manera apropiada en el bolsillo hidrofébico del receptor LasR (ver figura

5.1), a pesar de la alta libertad conformacional que posee esta cadena.
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Esta conformacion reproduce las interacciones tipo puente de hidrégeno, entre
los grupos amida y carbonilo presentes en el ligando nativo y los residuos Tyr-
56, Trp-60, Asp-73 y Ser-129 del receptor LasR. Estudios han reportado que
estas interacciones son muy importantes para el correcto plegamiento de las
proteinas pertenecientes a la familia tipo LUxR, en las cuales, estos residuos
estadn estrictamente conservados en una amplia gama de receptores
transcripcionales de bacterias Gram negativas, reflejando el hecho que son
importantes en cada receptor para reconocer el farmacoéforo presente en su
AHLs especifica (Ahumedo et al., 2010; Ahumedo, Drosos, & Vivas-Reyes,
2014b; Bottomley et al., 2007; Gerdt et al., 2015; Gerdt, MclInnis, Schell, Rossi,
& Blackwell, 2014b; Zou & Nair, 2009a).

|
\ \/ /

Figura 5.1. Alineamiento entre el ligando presente en el complejo co-cristalizado (en verde) y el
ligando acoplado (en rojo), izquierda. Interacciones tipo puente de hidrogeno presentes en el
complejo proteina-AHL, formado entre el ligando nativo acoplado y el sitio activo del receptor
LasR

La cadena lateral acilo, presenta interacciones tipo Van der Waals con los
residuos Leu-36, Leu-40, lle-52, Tyr-47, Val-76, y Leu-125 presentes en el
bolsillo hidrofébico de LasR, esta interacciones son importantes porque son las
que estabilizan al complejo LasR-AHLs naciente, en particular, la interacciéon
con Tyr-47 (Bottomley et al., 2007; Zou & Nair, 2009a).

El analisis cualitativo descrito arriba es ratificado por el valor del RMSD
calculado para la conformacién acoplada con respecto a la conformacion del
ligando nativo presente en el complejo co-cristalizado, para tal célculo se
obtuvo un valor de 0.59 A. Este valor sugiere que los resultados de los calculos
realizados por Autodock, son confiables para nuestro grupo de moléculas en

estudio, teniendo en cuenta que son analogos estructurales de AHLs.
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Se ha reportado que para la validacion de un protocolo de acoplamiento
molecular, una conformacion se considera correcta si el valor de RMSD es
inferior a 2 A (Warren et al., 2006).

5.2 Acoplamiento entre LasR y Analogos

Los resultados del acoplamiento molecular mostraron que para cada analogo
se generan dos o mas Cluster de conformaciones, estos se ordenan por
energia, y su tamafo es proporcional al nimero de conformaciones en cada
Cluster. Para seleccionar una conformacion de la manera mas objetiva posible,
para cada ligando se elige el Cluster mas poblado y de este, la conformacion
con la menor energia. Las estructuras de los 28 ligandos conservan la funcién
homoserina lactona (HSL) mientras la cadena lateral acilo es variable, como se
puede observar en la tabla 5.1. En la figura 5.2, se observa, que en todos los
ligandos los grupos carbonilo y amida de la homoserina lactona y el carbonilo
de la cadena acilo, estan orientados hacia los aminoacidos con los cuales
forman las interacciones tipo puente de hidrégeno. En la figura 5.3 se observan
las interacciones para cuatro de los ligandos mas potentes de este grupo de

ligandos.

Tabla 5.1. Clasificacion de los analogos de las AHLs con actividad biologica reportada como
ICs0. En negrita se resaltan los valores de ICsq de los ligandos mas activos por grupo

Grupo Estructura ID  Sustituyente (X) 1Cso(UM)
/\/\MQ 1 - 0.11

AHL
o~~~ /Q A3 - 1.75
v A4 - 0.25

T - 8.34

Otros analogos o - 1.75
b B11
N
o

- 0.83
B14
- N
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8 4-Br 3.89

C6 3-Cl 3.97
PHL 7 0

X—\‘ | o C8 3-Br 4.06
NG C10 41 1.72

o)
c11 3 4.63
Cl4 3-NO, 0.61
D15 4-OCF, 4.67

0
POHL E16 3- CH, 7.8
PN o M A 0

X H A E20 4-Cl 4.7

= 0
E21 4-Br 2.1
E22 41 2.0
B7 4-Br 0.34
E26 4-CHj 4.3
0 E27 3-CHs 8.9
PPHL ~. O T"E28 4-OCHs 6.8

xS N A
_ o E29 4F 12
E30 4-Cl 2.2
E31 3-Br 3.3
E33 3 18
E37 4-NO, 3.0
E38 3-NO, 3.4

E39 [© # 34
<D©/\)\

Estas interacciones estan presentes en cada uno de los analogos, la Unica
diferencia es la distancia y angulo de los puentes de hidrogeno formados, por
cada ligando, como se evidencia en los valores mostrados en la tabla 5.2, para
los ligandos mas activos en cada grupo (En la tabla 1 en los anexos se puede
evidenciar para los 28 analogos), esto es un indicio que su diferencia en cuanto
actividad antagonista debe estar relacionada en un alto porcentaje con la
ubicacion y orientacion de sus cadenas laterales dentro del bolsillo hidrofébico

gue posee LasR en su sitio activo.

55



Figura 5.2. Alineamiento de las mejores poses de los 28 anélogos acoplados dentro del sitio
de unién de LasR.

Figura 5.3. Interacciones en el sitio activo del receptor LasR por los ligandos 1(a), B7 (b),
B14(c) y C14(d).
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Tabla 5.2. Puentes de hidrégeno formados por los ligandos mas activos de cada grupo

ligandos Residuos Distancia Distancia Angulo Autodock
H-A D-A donor (kcal/mol)
Tyr56 2.24 3.05 141.28
Trp60 2.13 3.11 164.76
! Asp73 1.87 2.84 162.19 739
Thr75 2.50 3.26 135.58
Serl29 1.80 2.74 163.06
Tyr56 2.05 2.91 149.20
b7 Trp60 1.90 2.85 156.36
Asp73 2.02 291 147.88 -8.67
Thr75 2.85 3.59 133.68
Serl29 1.84 2.78 163.22
Tyr56 2.26 3.07 141.80
b14 Trp60 1.84 2.82 163.29 -8.99
Asp73 1.92 2.85 153.83
Thr75 2.19 3.03 140.82
Serl29 1.82 2.76 163.69
Tyr56 2.21 3.00 138.91
cl4 Trp60 1.80 2.79 168.26 844
Asp73 1.96 2.92 160.35
Thr75 2.85 3.59 135.14
Serl29 1.76 2.68 160.20
Tyr56 2.00 2.87 149.79
E22 Trp60 1.99 2.86 143.02 8.07
Asp73 2.01 2.92 149.64
Thr75 2.85 3.58 133.72
Serl29 1.83 2.76 161.58

Por lo anterior, para comprender mejor las interacciones existentes entre LasR
y cada uno los analogos estudiados, estos ultimos fueron divididos en cinco
grupos, como lo reportan Geske et al. 2007; Geske, Mattmann, and Blackwell
2008, quienes sintetizaron estos analogos y determinaron su capacidad como
antagonistas. En este estudio, cada analogo se dividi6 en dos regiones como
se muestra en la figura 5.4, la region A, la parte conservada, la cual esta
formada, por la homoserina lactona y el carbonilo, y la region B, las cadenas
laterales variables entre un grupo y otro (Ahumedo, Drosos, and Vivas-Reyes
2014).

Como todos los analogos reportan las interacciones entre la region A y los
aminoacidos Tyr-56, Trp-60, Asp-73 y Ser-129, se realizO0 Unicamente la

descripcion del analisis de la region B de cada analogo, esto permite un mejor
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analisis de las relaciones estructura actividad (SAR), existentes entre estos

analogos y el receptor LasR.

Region Regidn

B A

PHL Z

R——= A @j\/\,‘m Om’x
POHL X o <..©/\/x Qj/\’\

PPHL X

Otros analogos

Figura 5.4. Division de los analogos en dos regiones. La regién A, que es la parte conservada,
la cual esta formada, por la homoserina lactona y el carbonilo, y la region B, las cadenas
laterales variables.

5.2.1. Acoplamiento entre LasR y AHLs no nativos

El ligando 1 tiene una cadena lateral acilo de 8 carbonos, 4 menos que el
ligando nativo (12C), presenta la funcién oxo en la posicion 3 de la cadena
acilo, por consiguiente la presencia o ausencia de algunas interacciones en el
bolsillo hidrofébico de LasR seran responsables de su actividad, como
antagonista o agonista. Los residuos hidrofébicos Val76, Trp88, Thrll5,
Leul25 y Alal27 rodean la cola hidrofébica del ligando 1, a través de contactos
de Van der Waals, como se puede observar en la tabla 3 y en la figura 1 en los
anexos.

En el ligando nativo la interaccion de la cadena lateral acilo con Tyr-47 es un
factor determinante para la estabilidad del complejo formado, ya que protege al
sitio activo del solvente (Zou and Nair 2009), el ligando 1 no forma esta
interaccion con LasR, la ausencia de esta interaccion podria probablemente

resultar en un complejo proteina-ligando inestable.
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Los ligandos A3 y A4 tienen caracteristicas estructurales muy similares a él
ligando 1, por lo tanto sus interacciones en el bolsillo hidrofébico de LasR
serian de la misma naturaleza, ver tabla 3 en los anexos. La disminucion de la
longitud de la cadena hidrocarbonada de estos ligandos comprometeria la
integridad de las interacciones hidrofobicas favorables, como consecuencia, la
actividad antagonista de estos tres analogos podria estar relacionada con la
inestabilidad del complejo proteina-ligando formado.

5.2.2. Acoplamiento entre LasR y otros analogos

El ligando B14 tiene un grupo indol unido a la cadena acilo, el cual le permite
formar interacciones con los residuos hidrofobicos, Leu36, Val 76, Trp88 y
Alal27, también puede formar un puente de hidrégeno adicional a través del
nitrégeno del indol con Thr75 (ver tabla3 y figura 1 en los anexos), siendo esta
interaccion importante para el plegamiento del receptor, aunque, no presenta la
interaccidn hidrofoébica con Tyr47, lo cual como se menciono, tiene una funcién
importante en la estabilizacibn de los complejos formados. El ligando B11
presenta un ciclohexil unido a la cadena acilo, siendo de naturaleza hidrofébica,
puede formar interacciones con las cadenas laterales de los residuos, Leu36,
Leu40, Ala50, Tyr64, Val 76, Trp88 y Alal27.

El ligando 9 tiene un grupo indol unido a la cadena acilo, y al igual que el
ligando B14 puede formar un puente de hidrégeno adicional a través del
nitrogeno del indol con Thr75 y ademas, las interacciones hidrofébicas con los
residuos Leu36, Leud0, Ala50, Tyr64, Val 76, Trp88 y Alal27. Al analizar las
estructuras de los ligandos B14 y 9, se evidencia que la diferencia es un grupo
metilen adicional en la cadena acilo del ligando 9, pero al comparar sus
actividades bioldgicas, vemos una diferencia muy alta entre estos dos ligandos,
ver tabla 5.1, lo que refleja que ademas de las interacciones tipo puente de
hidrbgeno y las interacciones hidrofobicas pueden existir restricciones

adicionales, que influyen en la actividad de este grupo de ligandos.

5.2.3. Acoplamiento entre LasR y PHLs
Los ligandos C10 y C11 solo se diferencian en la posicion del &tomo de yodo

presente en el anillo aromatico, ver Tabla 5.1, resulta evidente que los valores
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diferentes en la actividad biolégica que existe entre estos dos analogos esta
directamente relacionada a las interacciones que puede formar el atomo de

yodo en las posiciones 4 y 3 del anillo aroméatico respectivamente.

Para el ligando C10 existe la posibilidad de formar una interaccion entre el yodo
y el oxigeno del grupo carbonilo del aminoacido Tyr-47, tal interaccion no se
presenta o es muy débil entre el ligando C11 y Tyr-47, este tipo de interaccién
se conoce como puente de halégeno, son posibles debido a la tendencia que
poseen los halégenos a interactuar con los pares de electrones solitarios de
atomos de oxigenos pertenecientes a grupos funcionales como por ejemplo,
carbonilo, hidroxilo, carboxilato, o grupos fosfatos (Auffinger et al. 2004; Lu et
al. 2009). Un puente de hal6geno puede ser definido como interacciones cortas
C—X----O—Y (donde C—X, es un atomo de yodo, bromo, cloro, enlazado aun
atomo de carbono, y O—Y es un grupo carbonilo, hidroxilo, carboxilato
cargado o un fosfato), donde la distancia X----O es menor o igual a la suma de
los respectivos radios de Van der Waals (Auffinger et al. 2004; Lu et al. 2009).

Al analizar las distancias y direccidn existente entre los &tomos implicados, solo
seria posible en el ligando C10, esto se puede explicar teniendo en cuenta los
radios de Van der Waals de cada atomo implicado en la interaccién, el radio de
Van der Waals para el Yodo es 1.98 A y para el Oxigeno es 1.52 A, por lo tanto
la maxima distancia a la que pueden estar separados dichos atomos y exista
una posible interaccién es 3.5 A, aunque se ha reportado que cuando los
halégenos estan unidos a estructuras aromaticas la distancia de interaccion
puede aumentar un poco (Auffinger et al., 2004; Lu et al., 2009), en la figura 5.5

se muestran las distancia entre estos atomos para los dos ligandos.

Para la mejor pose tomada por el ligando C14 en el sitio de uniéon de LasR,
ademas de formar la interacciones tipicas, presentes en la region A de los
ligandos, es posible, que dicha pose facilite la formacion de otras interacciones,
debido al grupo nitro ubicado en la posicion 3 del anillo aromatico, este toma
una orientacion tal que pueden existir unas interacciones extras entre el grupo
nitro y los residuos Trp-60 y Arg-61, como se muestra en la figura 5.5, ademas

de esto, pueden estar presentes interacciones 1T-11 entre el anillo aromatico del
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ligando y el anillo aromatico de la Tyr-64, lo que podria a ayudar en el

plegamiento y formacién del complejo.

Arg-61 /

Figura 5.5. Interacciones existentes entre la region B de los ligandos (C10 en rojo, C11 en azul
y C14 en gris) PHLs y los residuos, Tyr-47, Trp-60 y Arg-61

Los ligandos 8 y C8 al igual que los ligandos C10 y C11 solo se diferencian en
la posicion del aomo de bromo en el anillo aromatico. Las diferencias en
cuanto a la actividad biolégica mostrada por los analogos, se explicaria de igual
forma que para los ligandos C10 y C11. Los ligandos C6, C8 y C11 presentan
una sustitucion por un halégeno en la posicibn 3 del anillo aroméatico, los
halégenos son cloro, bromo y yodo respectivamente, mostrando una ligera
tendencia a un mayor valor de ICsp a medida que aumenta el tamafio del

hal6geno.

5.2.4. Acoplamiento entre LasR y POHLs

La actividad del analogo mas activo del grupo POHLs es baja comparada con
la mostrada por los mejores analogos de los otros grupos. La explicacion es la
presencia del atomo de oxigeno en la regién B de este grupo de ligandos, el
cual puede generar una desestabilizacion en la densidad electrénica del anillo
aromatico, lo que resultaria en una disminucion en la energia de interaccion 1r-

1T entre el anillo aromético de los ligandos de este grupo y el anillo aromatico de
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la Tyr-64, sumado a esto la presencia del oxigeno en la cadena lateral,

restringe la rotacion, por los pares libres que presenta dicho atomo.

Analizando los valores de ICsp y los sustituyentes presentes en la posicion 4 del
anillo aromético de los analogos E20, E21 y E22, podemos apreciar una
correlacion entre el valor de actividad biolégica y el tamafio del atomo del
hal6geno presente. Observamos que a medida que descendemos por el grupo
de los halégenos los valores de ICsp se hacen méas pequefios en estos tres
ligandos, como se puede apreciar en la Tabla 5.1. Ademas se encuentra una
tendencia con los valores de energia de unidn reportados para Autodock,
donde reportan energias de -8.04, -8.06 y -8.26 kcal/mol respectivamente. Las
diferencias en los radios de Van der Waals del atomo de halégeno presente en
cada ligando esta relacionado con la posible interaccion tipo puente de
halégeno, que existe entre cada halégeno y el oxigeno del grupo carbonilo de
Tyr-47.

Como es sabido el radio de Van der Waals aumenta a medida que se
desciende por un grupo en la tabla periddica, | > Br > ClI, sus valores son 1.98
A, 1.85 A, y 1.75 A, respectivamente. Comparando las distancias X----O, con
las presentes en nuestros complejos podemos suponer que las interacciones
son posibles y por lo tanto son importantes en nuestros complejos, ver figura
5.6. Por otra parte, el ligando E16 posee un sustituyente metilo en posicion 3
del anillo aromatico, dicho sustituyente, solo puede formar pequefas
interacciones hidrofébicas, las cuales no son tan fuertes comparadas con las

interacciones tipo puente de haldgeno presentes en otros ligandos.

El ligando D15, tiene como sustituyente en la posicion 4 del anillo aromético, el
trifluorometoxi, el cual permite la existencia de posibles interacciones entre el
oxigeno del sustituyente y el residuo Arg-61, por su parte los atomos de flaor,

quizas ayuden a establecer alguna interaccion con Tyr-47.
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Tyr-47

Figura 5.6. Puentes de halégenos presentes en los ligandos E20, E21 y E22. En todos los
casos la suma de los radios de Van der Waals, de los atomos involucrados en puentes de
hal6geno, excede la distancia mostrada en el figura.

5.2.5. Acoplamiento entre LasR y PPHLs

Los ligandos que pertenecen al grupo PPHLs son varios, por tal motivo, solo
describiremos las relaciones estructura actividad mas importantes existentes
entre algunos de ellos. El ligando B7 tiene al &tomo de bromo en la posicion 4
del anillo aromatico, mientras el ligando E31 en la posicion 3 del anillo
aromatico. Se evidencia la misma tendencia en cuanto a la actividad
antagonista, a la encontrada en los ligandos C10 y C11, donde la sustitucién en
la posicion 4, resulta con mejores actividades, que las encontradas en los
analogos con la sustitucion en la posicion 3, ademas los valores reportados de
energia de union por Autodock -8.67 y -8.53 kcal/mol, respaldan estas

tendencias.

La interaccion entre el atomo de bromo de los ligandos y el oxigeno del grupo
carbonilo del residuo Tyr-47, solo es posible cuando el &tomo de bromo esta en
la posicion 4 del anillo aromatico del ligando, tal interaccion no es posible
cuando el bromo esta en la posicion 3 del anillo aromatico, ya que la distancia

entre el atomo de oxigeno del grupo carbonilo de Tyr-47 y el atomo de bromo
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es 4.49 A mucho mayor que la suma de sus radios de Van der Waals 3.37 A.
Mientras que en el ligando B7, la distancia entre dichos 4tomos es aceptable

como se muestra en la Figura 5.7.

Si observamos los valores de ICso de los ligandos E29, E30 y B7, nos
percatamos que existe la misma tendencia, que se presentaba en los
ligandos E20, E21 y E22, en la cual los ligandos que tenian al 4tomo de
halégeno con mayor tamafio atobmico presentaban el menor valor de ICsg, y
de igual forma con los valores de energia de unién reportadas por Autodock
-7.87, 8.32 y 8.67 Kcal/mol. En el caso de los ligandos E29, E30 y B7 los
hal6genos presentes en la posicién 4 del anillo aromatico son fltor, cloro y
bromo respectivamente. Si analizamos las propiedades de los halégenos,
notamos que el flior es un atomo pequefio y muy electronegativo por tal
motivo se espera que sea poco polarizable por influencia del anillo

aromatico.

~

Figura 5.7. Las distancias existentes entre el atomo de bromo y el &omo de oxigeno del
residuo Tyr-47, es mayor, cuando el sustituyente se encuentra en la posicién 3 del anillo, por tal
motivo no puede existir una interaccion muy fuerte entre estos atomos.

Por el contrario debido a su gran electronegatividad tiene la capacidad de
deslocalizar la densidad electrénica del anillo afectando su aromaticidad, lo
cual afecta la interacciéon entre el anillo del ligando y el anillo de la Tyr-64.

Ademas al no ser polarizable es poco probable que exista una interaccion
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entre el atomo de fldor y los electrones del oxigeno del grupo carbonilo de
Tyr-47. Las superficies de potencial electrostatico molecular, en este caso
basados en la densidad electrénica y los radios de Van der Waals, explican
de manera sencilla este fendmeno presente en estos tres ligandos en

estado libre.

En esta figura 5.8 se puede observar como el atomo de fllor retiene su
caracter electronegativo en azul, mientras en los otros sustituyentes se ve
disminuido este caracter electronegativo, debido a sus radios atbmicos mas
grandes o a la polarizabilidad del halégeno, mostrando un ligero caracter
electropositivo, de color banco a amarillo, lo cual sugiere que el atomo de
bromo puede formar puentes de halégenos mas fuertes. Esto se debe a
gue existe una transferencia de carga negativa del atomo de oxigeno del
grupo carbonilo de Tyr-47 (una base Lewis) a los halégenos mas
polarizables (acido Lewis).

0.040
0.030
n.ota
0.000
-0.010
-0.030

-0.040

| [N |

Figura 5.8. Superficie de potencial electrostatico, basados en la densidad electrénica y los
radios de Van der Waals.

Por otro lado el atomo de bromo es muy polarizable por lo tanto puede
formar interacciones electrostaticas facilmente con los electrones del
oxigeno del grupo carbonilo de Tyr-47, ademas la distancia presente entre
los atomos anteriormente mencionados es menor que la suma de sus
radios de Van der Waals, lo que ratifica que esta interaccion puede existir

en este complejo, Figura 5.9.
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Ligando B7

r-47 yr-47

Figura 5.9. Puentes de hal6genos presentes en los ligandos B7, E29 y E30. En todos los casos
la suma de los radios de Van der Waals, de los atomos involucrados en puentes de halégeno,
excede la distancia mostrada en el figura.

Estos comportamientos tomados por los halégenos en presencia del anillo
aromatico puede ser la causa de la tendencia encontrada en su actividad
antagonista y a los valores reportados por Autodock, para estos tres

analogos.

Los resultados han mostrado algunas tendencias generales en los 28 ligandos,
en relacion al sustituyente y a la posicion de este en el anillo aromético. Al
comparar ligandos que presentan el mismo sustituyente pero en diferente
ubicacion sobre el anillo aromético, los que presentan la sustitucién en la
posicion 4, tienen en general mayor actividad antagonista que los que poseen
la sustitucion en la posicion 3 del anillo aromatico, esto se refleja en su valor de
ICso.

5.3. 3D-QSAR

Se utilizaron dos metodologia para generar los modelos 3D-QSAR, 3D-QSAR
basado en el alineamiento de las estructuras optimizadas y 3D-QSAR basado
en el receptor (Sippl, 2000), donde las mejores poses del acoplamiento

molecular son usadas para generar un alineamiento instantaneo, se

66



compararon los modelos creados, para identificar cual presenta una mejor

correlacion y un mejor poder de prediccion.

5.3.1. Resultados estadisticos del COMFA

Para el alineamiento basado en el ligando, se tom6 como molécula plantilla
para el alineamiento el ligando 1, debido a que es el analogo con mejor
actividad biolégica (plCsp), mientras que para el alineamiento basado en el
receptor se tomaron las mejores poses generadas en acoplamiento molecular
de cada uno de los ligandos, esto es, las conformaciones mas estables
energéticamente. La figura 5.10 muestra la superposicién de todos los ligandos

para los alineamientos, basado en el ligando y en el receptor respectivamente.

Figura 5.10. Alineamiento estructural. (Izquierda) basado en el ligando. (Derecha) basado en el
receptor (Docking)

Los resultados obtenidos del andlisis PLS para cada uno de los modelos son
mostrados en la tabla 5.3, se obtiene para el modelo basado en el ligando un
valor de Q? de 0.509, y un R? con validacién cruzada de 0.866, mientras que
para el modelo basado en el receptor, el Qfue de 0.553, y un R?*= 0.967, en
consecuencia el modelo basado en el receptor, a quien llamaremos modelo 2

muestra mayor confianza estadistica que el modelo 1 (basado en el ligando).

La tabla 5.4 muestra la actividad experimental vs la predicha, calculada por los
modelos, aqui se observa que la dispersion residual de los datos para el
modelo 2 es menor que para el modelo 1, lo que comprueba que el modelo 2

posee mayor poder de prediccion.
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Tabla 5.3. Datos estadisticos para los modelos COMFA

CoMFA CoMFA
Resultados estadisticos  Modelo basado en el ligando Modelo basado en el receptor

Q° 0.509 0.553
R 0.866 0.967
SEE 0.199 0.099
Probabilidad of R°=0 0.000 0.000

F 22.653 103.205

Componentes 6 6

Fraccion Estérica (%) 0.691 0.687
Fraccion Electrostatica (%) 0.309 0.313

Tabla 5.4. Actividades predichas vs experimentales para modelos CoMFA

Modelo basado Modelo basado
Ligandos en el Ligando en el Ligando Receptor
Experimental predicho Residuo predicho Residuo
pICso(M) pICs0(M) pICso(M)
6.96 6,875 0,085 6,933 0,027
5,41 5,382 0,028 5,469 -0,059
9 5,08 5,12 -0,040 5,065 0,015
A3 5,76 5,787 -0,027 5,687 0,073
Ad 6,60 6,718 -0,118 6,783 -0,183
B7 6,47 5,937 0,533 6,311 0,159
B11 5,76 5,369 0,391 5,731 0,029
B14 6.08 6,224 -0,144 6,079 0,001
C6 5,40 5,387 0,013 5,359 0,041
Cs8 5,39 5,309 0,081 5,348 0,042
C10 5,76 5,709 0,051 5,679 0,081
Ci11 5,33 5,341 -0,011 5,353 -0,023
Ci14 6,21 6,316 -0,106 6,199 0,011
D15 5,33 5,387 -0,057 5,291 0,039
E16 5,11 5,02 0,090 5,136 -0,026
E20 5,33 5,525 -0,195 5,383 -0,053
E21 5,68 5,603 0,077 5,66 0,020
E22 5,70 5,668 0,032 5,69 0,010
E26 5,37 5,603 -0,233 5,519 -0,149
E27 5,05 5,346 -0,296 5,251 -0,201
E28 517 5,116 0,054 5,119 0,051
E29 4,92 5,168 -0,248 5,016 -0,096
E30 5,66 5,669 -0,009 5,639 0,121
E31 5,48 5,57 -0,090 5,406 0,074
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E33 574 5,528 0,212 5,828 -0,088

E37 550 5,628 0,108 5,506 0,014
E38 5.47 5,42 0,050 5,353 0,117
E39 547 5,484 -0,014 5,519 20,049

En la figura 5.11 se puede apreciar que si existe un buen modelo de ajuste, los
puntos se alinean a lo largo de la linea diagonal, por lo que a pesar de que
existe una buena correlacién para el modelo basado en el ligando (R*= 0.866),
la prediccién del modelo basado en el receptor es mejor (R*= 0.967), lo que

corrobora los datos calculados por el campo CoMFA.
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Figura 5. 11. Actividad calculada vs experimental obtenida por analisis PLS usando CoMFA.
(a) modelo basado ligando (b) modelo basado receptor

Para validar los modelos 3D-QSAR construidos, ademas de la validacion
interna realizada, se realiz6 una validacién externa. La Figura 5.12 muestra los
cinco compuestos que se usaron para la validacion externa. Sus valores de
plCso variaron entre 4.50 y aproximadamente 7.00 y sus actividades biolégicas
se predijeron de la misma manera que para los modelos de CoMFA. Como se
observa en la Tabla 5.5, la desviacién media obtenida de los valores de plCsg
del estudio fue de 0,93 para el modelo basado en ligandos y de 0,99 para los
basados en el receptor, lo que sugiere que el modelo 2 tiene una mayor poder
de prediccién que el modelo 1, por lo que se puede utilizar para hacer la
prediccién de afinidades de nuevos compuestos estructuralmente similares a

las AHLs antes de su sintesis.

Un modelo QSAR puede ser estadisticamente valido pero no puede ser usado

para predecir la variable dependiente para el universo entero de compuestos.
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Predicciones confiables se obtendran sélo para aquellos compuestos que estén
dentro del dominio de aplicacion del modelo QSAR, por ende este modelo solo
tiene poder predictivo para analogos estructurales de las AHLs. Aun asi el
modelo basado en el receptor seria util para hacer predicciones de actividades
biologicas para analogos de las AHLs que se estén ensayando en otros
receptores de la familia LasR, teniendo en cuenta que el sitio activo de esta

familia de proteinas es conservado.

Figura 5.12. Conjunto de ligandos usados para la validacion externa

Tabla 5.5. Actividades experimentales vs las predichas de las moléculas del conjunto de
prueba.

Conjunto de Ligand-based model Receptor-based model
prueba pICso(M) pICso(M) Residuo pICso(M) Residuo
Experimental Predicho Predicho
6 6,60 6,970 -0,370 6,588 0,012
OOHL 6,96 6,615 0,345 6,933 0,027
R6 6,00 5,950 0,050 5,986 0,014
S1 4,54 4,830 -0,290 4,587 -0,047
S7 5,00 5,082 -0,082 5,086 -0,086
CoMFA R? Valor Promedio Valor
residual: 0,927 promedio

residual: 0,994

La figura 5.13 muestra los mapas o graficos de contorno estéricos y
electrénicos para el ligando B7 en los modelos CoMFA basado en el ligando
(modelo 1) y basado en el receptor (modelo 2), este ligando tiene una buena
actividad biologica inhibitoria contra el receptor LasR.
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Figura 5.13. Mapas de contorno 3D CoMFA. Campos estéricos. (Verde: Estéricamente
favorable; amarillo: Estéricamente desfavorable) Campo electrostatico. (Rojo: potencial
negativo favorable; azul: potencial negativo desfavorable). (a) Basado en el ligando (b) basado

La contribucion estérica esta definida por los mapas de contornos de color
verde, los cuales representan regiones de alta tolerancia estérica (contribucion
del 80%), mientras que los mapas de contornos de color amarillo representan
regiones de efecto estérico desfavorables (20% de contribucion). La
contribucion electrostética se define por mapas de contornos de color azul que
representan las regiones donde los grupos con carga positiva aumentan la
actividad (80% de contribucion) y los contornos de color rojo donde los grupos

con carga negativa mejoran la actividad (20% de contribucién).

Podemos observar que para el ligando B7 utilizado para ilustrar los mapas de
contorno CoMFA, para ambos modelos las regiones favorecidas estéricamente
coinciden en posiciones cercanas al atomo de cloro (Cl), esto es debido a que
la alta electronegatividad de esta region favorece las interacciones con los
residuos de aminoacidos que posean cargas parcialmente positivas en sus
estructuras, o si lo analizamos desde el punto de vista de la interacciones tipo
puentes de haldégenos existieran interacciones con residuos que presenten
atomos de oxigeno, mientras que las mas desfavorecidas como era de
esperarse, coinciden a lo largo del anillo de benceno, por lo que grupos R con
bastante volumen no podrian incluirse en estas zonas, ya que probablemente

disminuiria la actividad.
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Las regiones con carga positiva que favorecen el campo electrostatico se
pueden observar que estan sobre la mayoria de los atomos de hidrogeno, y
esto trae consigo el aumento de la actividad contribuida en esta zona debido a
gue estos pueden formar enlaces de hidrogeno que son de vital importancia en
el estudio de interacciones ligando-proteina, mientras que los grupos
funcionales polarizados como el carbonilo (C=0) favorecen las regiones
electrostaticas con contribuciones de carga negativa y por lo tanto incluir
posibles grupos funcionales fuertemente polarizados en esta zona podria ser
una alternativa para potenciar las interacciones en el sitio activo de LasR,

mejorando la actividad biolégica del compuesto estudiado.

5.4. Simulaciones de dinamica molecular

Los resultados del acoplamiento molecular solo nos permiten realizar un
analisis estatico de las interacciones entre la proteina y los analogos. Por lo
tanto para tener un vision dindmica de nuestro sistema, se tomaron los
complejos mas estables de los resultados del acoplamiento molecular y se
realizaron simulaciones de dindmica molecular de 150ns para cada complejo,
con el objetivo de analizar la estabilidad de los complejos, los cambios
conformacionales y las interacciones tipo puente de hidrégeno presentes en los
complejos proteina-ligando durante toda la simulacion, y por ultimo se calculd

la energia libre de unién para cada uno de los complejos.

5.4.1. Andlisis del RMSD

La variacion del RMSD frente al tiempo de la simulacion para todos los
complejos es mostrada en la figura 2 en los anexos. Los graficos muestran que
la mayoria de estos sistemas estan en equilibrio la mayor parte del tiempo de la
simulacion de DM, lo que indica la racionalidad y validez del acoplamiento
molecular. EIl RMSD de los complejos formados por los cinco analogos con

mejor actividad antagonista y el ligando nativo se muestran en la figura 5.14.

El complejo LasR-nativo mostro estabilidad durante los primeros 40 ns, con
variaciones entre 1.1y 1.5 A, luego un ligero aumento de 1.5y 2.5 A entre 50 y
110ns, después de eso fue estable con un RMSD de 1.5 A.

El RMSD promedio del complejo LasR-nativo fue de 1.58 A con una SD de 0.25
A. El RMSD del complejo LasR-ligandol revela que fue relativamente
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constante durante 150ns de la simulacion con un valor aproximado de 1-1.5 A,
solo presenta un ligero cambio alrededor de los 25ns de simulacion, en el que
supera los 1.5 A, el valor promedio del RMSD y su desviacion estandar fue
1.36 + 0.14 A. El RMSD para el complejo LasR-ligandoB7 inicialmente mostro
un ligero aumento durante los primeros 95 ns con variaciones entre 0.5y 2 A,
luego fue constante durante el resto de la simulacion, el RMSD promedio y la
desviacion estandar para este complejo fue de 1.57 + 0.30 A.

El RMSD del complejo LasR-ligandoB14 inicialmente presento un aumento
durante los primeros 55 ns con variaciones entre 0.5y 1.9 A, y luego mostré un
ligero descenso a 1.2 A, seguido de una fluctuacion moderada después de 90
ns de la simulacion, el RMSD promedio y la desviacion estandar para este
complejo fue 1.51 + 0.23 A. El RMSD del complejo LasR-ligandoC14
inicialmente presenta un aumento durante los primeros 50 ns de la simulacion
con variaciones entre 1.2 y 2.2 A, y luego fue constante durante el resto de la
simulacion con un RMSD promedio de 1.64 A y una desviacion estandar de
0.23 A. El RMSD del complejo LasR-ligandoE22 revel6 que el complejo fue
relativamente constante durante 150ns de la simulacion, el RMSD promedio fue
de 1.4 + 0.17A.

Los bajos valores de RMSD mostrados por los cinco complejos durante la
simulacion, permiten concluir que los cinco complejos presentan una buena
estabilidad y los diferentes cambios conformacionales presentes se deben a la
naturaleza de las interacciones presentes en cada complejo, las cuales son

responsables de la estabilizacién de los complejos proteina-ligando.
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Figura 5.14. RMSD de complejos proteina-ligando durante la simulacion en funcion de la
escala de tiempo. El eje X representa la escala de tiempo en nanosegundos y el eje Y
representa el RMSD en Angstrom.

5.4.2. Anédlisis del RMSF

Para comprender las variaciones conformacionales de cada residuo, se calculd
el RMSF (Root Mean Square Fluctuation) con respecto al tiempo de simulacion.
El RMSF para el complejo LasR-nativo mostré que los residuos que sufren
fluctuaciones considerables, son los presentes las regiones de bucle, estos
resultados se pueden corroborar con lo reportado sobre estructura de este
complejo en el PDB (Bottomley et al., 2007; Zou & Nair, 2009b).

El complejo LasR-nativo presento un promedio de fluctuacion de 0,88 A con
una SD de 0,54 A, las mayores fluctuaciones se observaron en los residuos
Phe7 (2,07 A), Asp43 (2,34 A), GIn45 (2,54 A), Glu168 (3,37 A) y His169 (5.15
A). Para el complejo LasR-Ligandol se encontré una fluctuacion promedio de
0,73 A con una SD de 0,36 A, algunos residuos como, Phe7 (1,72 A), Asp43
(1,67 A), Glule8 (2,19 A) e His169 (3,45 A), presentan fluctuaciones
considerables. ElI complejo LasR-ligandoB7 presento una fluctuacion promedio

de 0,87 A con una SD de 0,43 A, los residuos de aminoacidos que exhibe
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mayor fluctuacion son Phe7 (1,84 A), Lys42 (2,51 A), Asp43 (2,86 A), Glu4s
(1,92 A), Glu94 (1,84 A) e His169 (3,05 A).

El complejo LasR-ligandoB14 mostré una fluctuacién promedio de 0,90 A con
una SD de 0,45 A, algunos residuos de aminoéacidos que incluyen Phe7 (2,62
A), Asp43 (1,87 A), Glu45 (2,43 A), Asp46 (2,50 A), Tyrd7 (1.98 A), Glu48 (2.66
A), Asn49 (2.15 A), GIlu168 (2.17 A) e His169 (3.45 A) han mostrado un mayor
valor de fluctuacién. ElI complejo LasR-ligandoC14 presento una fluctuacion
promedio de 0,87 A con una SD de 0,42 A, los residuos de aminoéacidos que
exhibe mayor fluctuacién son Phe7 (2,23 A), Lys42 (1,89 A), Asp43 (2,06 A),
Asp46 (2,07 A), Tyrd7 (2,06 A), Glu48 (2,60 A), Glu49 (2,17 A) Arg122 (2,08 A)
e His169 (1,87 A). Para el complejo LasR-ligandoE22 se encontré6 una
fluctuacién promedio de 0.78 A con una desviacion estandar de 0.37 A, algunos
residuos de aminoacidos muestran fluctuacion considerable, que incluye Phe7
(2.88 A), GIn45 (2.04 A) e His169 (2.61 A).

En general, los aminoacidos que muestran mayor fluctuacién estan lejos del
sitio activo del receptor LasR y corresponden a las regiones de bucles y giros
beta, y ademds, no estan implicados en las interacciones con los analogos.
Analizando la figura 5.15 vemos que los ligandos B14 y C14 presentan una
fluctuaciéon considerable en el aminoacido Tyr47, mencionado con anterioridad
como un residuo importante para la estabilidad del complejo proteina-ligando
formado. En las figuras 5.16 y 5.17 se muestran los alineamientos del sitio
activo de LasR y su ligando nativo versus el sitio activo de LasR y dos
antagonistas, y sitio activo de LasR y su ligando nativo versus del sitio activo
de LasR y dos agonistas, respectivamente. En la figura 5.16 se observa que
los residuos Tyr47 en los complejos formados por los antagonistas adoptan
conformaciones muy diferentes a la mostrada por la Tyr47 del complejo
formado con el ligando nativo. Mientras que, en la figura 5.17 se observa que
los residuos Tyr47 en los complejos formados por los agonistas adoptan
conformaciones muy similares a la mostrada por la Tyr47 del complejo formado
con el ligando nativo. Estos dos resultados son importantes para explicar la

posible actividad agonista y antagonista de este grupo de ligandos.

75



— Ligl
= —— Ligh7
—— Ligbl4
B Ligcl4 ]
Lige22
— Lignat

e

Fluctuations
LS
|

25 50 75 100 125 150
Residue Number

Figura 5.15. RMSF de los complejos proteina-ligando durante los 150ns de simulacién. El eje
X representa numero del residuo y el eje Y representa el RMSF del atomo Ca en Angstrom.

Figura 5.16. Alineamiento del sitio activo de ligando nativo vs dos antagonistas (ligando 1 y
ligando B7. En las dos imagenes el ligando nativo esta en amarillo al igual la Tyr47.
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Figura 5.17. Alineamiento del sitio activo de ligando nativo vs dos agonistas (ligando 11 y
ligandoTPL1. En las dos iméagenes el ligando nativo esta en amarillo al igual la Tyr47. Ligando
11, (Amara et al., 2009), ligando TP1, (Muh et al., 2006).

5.4.3. Puentes de hidrégeno

Las interacciones tipo puente de hidrégeno intermoleculares desempefian un
papel vital en la estabilizacion de los complejos proteina-ligando, las
propiedades de estas interacciones son importantes en los procesos de
optimizacién y disefio farmacos, debido a su fuerte influencia sobre, la
especificidad, metabolizacion y adsorcion del farmaco. Por esta razon, es
importante estudiar la estabilidad de los puentes de hidrégeno formados a lo

largo de las simulaciones de dindmica molecular de los complejos.

El andlisis de la simulacion de DM del complejo LasR-nativo revel6
interacciones estables tipo puente de hidrégeno entre los grupos amida y
carbonilo del ligando con los aminoacidos Trp60, Asp73, Serl29 y Tyr56
durante la mayor parte de la trayectoria, con un promedio de formacién de
8.9%, 50.6%, 24.8% y 34.7% respectivamente, en el total de todas las

conformaciones (snapshots) presentes en la simulacién.

En los complejos formados por los analogos mas activos, se encontraron cinco
puentes de hidrégeno a lo largo de la simulacion, lo que indica que los grupos
amida y carbonilo de los analogos forman y mantienen puentes de hidrégeno

estables con LasR en condiciones dindmicas.

77



En la tabla 5.6, se encuentran los porcentajes promedios de los puentes de
hidrégeno durante toda la simulacién, para los cinco ligandos mas activos.

Es importante resaltar la interaccion entre el grupo carboxilato de Asp73 y el
grupo amida de los analogos, Yy la interaccion entre Tyr56 y el grupo carbonilo
en la posicion 1 de la cadena acilo, estas interacciones estan presentes con un
porcentaje considerablemente alto en los 5 complejos estudiados, en este
mismo sentido, pero en menor porcentajes estan las interacciones con Trp88 y
Serl29.

Tabla 5.6. Porcentaje de existencia de los puentes de hidrégeno en los ligandos mas activos
durante los 150 ns de simulacién

Aminoacidos Ligando Ligando Ligando Ligando Ligando Ligando
nativo 1 B7 B14 C14 E22
Trp60 8.9% 29.5% 51.3% 34% 40.8% 21.2%
Asp73 50.6% 80.1% 7% 89.8% 44.6% 67.7%
Ser129 24.8% 50.7% 40% 75.3% 28.9% 51.6%
Tyr56 34.7% 58.7% 67.59% 77.9% 50.1% 77.8%
Thr75 3.7% 1.2% 40% 4.2%

Estos puentes de hidrégeno ya han sido previamente identificados en la
seccidon de acoplamiento molecular, en un sistema estatico, con los analisis de
la estabilidad de los puentes de hidrogeno, podemos asegurar que nuestros
analogos efectivamente se unen en el sitio de union del receptor y forman
puentes de hidrégeno estables en un alto porcentaje de las conformaciones
presentes a lo largo de la simulacion. Los resultados resaltan la importancia de
los residuos Asp73 y Tyr56 en el reconocimiento molecular inicial por parte de
LasR hacia los grupos amida y carbonilo de los analogos con actividad anti-
quérum sensing. Los residuos Trp88 y Serl29 ayudarian posteriormente a
continuar el acoplamiento y junto a las interacciones en el bolsillo hidrofébico

terminarian con la formacion del complejo.

5.5. Célculo de energias libres de union mediante MM-PBSA y MM-GBSA.

Se calcularon las energias libres de uniéon para los 28 analogos y para el
ligando nativo utilizando los métodos MM-PBSA/MM-GBSA, estos calculan
para una serie de snapshots (conformaciones tomadas de la simulacién DM), la

energia promedio de interaccion y energia libre de solvatacion para el
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complejo, receptor y ligando, para obtener una estimacion de la energia libre de

union.

Un resumen de los valores de las energia libre calculado se encuentra en la

Tabla 5.7. Los valores de energia libre negativos, demuestran que la unién de

esos analogos a LasR es favorable y espontanea, excepto para C11, estudios

recientes reportan la union de antagonistas al receptor LasR y la estabilizacion

del complejo formado, pero con una conformacién incapaz de unirse al ADN,

ademas en este estudio también se demostrd que esa union LasR-antagonista

es reversible (Suneby et al., 2017).

Tabla 5.7. Energia libre de unién calculada por la metodologia MM/GBSA y MM/PBSA

Ligandos AEe|ec AEVdW AEbinding-gaS MMGBSA MMPBSA
(kcal/mol) (kcal/mol)
1 -53.1793 -39.0770 -92.2563 -47,2279 -9,7733
8 -40.1319 -36.8473 -76.9791 -41,6262 -4,3737
9 -47.6707 -44.4083 -92.0791 -51,4367 -10,8828
A3 -42.6704 -39.8755 -82.5459 -47,4342 -12,6326
A4 -35.4596 -44.3387 -79.7983 -48,2015 -8,9187
B7 -39.4204 -41.3744 -80.7949 -47,2908 -9,7606
Bll -29.2458 -41.9842 -71.2300 -39,2321 -2,5850
B14 -45.8264 -43.8945 -89.7210 -51,1977 -12,4823
C6 -45.2907 -36.6194 -81.9102 -42,7897 -8,6125
C8 -42.9283 -38.5817 -81.5100 -44,2400 -6,5320
C10 -39.5103 -37.3963 -76.9067 -41,1468 -6,2773
Ci1 -34.2241 -40.8230 -75.0471 -40,1853 0,7052
C14 -44.6347 -41.8409 -86.4756 -44,4179 -5,0563
d15 -55.2127 -46.5674 -101.7802 -55,7456 -18,9520
E16 -54.4313 -40.7308 -95.1621 -50,2927 -15,7790
E20 -53.0304 -41.0206 -94.0511 -49,8397 -13,4949
E21 -53.7240 -42.8272 -96.5512 -53,1478 -15,5106
E22 -48.6160 -42.8302 -91.4462 -50,7471 -10,5975
E26 -42.5315 -41.0105 -83.5420 -48,2651 -10,0004
E27 -42.5237 -40.3636 -82.8873 -47,7183 -9,0055
E28 -43.6176 -42.6941 -86.3117 -49,0658 -7,6658
E29 -27.6670 -37.9335 -65.6005 -37,1552 -3,1411
E30 -39.0626 -39.7147 -78.7772 -46,0560 -7,8398
E31 -41.3493 -40.9594 -82.3086 -47,5512 -9,5349
E33 -39.4217 -43.9086 -83.3302 -49,9470 -13,0360
E37 -42.8771 -45.7177 -88.5948 -50,4969 -10,5759
E38 -47.1764 -42.9288 -90.1052 -44,6300 -6,0133
E39 -40.8111 -42.8412 -83.6524 -45,7511 -9,1049
Nativo -38.9490 -50.3015 -89.2504 -53.1204 -9.3071

Un andlisis detallado de las contribuciones energéticas muestra que las

interacciones de Van der Waals (Evdw) podrian explicar la actividad

antagonista de estos analogos. Al analizar y comparar las energias de Van der

79



Waals para los 28 ligandos y comparar con la reportada para el ligando nativo
se evidencia que ninguno tiene una energia menor a la del ligando nativo, esto
es debido que el ligando nativo forma muchas interacciones en el bolsillo
hidrofobico, en especial la interaccion con Tyr47, siendo este residuo de vital
importancia para la estabilidad del complejo formado, permitiendo la

homodimerizacion de LasR y posterior union al ADN.

Los 28 analogos forman interacciones hidrofébicas, y algunos de estos
analogos forman interacciones tipo puente de halégeno con Tyr47, entonces
podriamos explicar la actividad antagonista de estos analogos de dos posibles
formas: la primera que se forme el complejo, se estabilice, pero que no se
forme el homodimero debido a que el plegamiento fue incorrecto, y la segunda

explicacion es que se forme el complejo pero que no sea estable.

Como resultado preliminar de este estudio a nivel molecular, se muestra la
condicion necesaria para ser un agonista de LasR, primero, tener el
farmacoforo necesario para formar las interacciones tipo puente de hidrégeno
con los residuos conservados del sitio y segundo tener la capacidad de formar
las interacciones hidrofobicas necesarias para estabilizar el complejo formado,
y en especial la interaccidon con Tyr47, lo cual permitira un plegamiento correcto
y estable. Por otro lado para ser considerado antagonista se necesita tener el
farmacdéforo necesario para ser reconocido por el receptor y luego formar las
interacciones necesarias para formar el complejo, con un plegamiento

incorrecto e inestable.
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6. CONCLUSIONES

Los 28 anélogos estructurales de las N-acil homoserina lactonas se acomodan
al sitio de union de LasR de forma similar entre ellos, ademas encontramos que
la homoserina lactona de estos ligandos se posiciona de forma semejante a la
homoserina lactona del ligando nativo presente en el complejo co-cristalizado,
lo que permite a los 28 analogos formar las interacciones tipo puentes de
hidrogeno presentes en el ligando nativo, indicando que la diferencia en cuanto
actividad antagonista debe estar relacionada en un alto porcentaje con la
ubicacion y orientacion de sus cadenas laterales dentro del bolsillo hidrofébico

gue posee LasR en su sitio activo.

El analisis de SAR de cada grupo permitié evidenciar que la region B de cada
uno de los analogos no permite suplir los requerimientos estructurales y las
interacciones necesarias para el correcto plegamiento de LasR. La
conformacién tomada por los analogos B7, E29 y E30, le permiten formar a su
halégeno (F, Cl o Br) una posible interaccion con el oxigeno del grupo carbonilo
de Tirosina-47, dicha interaccion depende de dos factores, la direccion y la
distancia, es posible que esta interaccién tipo puente de halégeno tenga
relacion con la capacidad antagonista de estos tres compuestos. Por lo anterior
se considera la interaccidbn con Tirosina-47 un objetivo para estudios
relacionados con el desarrollo de nuevas analogos con actividad antagonista,
esto lo respaldan los célculos de DM y MM-GBSA/MMPBSA.

De los modelos creados, el modelo basado el receptor posee mayor poder de
prediccién, R?= 0.967), comparado con R?= 0.866 para el modelo basado en
el alineamiento de los ligandos, y se ratifica con la validacion externa realizada.
Esto se debe a que en el modelo basado en el receptor, se eligen las
conformaciones estructurales mas estables para cada ligando dentro del sitio
activo del receptor LasR, esta informaciones mas realista, por lo que se
obtienen actividades muy cercanas a las reportadas experimentalmente.
Finalmente los mapas de contorno generados por los modelos CoMFA
sugieren que la actividad inhibitoria de nuevos ligandos podrian aumentar

agregando grupos voluminosos en posiciones cercanas a los heteroatomos,
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mientras que grupos que puedan formar puentes de hidrégeno y grupos
funcionales fuertemente polarizados en las regiones mostradas favorecen las
interacciones electrostaticas con contribuciones de carga positiva y negativa
respectivamente, por lo que se ha desarrollado un modelo que puede ser de
gran utilidad para proponer potenciales moduladores del Quérum Sensing
partiendo de las diferentes estructuras base de AHLs desarrolladas a lo largo
del presente estudio. Por tal motivo, para este tipo de proteinas siempre que se
disponga de la estructura, es mejor utilizar modelos 3D-QSAR basados en los

alineamientos generados por calculos de acoplamiento.

Los bajos valores de RMSD mostrados por los complejos durante la simulacién,
permiten concluir que los complejos presentan una buena estabilidad y los
diferentes cambios conformacionales presentes se deben a la naturaleza de las
interacciones presentes en cada complejo, las cuales son responsables de la
estabilizacion de los complejos proteina-ligando. Por su parte los valores de
RMSF muestran que los ligandos B14 y C14 presentan una fluctuacion
considerable en el aminoacido Tyr47, mencionado con anterioridad como un
residuo importante para la estabilidad del complejo proteina-ligando formado,
este residuo adopta un conformacion en respuesta a las limitaciones
estructurales del analogo, lo que conlleva a la formacion de un complejo con un

conformacioén inadecuada para correcta funcion.

El analisis de los puentes de hidrogeno resalta la importancia de los residuos
Asp73 y Tyr56 en el reconocimiento molecular inicial por parte de LasR hacia
los grupos amida y carbonilo de los analogos con actividad anti-quérum
sensing. Los residuos Trp88 y Serl29 ayudarian posteriormente a continuar el
acoplamiento y junto a las interacciones en el bolsillo hidrofébico terminarian
con la formacién del complejo. Los 28 anélogos forman interacciones
hidrofdbicas, y algunos de estos analogos forman interacciones tipo puente de
halégeno con Tyr47, entonces podriamos explicar la actividad antagonista de
estos analogos de dos posibles formas: la primera que se forme el complejo, el
cual se estabiliza, pero no forma el homodimero debido a que el plegamiento

fue incorrecto, y la segunda explicacion es que se forme el complejo pero que
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no sea estable, debido a las limitaciones estructurales de la region B de los

analogos.

En general este estudio revela las caracteristicas estructurales necesarias para
ser un agonista de LasR, primero, tener el farmacéforo necesario para formar
las interacciones tipo puente de hidrégeno con los residuos conservados del
sitio y segundo tener la capacidad de formar las interacciones hidrofébicas
necesarias para estabilizar el complejo formado, y en especial la interaccion
con Tyr47, lo cual permitira un plegamiento correcto y estable. Por otro lado
para ser considerado antagonista se necesita tener el farmacdéforo necesario
para ser reconocido por el receptor y luego formar las interacciones necesarias

para formar el complejo, con un plegamiento incorrecto e inestable.
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8. ANEXOS

Figural. Interacciones 2D de los 28 ligandos
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Figura 2. RMSD de complejos proteina-ligando durante la simulacion en

funcién de la escala de tiempo.
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Tabla 1: Interacciones tipo puente de hidrogeno formadas por los 28 ligandos
ligandos Residuos Distancia Distancia Angulo
H-A D-A donor
Tyr56 2.24 3.05 141.28
Trp60 2.13 3.11 164.76
1 Asp73 1.87 2.84 162.19
Thr75 2.50 3.26 135.58
Serl29 1.80 2.74 163.06
Tyr56 2.23 3.03 140.21
A3 Trp60 1.95 2.95 169.43
Asp73 1.99 2.93 156.40
Thr75 2.67 3.43 136.66
Serl29 1.78 2.71 161.81
Tyr56 2.23 3.06 144.44
A4 Trp60 1.80 2.78 163.97
Asp73 1.97 2.88 149.93
Thr75 2.81 3.55 134.17
Serl29 1.85 2.79 165.63
Tyr47 2.13 3.05 153.83
Tyr56 2.78 3.50 132.48
Trp60 1.86 2.87 171.55
9 Tyr64 3.38 4.03 127.05
Asp73 1.76 2.74 163.35
Thr75 2.84 3.53 129.38
Serl29 2.05 2.92 150.95
B11l Tyr56 2.21 3.01 139.32

111



Trp60 1.91 2.90 165.04
Asp73 1.93 2.89 160.86

Thr75 2.77 3.52 135.03

Ser129 1.76 2.69 160.74

B14 Tyr56 2.26 3.07 141.80
Trp60 1.84 2.82 163.29

Asp73 1.92 2.85 153.83

Thr75 2.19 3.03 140.82

Ser129 1.82 2.76 163.69

Tyr56 2.22 3.01 138.83

Trp60 1.83 2.83 168.71

8 Asp73 2.03 2.98 158.52
Thr75 2.82 3.58 136.66

Ser129 1.77 2.69 160.32

Tyra7 2.13 3.05 153.83

Tyr56 2.78 3.50 132.48

9 Trp60 1.86 2.87 171.55
Tyr64 3.38 4.03 127.05

Asp73 1.76 2.74 163.35

Thr75 2.84 3.53 129.38

Ser129 2.05 2.92 150.95

Tyr 2.08 2.95 148.79

Trp 2.10 2.98 144.78

C6 Asp 2.08 2.96 145.74
Thr 2.92 3.65 133.73

Thr115 3.44 3.80 104.54

Ser129 1.63 2.53 154.08

Tyr56 2.24 3.03 139.03

Trp60 2.02 3.00 163.40

C8 Asp73 1.92 2.89 162.09
Thr75 2.69 3.44 135.54

Ser129 1.78 2.70 160.61

Tyr56 2.19 2.96 135.90

Trp60 1.79 2.79 168.47

C10 Asp73 2.01 2.98 164.43
Thr75 2.82 3.58 136.59

Ser129 1.72 2.63 156.73

Tyrs6 2.22 3.01 139.10

Trp60 1.95 2.93 163.58

Clii Asp73 1.93 2.89 162.14
Thr75 2.75 3.49 135.30

Ser129 1.77 2.69 160.58

Tyr56 2.21 3.00 138.91

Trp60 1.80 2.79 168.26

Cl4 Asp73 1.96 2.92 160.35
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Thr75 2.85 3.59 135.14
Ser129 1.76 2.68 160.20
Tyrs6 2.22 3.03 141.10
Trp60 2.01 2.97 158.10
D15 Asp73 1.89 2.84 157.09
Thr75 2.78 3.52 133.82
Ser129 1.86 2.79 161.85
Tyr56 2.16 3.00 144.74
Trp60 1.83 2.82 167.63
E16 Asp73 201 2.92 150.05
Thr75 2.83 3.57 134.77
Ser129 1.82 2.75 164.67
Tyrs6 2.18 3.02 145.62
Trp60 1.95 2.93 164.64
E20 Asp73 1.94 2.86 151.06
Thr75 2.75 3.49 133.94
Ser129 1.83 2.77 165.60
Tyr56 2.12 2.97 146.77
Trp60 1.90 2.89 163.73
E21 Asp73 1.98 2.89 149.77
Thr75 2.81 3.54 134.00
Ser129 1.83 2.77 164.78
Tyrs6 2.00 2.87 149.79
Trp60 1.99 2.86 143.02
E22 Asp73 2.01 2.92 149.64
Thr75 2.85 3.58 133.72
Ser129 1.83 2.76 161.58
Tyrs6 2.05 2.91 149.20
Trp60 1.90 2.85 156.36
B7 Asp73 2.02 2.1 147.88
Thr75 2.85 3.59 133.68
Ser129 1.84 2.78 163.22
Tyrs6 2.19 3.03 145.95
Trp60 181 2.81 166.71
E26 Asp73 1.99 2.89 148.71
Thr75 2.84 3.57 133.89
Ser129 1.84 2.79 165.90
Tyrs6 2.27 3.10 144.36
Trp60 1.83 2.82 165.79
E27 Asp73 1.94 2.84 150.02
Thr75 2.80 3.53 133.54
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Ser129 1.87 281 166.13
Tyrs6 2.10 2.95 148.16
Trp60 1.93 2.90 160.04
E28 Arg61 274 3.11 102.04
Asp73 2.03 2.92 147.41
Thr7s 2.82 3.56 134.13
Ser129 1.84 277 164.51
Tyrs6 221 3.05 145.26
Trp60 1.83 2.82 167.90
E29 Asp73 1.98 2.89 149.03
Thr75 2.82 3.55 134.12
Ser129 1.84 2.78 166.05
Tyrs6 2.06 2.93 149.79
Trp60 191 2.86 154.92
E30 Asp73 2.01 2.90 147.25
Thr7s 2.85 3.58 133.37
Ser129 185 2.79 163,51
Tyrs6 2.05 2.91 148.65
Trp60 1.84 2.83 165.44
E3l Asp73 2.03 2.93 148.39
Thr75 2.84 3.58 134.17
Ser129 1.85 2.78 163.12
Tyr56 2.24 3.06 142.80
Trp60 1.84 2.83 164.99
E33 Asp73 1.95 2.87 152.50
Thr7s 2.82 3.56 134.16
Ser129 1.83 2.76 164.50
Tyrs6 232 3.12 139.72
Trp60 1.79 2.79 17151
ca7 Arg61 3.25 3.77 113.36
Arg61 2.20 2.91 125.68
Asp73 1.93 2.87 156.98
Thr7s 2.83 3.56 134.27
Ser129 1.82 2.75 162.02
Tyrs6 252 3.28 136.46
Trp60 1.94 2.90 157.60
cag Arg61 3.08 3.64 116.19
Arg61 221 2.94 127.85
Asp73 1.95 2.79 139.36
Thr7s 3.03 3.72 130.51
Ser129 1.89 2.81 158.01
Tyrs6 2.23 3.02 139.70
Trp60 2.06 3.04 162.39
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E39 Asp73 1.89 2.86 163.42
Thr75 2.58 3.33 135.62
Serl29 1.78 2.71 161.22

Tabla 2. Interacciones hidrofoébicas formadas por los 28 ligandos

Ligando Resi . . Atomo del Atomo de la

esiduo Distancia . .
ligando proteina

Val76 3.26 2557 1104
Val76 3.78 2560 1103
1 Trp88 3.58 2544 1294
Thr115 3.99 2556 1719
Leul25 3.61 2560 1862
Alal27 3.04 2557 1887
Leu36 3.59 2556 476
A3 Tyr64 3.33 2556 922
Tyr64 3.89 2555 921
Val76 3.90 2554 1104
Trp88 3.47 2544 1294
Leu36 3.60 2557 477
Leu40 3.43 2561 540
Leu40 3.68 2560 541
Ad Val76 3.52 2555 1104
Trp88 3.48 2544 1294
Alal27 3.36 2556 1887
Leu36 3.56 2554 477
Leu40 3.96 2560 541
Ala50 3.44 2560 696
9 Tyr64 3.86 2555 922
Val76 3.68 2553 1104
Trp88 3.52 2544 1294
Alal27 3.56 2563 1887
Leu36 3.72 2560 476
Leu36 3.63 2554 477
B11 lle52 3.74 2558 729
Tyr64 3.39 2559 922
Val76 3.33 2556 1104
Trp88 3.51 2544 1294
Leu36 3.94 2554 477
Val76 3.32 2556 1104
B14 Val76 3.74 2561 1103
Trp88 3.51 2544 1294
Alal127 3.14 2556 1887
Leu36 3.56 2561 476
Leu36 3.76 2555 477
8 Tyr64 3.52 2560 922
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Val76 3.45 2556 1104

Trp8s 3.64 2544 1294

Leu36 3.41 2558 476

Leu36 3.88 2559 477

Tyr56 3.86 2555 786

C6 Tyr64 3.48 2558 922
Tyr64 3.37 2555 921

Val76 3.95 2560 1104

Trpss 3.75 2544 1294

cs Leu36 3.23 2559 476
Trpss 3.49 2544 1294

Leu36 3.85 2559 476

Tyr64 3.40 2559 922

C10 Tyr64 3.87 2560 921
Val76 3.10 2555 1104

Trpss 3.57 2544 1294

c11 Leu36 3.24 2559 476
Trp8s 3.50 2544 1294

Leu36 3.26 2556 476

C14 Val76 3.28 2559 1104
Trpss 3.51 2544 1294

Val76 3.60 2560 1104

Val76 3.22 2556 1104

D15 Trp8s 3.50 2544 1294
Thrl15 3.97 2556 1719

Alal27 3.39 2559 1887

Alal27 3.30 2557 1887

Leu36 3.51 2561 476

Tyra7 3.82 2558 646

16 Tyr64 3.50 2559 922
Ala70 3.87 2558 1012

Val76 3.37 2556 1104

Trp8s 3.60 2544 1294

Leu36 3.59 2556 476

£90 Tyr64 3.54 2557 922
Val76 3.33 2561 1104

Trp8s 3.64 2544 1294

Leu36 3.54 2561 476

01 Tyr64 3.54 2560 922
Val76 3.33 2556 1104

Trpss 3.69 2544 1294

Leu36 3.54 2561 476

0o Tyr64 3.60 2560 922
Val76 3.52 2556 1104

Trpss 3.41 2544 1294

57 Leu36 3.56 2561 476
Leu36 3.76 2555 477
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Tyr64 3.52 2560 922
Val76 3.45 2556 1104
Trpss 3.64 2544 1294
Leu36 3.70 2557 476
Leu36 3.55 2556 477
E26 Tyr64 3.51 2558 922
Val76 3.30 2561 1104
Trp8s 3.62 2544 1294
Leu36 3.58 2560 476
Leu36 3.45 2561 477
07 Tyrd7 3.54 2558 646
Ala70 3.77 2558 1012
Val76 3.36 2556 1104
Trp8s 3.53 2544 1294
Leu36 3.59 2557 476
Leu36 3.70 2555 477
E28 Tyr64 3.58 2557 922
Val76 3.72 2560 1104
Trpss 3.62 2544 1294
Leu36 3.54 2560 476
E0g Leu36 3.59 2561 477
Tyr64 3.63 2560 922
Trpss 3.59 2544 1294
Leu36 3.54 2561 476
Leu36 3.86 2555 477
E30 Tyr64 3.53 2560 922
Val76 3.26 2556 1104
Trp8s 3.64 2544 1294
Leu36 3.36 2560 476
Leu36 3.78 2555 477
E31 Tyr64 3.34 2559 922
Val76 3.62 2556 1104
Trpss 3.76 2544 1294
Leu36 3.89 2554 477
Val76 3.21 2561 1104
E33 Trp8s 3.50 2544 1294
Thr115 3.96 2561 1719
Alal27 3.30 2559 1887
Leu36 3.61 2560 476
Leu36 3.84 2554 477
a7 Tyr64 3.45 2559 922
Ala70 3.86 2557 1012
Val76 3.10 2556 1104
Trpss 3.50 2544 1294
Leu36 3.58 2554 477
E38 Tyrd7 3.64 2558 646
Tyr64 3.23 2560 922
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Ala70 3.73 2558 1012

Val76 3.38 2556 1104
Trp88 3.55 2544 1294
Leu36 3.62 2554 477
E39 Tyre4 3.86 2563 922
Val76 3.31 2556 1104
Trp88 3.48 2544 1294

Tabla 3. Otras interacciones

. Tipo de Residuo Atomos del
Ligando . . .
interaccion ligando
c8 o Tyre4 2554, 2555, 2556,
m-Stacking 2558, 2559, 2560
C10 Halogen Bonds VA7 645 [02]
C11 o Tyre4 2554, 2555, 2556,
m-Stacking 2558, 2559, 2560
cl4 mr-Stacking Tyr4 2554, 2555, 2556,
2557, 2558, 2559
B7 Tyra7
Halogen Bonds
g 645 [O2]
E22 Tyra7
Halogen Bond
alogen bonas 645 [02]
E20 Tyra7
Halogen Bonds
g 645 [O2]
E21 Tyra7
Halogen Bonds
g 645 [O2]
E27 mr-Stacking Tyr64 2561, 2555, 2556,
2557, 2559, 2560
E29 Tyra7
Halogen Bonds
g 645 [O2]
E30 Tyra7
Halogen Bonds
g 645 [02]

Tabla 4. Valores de plIC50 y la energia libre del docking para los 28 analogos

Ligandos Autodock4 plC50
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1 (kcal/mol) (uUM)
8 -7.39 6,96
9 -8.26 541
A3 -9.35 5,08
A4 -7.11 5,76
B7 -7.82 6,60
B11l -8.67 6,47
B14 -8.12 5,76
C6 -8.99 6,08
C8 -8.25 5,40
C10 -8.46 5,39
C11 -8.55 5,76
Cl4 -8.84 5,33
di5 -8.44 6,21
E16 -7.37 5,33
E20 -7.55 511
E21 -7.68 5,33
E22 -8.04 5,68
E26 -8.07 5,70
E27 -8.26 5,37
E28 -8.18 5,05
E29 -7.87 517
E30 -7.69 4,92
E31 -8.32 5,66
E33 -8.53 5,48
E37 -9.07 5,74
E38 -8.91 5,52
E39 -8,89 pIC50

Tabla 5. Porcentaje de existencia de los puentes de hidrégeno en los ligandos

mas activos durante los 150 ns de simulacién

Trp60 Asp73 Serl29 Tyr56 Thr75
1 29.5% 80.1% 50.7% 58.7% 1.2%
A3 37.7% 75.4% 76% 64.1%
A4 37.4% 47.3 % 71% 55.3% 1%
9 25.1% 69.9% 76% 29.3% 41.1%
B11 23.2% 30.9% 39.8% 79.6%
B14 34% 89.8% 75.3% 77.9%
8 21.2% 6.4% 34.2% 38.9% 13.5%
C6 36.4% 28.1% 67.1% 45.1% 1.4%
C8 33.0% 71.8% 75.1% 15.5%
C10 17.7% 8.5% 50% 30.4% 9.7%
Cl1 42.3% 30.9% 10.8% 16.6%
Cl4 40.8% 44.6% 28.9% 50.1% 4.2%
D15 34.7% 80.7% 53.7% 90%
E16 39.8% 72.3% 49.0% 85.9%
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E20 37.3% 76.33% 39.8% 79.6%

E21 28.1% 72.2% 39.1% 78.1%

E22 21.2% 67.7% 51.6% 77.8%

B7 51.3% 7% 40% 67.6% 40%
E26 28.3 82% 83.9% 61.6%

E27 32.3 84.3% 83.6 47.1

E28 47.8 85.5 89.1 75.8

E29 27.5 21.1 84 23.8

E30 6.4 17.5 16 15

E31

E33 32.8 54.2 48.7 54.7 10.9
E37 33.1 82.5 61.4 77.3

E38 43.5 50.9 47.0 66.3

E39 8.6 13.5 49.1 54 37.1

120



