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PREFACIO

El estudio de las relaciones que existen entre las propiedades fisicoqufmicas
moleculares y la reactividad quimica, la potencia farmacoldgica y la actividad biolégica
en general se inicié de manera formal y sistemdtica hace mds de treinta afios con los
primeros trabajos cuantitativos de Hansch y sus colaboradores. En ese entonces,
cobraron mucha importancia las propiedades fisicoqufmicas (como la lipofilicidad)
como el camino para enconmtrar muchisimas relaciones cuantitativas (expresadas
matematicamente) entre dichas propiedades y algiin descriptor numérico de la actividad
biolégica. El avance en la capacidad de predecir la actividad de nuevos compuestos,
tpicamente firmacos, hizo de este nuevo campo un arma de gran utilidad en la
investigacion farmacoldgica, toxicoldgica y bioquimica. La fisicoquimica, la
bioquimica y la farmacologia tuvicron un puato de unién muy prometedor.

En la actualidad, 1a investigacion de relaciones cuantitativas astructura-actividad
se realiza de forma incluso rutinaria en muchos centros de investigacion académicos e
industriales. El rdpido y espectacular avance en la computacién y la visualizacién
grifica han permitido automatizar las diferentes técnicas que se utilizan, con la
facilidad de que ahora es posible "ver” Ia interaccién de compuestos quimicos con sus
receptores biolégicos o con las membranas bioldgicas que atraviesan, permitiendo una
comprensién palpable y profunda de los mecanismos responsables de estos fenémenos.
La quimica tedrica, con lo que nos referimos a la quimica cudntica y la mecdnica
estadistica, ha permitido que se puedan realizar descripciones de todos los detalles
estructurales intimos de los compuestos qufmicos y de la forma en que interactdan entre
s{. Ahora es posible caracterizar con todo lujo de detalles y precisién una gran cantidad
de propiedades moleculares intrinsecas que s¢ pueden correlacionar con la actividad
biolégica y permitir entender y predecir la forma en que las sustancias son capaces de
producir un efecto biolégico espectfico.

En esta tesis presentamos los resultados de nuestra investigacidn sobre las
relaciones que existen entre las propiedades conformacionales y electrénicas de una
scric de compuestos quimicos y su capacidad de inhibir la enzima fosfoenolpiruvato
carboxilasa. Esta enzima juega un papel muy importante en el metabolismo de muchas



plantas y bacterias y ha sido objeto de una extensa caracterizacicn bioquimica, donde
han participado activamente los miembros del grupo de enzimologfa del Departamento
de Bioqufmica Vegetal de esta facultad. La presencia de una serie de inhibidores y
activadores de la actividad de dicha enzima fue la idea motora que impulsé a iniciar un
estudio formal y cuantitativo de dichos moduladores para poder encontrar una relacién
entre sus' propiedades intrfnsecas y su actividad biolégica. Esto dard luz sobre el
mecanismo de accién de la enzima y la factibilidad de desarrollar mejores inhibidores
del crecimiento (herbicidas) en un futuro.

En el primer capitulo presentamos una introduccién a dos temas fundamentales:
la bioquimica de la fosfoenolpiruvato carboxilasa y las relaciones cuantitativas
estructura-actividad. En la primera seccién presentamos una sintesis de toda aquella
informacién relevanie que se dispone sobre la actividad de la enzima y la forma en que
es regulada, En la segunda scccién hacemos un recuento histdrico de lo que ha sido el
desarrollo conceptual y técnico del estudio de la actividad bioldgica desde un punto de
vista fisicoquimico.

En el segundo capftulo presentamos los fundamentos de los métodos de caleulo
que empleamos para estudiar a los inhibidm:cs compelitivos de la enzima: mecdnica
molecular, quimica cudntica y relaciones cuantitativas estructura-actividad (QS4R). Sin
pretender ser exhaustivos, nos propusimos presentar los aspectos mds relevantes de las
técnicas utilizadas, con el fin de permitir al lector adentrarse lo suficiente en cada una
de ellas como para poder juzgar los resultados que se obutiveron.

En el tercer capitulo exponemos los resultados que se obtuvieron, explicando la
forma en que se obtuvieron y los programas de célculo utilizados.

Finalmente, en el cuarto capitulo hacemos el andlisis y discusién de los
resultados que se obtuvieron, para verificar la existencia y calidad de relaciones
cuantitativas estructura-actividad, asf como la informacién que proporcionan sobre las
interacciones responsablcs de la unidn de los inhibidores al sitio activo y el ambiente
qufmico de éste dltimo. Terminamos con las conclusiones sobre nuestro trabajo y el
tipo de técnicas empleadas en este trabajo.






BIOQUIMICA DE LA ENZIMA FOSFOENOLPIRUVATO
CARBOXILASA :

La fosfoenolpiruvato (PEP) carboxilasa o PEPC (onofosfato:oxal'oaccialo
carboxilasa, segtn la clasificacidn internacional de enzimas: EC 4.1.1.31) es una
enzima muy extendida en todas las plantas superiores y varios tipos de bacterias, con
propiedades diferentes dependiendo de su origen. En este sentido es importante iniciar
este capitulo explicando lo que son las plantas C;, C4 y Crassulaceas, ya que
posteriormente se hard una descripcién del papel que jucga ia PEPC en el metabolismo
de estas plantas.

Las plantas Cj incorporan el CO, de la atmésfera en forma de compuestos
orgdnicos en los cloroplastos mediante el cicloe de Calvin, cuyo primer producto es un
compuesto de tres carbonos (de ahf el nombre de C3): el fosfoglicerato. El COj en el
cloroplasto carboxila al aznicar ribulosa-1,5-bisfosfato mediante la accién de la enzima
ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco) y s¢ generan dos moléculas de
fosfoglicerato.  Estc compuesto cs reducido sucesivamente en presencia de ATP y
NADPH,; (provenientes del transporte de clectrones) hasta formar una triosa fosfato.
Dos trinsas fosfato se utilizan para la sintesis de una molécula de glucosa, y mediante
una fase regenerativa de varios pasos cinco triosas fosfato forman tres pentosas fosfato,
con lo que se regenera al aceptor de CO,: la ribulosa-1,5-bisfosfato. De esta manera,
un evento de carboxilacién genera una molécula de hexosa y se requieren cinco mds
para regenerar el aceptor consumido,

Por otro lado, las plantas C; poseen un mecanismo adicional de concentracién
de COj en el sitio de carboxilacién ya mencionado, el cual consiste en la carboxilacidn
del PEP con la produccién de un compuesto de cuatro carbonos (lo que origina el
nombre de Cy): el oxaloacetato, Este compuesto, ya sea reducido a malato ¢ como
aspartato (producido mediante transaminacién), se transporia a otras células donde
puede ser descarboxilado, liberando CO; para el funcionamiento del ciclo de Calvin,
Esta vfa de las plantas C4 permite concentrar el CO; y minimizar la fotorrespiracion
que promueve la enzima Rubisco. La fotorrespiracién (la.l15} cs un proceso que se
origina en la capacidad de la Rubisco de promover la reaccién de la ribulosa 1,5-



difosfato tanto con CO, como con Qs, dependiendo de cudl de las dos especies esté en
mayor concentracién relativa (pues compiten paor el sitio activo); de hecho, la actividad
de oxigenasa de la Rubisco aumenta mds rdpidamente con la temperatura que la
actividad carboxilasa. Cuando la concentracidn de CO, es baja y la de Oy es
relativamente alta, el O, desplaza al CO; y la ribulosa 1,5-difosfato se oxigena en vez
de carboxilarse, dando lugar al fosfoglicolato y al 3-fosfoglicerato en vez de
tnicamente dos moléculas de 3-fosfoglicerato. El fosfoglicolato, para poder ser
asimilado, es posteriormente hidrolizado enzimdticamente y origina glicolato, que es el
sustrato oxidado durante la folorrespiracién. Se utilizan dos de estas moléculas para
regenerar una molécula de fosfoglicerato y perder una de CO,. Este ciclo metabdlico,
denominado también ciclo C,, permite contrarrestar los efectos toxicos de la oxidacién
de la ribulosa-1,5-bisfosfato.

Las plantas Crassulaceas (llamadas CAM por metabolismo dcido crasuldceo)
siguen un mecanismo de asimilacién del CO, muy similar al de las plantas C4, pero
como una estrategia para mantener cerrados durante casi todo ¢l dia sus estomas y
evitar asi pérdidas de agua. Estas plantas almacenan el CO, durante la noche fijdndolo
temporalmente como malato, el cual es descarboxilado durante ¢l dia para seguir
alimentando al ciclo de Calvin.

La PEPC estd presente en todas las bacterias y plantas, pero aguélla presente en
las bacterias y plantas Cs tiene su funcidn principal en reabastecer de oxaloacetato al
ciclo de los deidos tricarboxilicos, regulando asi su actividad. En las plantas C4 y
CAM permite ademds la asimilacién fotosintética del CO, atmosférico ya mencionada
al catalizar la carboxilacién del PEP para producir oxaloacetato y fosfato. La principal
importancia de comprender la serie de eventos cataliticos que llevan a la carboxilacién
del PEP por la PEPC radica en ¢l papel central que jucga esta enzima en el
metabolismo de las plantas C4. La reaccién mencionada es un componente de la via
fotosintética conocida como ruta de los dcidos Cy-dicarboxilicos o ciclo de Hatch-Slack
(la,1b,2). La fijacién del CO, ocurre gracias a la PEPC presente en las células del
meséfilo de las hojas, y el oxaloacetalo que se forma es reducido a malato mediante Ia
malato deshidrogenasa ligada a NADP+. El malato formado en las células del
mesdfilo, y que contienc el CO, fijado, se transfiere a las células de la vaina vascular.
De hecho Ia difusibitidad del CO, en Ia interfase entre las células del mesdfilo y las de
la vaina vascular es baja, lo que restringe Ia entrada y fijacién directa det CO,
atmosférico en las células de la vaina vascular (3). En las células dc la vaina vascular,



el malato se descarboxila oxidativamente (se produce NADPH) para dar lugar al
piruvato y CO, libre. Este dltimo se fija de nuevo gracias a Ia accién de la Rubisco, 1o
cual es idéntico a la fijacién del CO, que ocurre en las plantas Cy, con lo que se inicia
el ciclo de Calvin que da origen a la glucosa. El piruvato formado por la
descarboxilacién del malato en las células de la vaina vascular se transfiere de regreso a
las células del meséfilo, donde se convierte en PEP con gasto de ATP que sc hidroliza
en AMP y dos moléculas de fosfato. Esta iltima reaccién regenera el PEP, para de
nuevo poder fijar CO; en las células del meséfilo. Este ciclo se muestra en la figura
1.1,

Aire Célula del mesétilo Cétula de la vaina del haz
Oxal; -> Malato Malato
€O —> co;/(‘ e }co:
Fos! Ipi WS Piruvato €f—>Plruvato

Figura 1,1, Ciclo de Hatch-Slick de fifucidn del didxido de carhono.

Como podemos observar, las células del mesofilo de las plantas C4 llevan a
cabo la fijacién del CO, por el ciclo de Hatch-Slack, pero la biosintesis de glucosa
ocurre por la via Cy en las células de la vaina vascular. Otro aspecto importanie que
debe mencionarse es que el ciclo de Hatch-Slack involucra un mayor gasto de energfa
para las plantas C4, pues por cada molécula de CO; fijada por la via descrita, debe
regenerarse una molécula de PEP a expensas de dos enlaces de alta energfa del ATP, lo
cual, como veremos a continuacidn, redunda de hecho en su beneficio.

Este tipo de plantas alcanzan velocidades mdximas de fotosintesis a
concentraciones mds bajas de CO, intracelular que las plantas C3, y también tienen una
eficiencia mds alta de carboxilacidn (ganancia de carbono por unidad de incremento de
Ia concentracién de CO, a concentraciones subsaturantes, determinado de la pendiente
de Ia respuesta de asimilacién contra la concentracién de CO, intracelular) (3,4). Esta
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ruta actiia como una bomba de CO,, incrementando los niveles de CO, en el sitio de
accidn de la enzima Rubisco, y por lo tanto disminuyendo [a actividad de oxigenasa de
esta enzima y la pérdida de energfa por fotorrespiracién (2-4).  Debido a lo anterior,
las plantas C, tienen velocidades mayores de crecimiento y producen una mayor
biomasa, sobre todo bajo ciertas circunstancias ambicntales. En una atmésfera de aire
normal y con una alta intensidad luminosa, 1a eficiencia de carboxilacidn en las plantas
C3 se correlaciona con la cantidad de Rubisco en las hojas. Por otra parte, la eficiencia
de carboxilacidn en las plantas C4 se reiaciona con la velocidad mdxima de la PEPC y
su alta afinidad por su sustrato de carbono inorgdnico (considerando que ¢l HCO3™ es el
sustrato para la PEPC, en las células del mesdfilo de las plantas C4 en presencia de
anhidrasa carbénica, el HCO5 estd en rdpido ecquilibrio con una concentracién
relativamente baja de CO,), teniéndose una velocidad de carboxilacién alta con
respecto a la capacidad fotosintética mdxima a bajas concentraciones de CO, (3,4).
Entre las plantas Cg4, hay algunas especies de importancia econémica como el mafz, la
cafia de azicar y el sorgo. Asimismo, la mayoria de las hierbas nocivas son también
plantas C4, por lo que la existencia de inhibidores de crecimiento (herbicidas)
especificos para éstas tdltimas serfa de gran importancia econémica, siendo uno de los
blancos para este tipo de compuestos, por supuesto, la PEPC.

Se ha reportado un peso molecular de 400,000 D para la PEPC purificada de
mafz y otras plantas C4, y se ha descubierto que la enzima se compone de cuatro
subunidades con pesos moleculares iguales (2,5-8). Como ya mencionamos, la PEPC
cataliza la B-carboxilacién irreversible del PEP para producir oxaloacetato y fosfato:

PEPC

‘OOC\C/G\/ + -o—!:, an" n>\c\ /C/o + 'D‘o—>p/
-0 o) <o’ I

Oxaloacetato Fosfato
AG, = -7.2 Keal /mol

Figura 1.2, Reaccidn de fi-carhoxilucién det PEP liznndn por la PEPC.




- .. Esta reaccién involucra al PEP y al ﬂCO;' (2,5,9a), y es altamente exerg6nica,
'requiriendo' de un catién divalente como tnico cofactor, preferentemente Mg2+, Mn2+
b Co?+ (2,5,6,9b), aunque también se realiza, a velocidad reducida, con Cd2+, Ni2+,
<Fe2+, Hg2+ o Zn2* (10,11},

Segiin O’Leary y colaboradores, Ja dependencia de V., /Km (ver Apéndice)
- para el PEP con el pH indica que sélo fa forma completamente ionizada del PEP es la
que se une a la enzima y que un grupo de la enzima con un pK, cercano a 7.5 debe
estar desprotonado para que 1a enzima esté activa (5,7/2). Muchos autores aceptan que
la forma preferida de sustrato para la PEPC es el complejo de PEP con Mg2+ (73).
Estudios de modificacidn qufmica (/,74) y de resonancia paramagnética electrdnica
(15) indican que el catién divalente no es esencial para la union de! PEP a la cnzima,
pero su presencia incrementa la afinidad por el sustrato, lo que puede indicar la
formacidn de un puente triple enzima-sustrato-metal o un cambio conformacional en la
enzima, La presencia del catién podria incrementar el cardcter positivo del dtomo de
fésforo del fosfato del PEP, aumentando su susceptibilidad a un ataquc nucleofilico por
parte del HCO3™. Por su parte, Miziorko er al (16) observaron que los cationes Mg2+
y Mn2+ actuaban disminuyendo la Km del PEP, al igual que el PEP disminufa la Xm
del catién, lo que también sugiere la formacién de un complejo enzima-metal-sustrato.
Miller et al sugirieron (15) un esquema representativo del complejo formado entre la
enzima, el PEP y el Mn2+, como se observa en la figura 1,3,

\/
N

Figura 1.3. Esquema propuesto por Miller y colahoradores del complejo formadu por ¢ Mn?+, el
PEP y o sitio activa de In PEPC (15),



En este esquema se observa que el catién divalente actia como puente entre la
" enzima y el PEP, involucrando €! o los grupos ionizables del sitio activo.

Gonzilez ef al (7) han descubierto que, el Mg2+, a pH de 7, interactia con los
grupos carboxilo y fosfato del PEP; a un pH de 8, es m4s importante la interaccién con
- .el grupo fosfato, mientras que para el HCO3™ muestra que sélo esta especie, y no el
CO,, se une a la enzima (7). Por otro lado, Maruyama y colaboradores (/8), basados
en el comportamiento de la Kmn para el PEP y cl Mg2+ frente al pH, sugieren que
existe al menos un grupo disociable en la enzima con un pK, de 7.3, presumiblemente
un grupo imidazol, que estd involucrado en la uni6n del Mg2+ y el PEP.

La PEPC de las plantas C4 es una enzima tipicamente alostérica en su
comportamiento, ya que su actividad es regulada por una variedad de activadores e
inhibidores. Entre los inhibidores alostéricos se puede mencionar al malato, maleato,
aspartato, oxaloacetato y otros dcidos dicarboxflicos (5.6,19,20). La PEPC cs 1a unica
carboxilasa conocida que emplea al bicarhonato como sustrato sin requerir de biotina
como cofactor. Esto ditimo se propuso inicialmente al verificarse la insensibilidad de
la enzima a la accién de la avidina, por lo que la biotina no seria un grupo conjugado a
la enzima o prostético 16,18). Por esic motivo, ha sido de especial interés dilucidar el
mecanisme de reaccién de esta enzima, ya que en ¢l radica la respuesta a cémo el
bicarbonato (que es un electréfilo débil) es capaz de llevar a cabo ¢l ataque nucleofilico
y lograr que se forme el enlace carbono-carbono,

En los dltimos afios se ha obtenido mucha informacién con respecto al
mecanismo de reaccidén y a la estructura del sitio activo de la PEPC, la cual ha
provenido bésicamente de estudios de modificacién quimica y del empleo de andlogos
del PEP como inhibidores y sustratos. Los estudios de modificacién quimica y de
cinética de la enzima han demostrado que residuos de cisteina, lisina, histidina y
arginina son esenciales para la funcién catalftica (2,7,14,27,22). Sin embargo, se
conoce poco acerca del ambiente quimico y las funciones precisas de estos residuos en
el sitio activo de la enzima.



MECANISMO DE REACCION DE LA PEP CARBOXILASA.

El HCO;™ se puede acercar al dlomo C-3 desde el lado del plano en el cual los
‘tres sustituyentes (fosfato, carboxilo y carbono vinflico) aparecen en una secuencia a
favor o en contra de las manecillas del reloj. Estos dos lados del plano del esqueleto
carbonado se designan re y si respectivamente, como se¢ observa en la figura 1.4. Se
sabe que la adicién del HCO4™ se lleva a cabo por la cara C,si, Cjsi del doble enlace
carbono-carbono del PEP, segin estudios con fosfo[3-3H]enolpiruvato marcado
especfficamente (5,23,24) y con fluoro-fosfoenolpiruvato {23).

Figura 1.4, Cnras siyre ﬂel PEP.

En 1966, Maruyama y colaboradores (78) observaron que el !30 se incorporaba
en los productos fosfato y oxaloacetato en una proporcién de 1:2 cuando se utilizaba
HCI805" como sustrato de la enzima, es decir, que uno de los dtomos de 130 se
incorpora al ortofosfato por cada dos dtomos de 180 que se incorporan al oxaloacetato.
Con esta informacién, propusieron un mecanismo concertado ciclico de reaccién con un
solo estado de transicidn que era apoyado por estudios de resonancia magnética (13), y
que se muestra en la figura 1.5.



i l-"gum L. S Mecnmsmu de reaccién, com:ertndn pmpuesln por Maruyamn o al (mndnl‘mdo de
(15))

Este mecanismo concertado para la carboxilacién del PEP se caracteriza por un
\inico paso en donde tienen lugar todos los cambios en los enlaces. En el estado de
transicién para este paso, el 4tomo de carbono del HCOy™ sufre un cambio significativo
en su enlace, formdndose un nuevo enlace carbono-carbono y rompiéndose un enlace
carbono-oxigeno.

Aungue este esquema explica el destino del marcado isotépico, no revela, segin
comenta O'Leary (/2), cémo el dtomo de carbono del bicarbonato, que es un
electréfilo débil, sufre un ataque nucleofflico. Para resolver esta cuestién, se propuso
(2,5,12) un mecanismo en dos pasos que también explicaba el marcado isotépico, como
se observa en la figura 1.6,

]

©, c\.é/o‘ o |
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W/Dc =q:/O c/\ /0
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Figura 1.6. Mecanismo de rexccién en dos pasos propuesto por O'Leary ef al (modificado de (15)).

Durante ¢! primer paso, el PEP actia como donador de fosfato al bicarbonato,
formindose un intermediario de carboxifosfato y el enolato del piruvato (que
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p perr unido a la enzima adyacente al carboxifosfato), En el
segundo paso, este enolato del piruvato ataca al dlomo de carbono del carboxifosfato
dando Jugar a los productos: oxaloacetato y fosfato. Este mecanismo constituye una
vfa clara para utilizar |a energfa del enolfosfato para catalizar la formacién del enlace
carbono-carbono y, al mismo tiempo, provee ¢l camino para activar al dtomo de

carbono del HCO5™ para el ataque nucleofflico. La primera evidencia experimental en
favor del mecanismo de dos pasos vino de estudios de efecto isotdpico (donde se miden
las diferencias en velocidad de reaccién de sustratos marcados y no marcados con
isétopos (26)) realizados por G'Leary y colaboradores (12), quiencs explican que el
efecto isotdpico tan pequefio que observaron es inconsistente con el mecanismo
concertado propuesto por Maruyama. Hansen y Knowles (23) contribuyeron con mds
datos al observar que la carboxilacién del [(S)-160,!70] tiofosfoenolpiruvato en Ho'80
catalizada por la PEPC tiene lugar con una inversién de la configuracién en el fésforo,
lo cual solamente es consistente con el mecanismo de dos pasos, que involucra la
transferencia del grupo fosfato del PEP al HCO5™ seguido de la expulsidn del fosfato
inorgdnico. También se tiene evidencia experimenial en favor de este mecanismo por
las observaciones de que Ja PEPC muestra una inhibicidn sinérgica por el oxalato y el
carbamil fosfato, que son andlogos estructurales del intermediario carboxifosfato-
enolato (10,17),

Es interesante aqui la pregunta de por qué la enzima no utiliza el CO, como
sustrato, siguiendo un mecanismo similar al de otras enzimas que carboxilan al PEP.
Hansen y Knowles (23} especularon que el empleo de HCOj3™ como sustrato es
ventajoso ya que estd presente en altas concentraciones en soluciones acuosas a pH
neutroe, y se facilita por su activacién acoplada a Ja ruptura de un enlace de alta energfa.
Con otras enzimas no hay tal acoplamiento y la reaccién se tiene que llevar a cabo por
ataque directo en el CO,, que es un buen electréfilo, pero es mucho menos abundante.

Recientemente se publicaron varios trabajos en donde se muestran estudios del
mecanismo cinético de la PEPC, Se reporta que la PEPC tiene un mecanismo de
reaccidn secuencial al azar (es decir, sin un orden estricto) que tiene un alto grado de
sinergismo en la unién del PEP al complejo enzima-Mg2+* (10). El orden preferido de
adicién de los reactivos es Mg2+ (también el Mn2* se puede unir a la enzima en
ausencia de PEP), PEP y HCOy". Se presentan valores para los distintos pardmetros
cinélicos: Kjy, = 2.3 + 0.4 mM (constante de disociacién del metal de la enzima),



Kpep = 3.6 1 0.6 mM, Kipgp = 0.2 & 0.07 mM (constante de disociacién del PEP
del complejo enzima-Mg2+-PEP) ¥ Kpjcarbonato = 0-18 & 0.04 mM.

Se realizaron experimentos de doble inhibicidn para examinar la topologfa del
sitio active y la naturaleza de sus interacciones con los intermediarios propuestos,
carboxifosfato y el enolato del piruvato 10). Se empled al oxalato para simular al
enolato del piruvato, y para simular al carboxifosfato se utilizaron carbamilfosfato,
fosfonoacetamida, acetilfosfato, fosfonoacetato o fosfonoformato, cuyas estructuras se
muestran en la figura 1.7,
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Se observé una inhibicién altamente sinérgica de la PEPC en presencia de
oxalato y carbamiifosfato, y de oxalato y fosfonoacetamida. En ambos casos los
suplentes del carboxifosfato son neutros en el extremo carbonilico y son donadores de
‘hidrégeno polenciales. El acetilfosfato presenta una inhibicién sinérgica mds débil,
quizd porque no posee la habilidad dc unirse por puente de hidrégeno por su grupo
metilo. Los otros dos inhibidores tienen un grupo carboxilo en su extremo carbonflico,
El fosfonoacetato presenta una inhibicién sinérgica muy débil. Se obtuvo una relacién
antisinérgica entre el oxalato y el fosfonoformato.

Estos resultados sugieren que la carga negativa en el extremo carbonflico del
suplente del carboxifosfato es desfavorable. Por ende, el carboxifosfato se une més
fuertemente sélo cuando su grupo carboxilo estd protonado, como puede ser
inmediatamente después de la fosforilacidn del bicarbonato por el PEP. Ademds, la
presencia de un grupo apto para enlazarse por puente de hidrégeno en el extremo
carbonflico del inhibidor parece producir una interaccién favorable, como lo evidencia
la alta inhibicién sinérgica del carbamilfosfato o la fosfonoacetamida. Todos estos

T dos son consi es con la participacién de una base en el sitio activo que se

pueda unir por puente de hidrdgeno a los hidrégenos de la amida de estos inhibidores.
Este mecanismo se ilustra en la figura 1.8.

En este mecanismo se puede ver que el ién metdlico se coordina con el oxfgeno
del puente del PEP, actuando como un dcido de Lewis, estabilizando el enolato del
PEP y catalizando la transferencia del fosfato. Se tiene evidencia en favor de la
coordinacidn del metal con dicho oxfgeno por los estudios de inhibicién con andlogos al
PEP en los cuales dicho oxfgeno ha sido reemplazado por grupos metiléricos o azufre,
resultando ser inhibidores muy débiles (ver mds adelante).

La formacién de! CO; y el fosfato como intermediarios se explica mds adelante.
Este dltimo mecanismo requiere 1a participacién de al menos un catalizador 4cido-base
(X en la figura 1.8). Este grupo actia como un aceptor de protones en la
descomposicién del carboxifosfato a CO, y PO4". Subsecuentemente, este mismo
grupo podrfa donar un protén al PO, para formar HPO,". En la figura 1.8 se
muestra alternativamente 2 otros grupos cataliticos participando en la remocién y
donacidn de protones. Este grupo X podria ser una histidina.
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Estudios con bicarbonato marcado con 80 produjeron fosfato con mdltiptes
marcas de 180 (25}, a diferencia de los resultados de Maruyama et al (18) ya descritos.
Ademds, el 180 ambién aparece en el Z- y E-fluoro-fosfoenolpiruvato residual. Esta
evidencia, junto con el efecto isotdpico observado para la carboxilacién del fluoro-
fosfoenolpiruvato, es consistente con €l mecanismo en donde la carboxilacién del PEP
procede via un ataque del enolato del piruvato sobre el CO; en vez del carboxifosfato.
En este mecanismo, la fosforilacidn del bicarbonato para dar carboxifosfato y la
.posterior carboxilacién de éste tiltimo son pasos reversibles. Sin embargo, existe un
paso irreversible que precede la particidn entre ta carboxilacidn para dar oxaloacetato y
la liberacién del CO3, que resulta en la hidrdlisis del PEP.

Se postula que ¢! carboxifosfato sc colapsa reversiblemente en el sitio activo de
la PEPC para producir CO; y fosfato. En la figura 1.9 se mucstra un mecanismo que
explica el patrén de marcado isotdpico observado con el fluoro-fosfoenolpiruvato. Este
mecanismo requiere que tanto el fosfato como el bicarbonato puedan rotar en el sitio
activo para justificar ¢l intercambio posicional isotdpico observado y que el
intermediario carboxifosfato (que debe formarse para que se incorpore el 180 en el
fosfato) se colapse reversiblemente en CO; y fosfato durante la catélisis.

La observacién de un nivel relativamente alto de incorporacién de 80 en el
fluoro-fosfoenolpiruvato residual durante la reaccidn requiere que los pasos que
involucran la transferencia del fosfato y la descarboxilacién del carboxifosfato a CO, y
fosfato sean reversibles y que el fluoro-fosfoenclpiruvato se libere lo suficientemente
répido de la enzima en relacidn con la velocidad de reaccidn directa, Se supone que
ocurre un cambio conformacional irreversible tras la formacién del CO; en el sitio
activo, 1o que permite que el CO, se mueva a una posicién donde pueda reaccionar con
el enolato. El sitio activo permanece cerrade sélo durante un tiempo finito después de
este cambio conformacional, y si la carboxilacién no ha tenido lugar cuando el sitio
activo se abre, el CO, se pierde y la reaccién neta es la hidrdlisis.

Este mecanismo se puede modelar de mancra simple como se muestra en la
figura 1.10. La k; incluye la adicién del sustrato a la enzima, transferencia del fosfato
del fluoro-fosfoenolpiruvato al bicarbonato, y la posterior descarboxilacién a CO, y
fosfato. En la reaccién inversa, la ky incluye la liberacién del sustrato asf como la
reversion de los pasos quimicos.
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Otros estudios indicaron que el formato es un sustrato alterno al bicarbonato
para.la reaccién con el PEP cawalizada por la PEPC, formédndose formilfosfato y
piruvato (27). Al parecer, esto es indicacién de que el primer paso en la reaccidn serfa
la formacidn del formilfosfato y el enolato del piruvato. El hecho de que el
formilfosfato no pueda ser atacado por el enolato del piruvato para producir 2,4-
oxobutirato, a pesar de que se esperarfa que el formilfosfalo fuera mds electrofflico que
el carboxifosfato, es consistente con 1a descarboxilacién del carboxifosfato para formar
CO4, como un paso obligatorio previo al ataque por parte del enolato del piruvato en la
carboxilacion nomal, .

Sc puede concluir finalmente que la PEPC, que emplea al HCO3™ como
sustrato, invariablemente lo deshidrata para formar CQ, en el sitio activo antes de la
reaccidn, Esta enzima ha evolucionado para usar el bicarbonato, presumiblemente por
su mayor afinidad por este sustrato comparado con el CO,, constituyendo una ventaja
selectiva para la supervivencia en un ambiente de baja concentracién de CO,.

Finalmente, Ausenhaus y O'Leary (11) reportaron que el PEP es hidrolizado
por la PEPC en presencia de Mg2+, a una velocidad de aproximadamente el 5% de la
velocidad total de la reaccién, produciéndose piruvato y fosfato. E! grado de hidrélisis
depende del pH y del catién metidlico empleado. La velocidad de la reaccién depende
de la concentracién de HCO3™, lo que sugiere que la hidrdlisis y la carboxilacién det
PEP siguen un mecanismo en comiin, divirgiendo ambos en o despusés de la formacion



del carboxifosfato. Estos autores discuticron la factibilidad de varios mecanismos para
..1a hidrdlisis del PEP:
(1) El enolato se puede protonar por la enzima para dar ¢l piruvato. No es factible ya
que los intermediarios unidos a la enzima estdn protegidos del disolvente, y es mds
probable que esta protonacidn ocurra después de que el enolato se disocic de la enzima.
‘(2) El enolato se puede disociar de la enzima y ser protonado. Esto es factible, ya que
se ha observado al enol libre en la hidrélisis del metil-fosfoenolpiruvato.
(3) El carboxifosfato se puede disociar de la enzima y entonces ser hidrolizado en
solucién.
_(4) El carboxifosfato se puede descomponer en la enzima para formar COy y PO43-,
como ya vimos antes, La disociacién det COy o del PO,3* de la enzima podrfa iniciar
la secuencia de eventos que llevan a la formacidn del piruvato.

La hidrdlisis del PEP se llevé a cabo a velocidades decrecientes en ¢l orden
siguiente de cationes utilizados: Ni2+ > Co2+ > Mn2+ > Mg2+ > Ca+, Las
constantes de estabilidad de los complejos bidentados del oxalato con los metales
anteriores decrecen en ¢l mismo orden. Estos resultados sugieren que el catién
metdlico en el sitio activo se une al oxigeno del enolato intermediario, formando un
complejo bidentado y cstabilizdndolo. Mientras mis estable sea dicho enolato, menos
reactivo serd para la carboxilacién y mayor serd la hidrélisis, ya que habrd tiempo
suficiente para que el carboxifosfato o ¢l COj se disocien de la enzima.

SITIO ACTIVO Y SITIOS ALOSTERICOS DE LA PEP CARBOXILASA.

Son necesarios y no se han publicado todavfa estudios de difraccién de rayos X
para poder elucidar la estructura terciaria de ta PEPC y relacionar la estructura con sus
propiedades cinéticas. La localizacién exacta de los aminodcidos que participan en la
catdlisis y/o unidn del sustrato sélo se logrard después de aislar y secucnciar los
péptidos que contienen los residuos esenciales para la actividad. La identificacién de
las regiones involucradas en las regiones regulatorias (ver mds adelante) requiere atn
mds trabajo, incluyendo el empleo de reactivos andlogos de los moduladores y
mutagénesis dirigida en Ia enzima (2). De cualquier manera, la estructura del sitio
activo se ha estudiado mediante el emplco de los inhibidores competitivos ya descritos
que ticnen analogfa estructural con el PEP, de la proleccion por los sustratos o



efectores frente a la inactivacidn con reactivos especfficos, 'y medmnte la- respuesta
cinética de 1a enzima frente al pH.

Los estudios con la variedad de andlogos del PEP ya descritos sugieren que el
sitio activo de la PEPC estd sorpresivamente libre de residuos de aminodcidos
electrofflivos o nucleofilicos que pucdan reaccionar con un nucledfilo o electréfilo
unido a la enzima.

Stiborovd y Leblovd (2]) realizaron estudios sobre la dependencia de la
actividad enzimética con el pH, y reportaron la presencia de dos residuos de
amino4cidos presentes en el sitio activo: uno con un pK, de 8.5 y que participa en la
unién del PEP a Ia superficie de 1a enzima, y otro con un pK, de 8.52 que participa en
la unién det Mg?* a la enzima. Estos pK, revelan que los grupos presentes cn el sitio
activo de la enzima son grupos sulfhidrilo (-SH) de residuos de cisteina.

Iglesias ef al (2,14,22) reportaron que ¢l dictilpirocarbonato (que es capaz de
carbetoxilar especfficamente residuos de histidina) y el fenilglioxal (que puede
modificar residuos de arginina al reaccionar con grupos guanidio) inactivan a la PEPC
por formacién de residuos de histidina y arginina modificados. La actividad se puede
recuperar por f{ratamiento con hidroxilamina cuando se ha inactivado con
dietilpirocarbonato, pues elimina grupos etoxiformilo principalmente de residuos
modificados de histidina. El malato y el oxaloacetato impiden la inactivacién por
fenilglioxal, pero la glucosa-6-fosfato no ticne efecto protector. La curva de
inactivacién por fenilglioxal contra pH mostré que estd involucrado un residuo con un
pK.de 6.9. El PEP en presencia de Mg2+ prolege a la enzima de la inactivacion con
cada agente, 1o que sugiere que las modificaciones quimicas se realizan en o cerca del
sitio de unidn del sustrato, Al parccer dos residuos de arginina y dos residuos de
histidina son los responsables de la unidn del sustrato y de las inactivacioncs
observadas. En particular los residuos de arginina constituyen grupos cargados
positivamente que pueden participar en la unién de sustratos aniénicos, como grupos
fosfato y carboxilicos, como podria ser el caso de! PEP. Como vemos, los estudios de
modificacién quitica indican que residuos de histidina, cistefna, arginina y lisina son
esenciales para la actividad catalitica y estdn involucrados en Ia uni6n del PEP. Andreo
et al (5) proponen un modelo esquemdtico para la distribucién hipotética de estos
amino4cidos en el sitio activo de la PEPC, como se observa en la figura 1.11.
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Figura [.11. Modelo del sitio uctivo de ln PEPC propuesto por Andreo et al (5).

Aqui observamos a los residuos cargados positivamente, lisina y arginina,
interactuando con los grupos fosfato y carboxilato del sustrato. Es probable que los
grupos imidazdlicos participen en la unién del Mg2+ y también podrian unir al grupo
fosfato a través de interacciones electrostdticas entre los dtomos de fosforo y nitrdgeno,
Esto podria explicar !a proteccién parcial que aporta el calién divalente contra la
inactivacién por dietilpirocarbonato y el decremento en la afinidad por el PEP y el
Mg2* cuando las histidinas se protonan. Como se mencioné al principio, el catién
interactia con ¢l grupo fosfato del PEP, pero es de notar que la posicion del metal no
corresponde con aquélla propucsta por Miller (15) que presentamos al inicio del
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capftulo. Se postula que una cistefna se localiza cerca de la regién de unidn del grupo
metilénico seglin los datos que demuestran la alquilacién por los andlogos Z-fosfoenol-

. 3-bromopiruvato y bromopiruvato. Se ha demostrado también que la enzima se puede
inactivar por uma oxidacién diticlica vecinal, por lo que sc incluye otra cisteina
cercana. El bicarbonato no se incluye en la figura ya que su sitio de unidn a la protefna
no se conoce.

No se sabe con certeza si la enzima posce sitios reguladores espacialmente
diferentes, si bien existen evidencias que parecen apuntar cn dicho sentido,
particularmente con los estudios de reactivos andlogos, como mencionaremos en ia
seccidn de activadores ¢ inhibidores alostéricos de la PEPC. Se sabe, por ¢jemplo
(28), que las modificaciones de residuos de arginina y lisina con reactivos especificos
hacen que la PEPC pierda su sensibilidad a la activacién por la glucosa-6-fosfato, pero
no para la activacién con glicina, lo que al parecer es indicacién de que estos dos
compuestos se unen a sitios distintos en la enzima, uno de los cuales (el de la glucosa-
6-fosfato) posce al menos un residuo de arginina y uno de lisina, Cuando la enzima
sufre protedlisis limitada con tripsina, la inhibicidn de la enzima con malato desaparece
gradualmente, mientras que la activacién por glucosa-6-fosfato y glicina se incrementa.
Se deduce entonces que la regulacién de la enzima por ¢l malato ocurre en un sitio
diferente a aquél de Ja glucosa-6-fosfato y/o Ia glicina. La aparente existencia de
miiltiples sitios de regulacién sugiere que existe un mecanismo complejo de reguiacién
de la PEPC.

INHIBIDORES COMPETITIVOS DE LA PEP CARBOXILASA.

El empleo de andlogos al sustrato es una herramienta (til para el estudio &e 1a
naturaleza de los grupos involucrados en la unidn del sustrato, de la topograffa y
tamario del sitio activo y de la eficiencia de Ja carboxilacidn. De la misma manera, se
pueden utilizar sustratos alternos para obtenrer informacidn del mecanismo cinético y
quimico y, eventualmente, para determinar la estereoselectividad y estereoespecificidad
de la enzima (3,4,77). Los estudios con andlogos al PEP en la PEPC de plantas C4 son
particularmente importantes ya que también pueden ayudar en el disefio de inhibidores
eficientes que eventualmente se puedan utilizar como herbicidas. La principal
dificultad consistc en poder desarrollar un compuesto quimico que inhiba
selectivamente a la PEPC sin alterar 1a actividad de otras enzimas que wtilizan al PEP,
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El sitio activo de la PEPC se puede dividir en seis regiones (/7), como se
muiestra en la figura 1.12. Se pueden utilizar variaciones estructurales sistemdticas en
las - diferentes regiones de los compuestos ligantes para identificar las distintas
interacciones especfficas entre la enzima y el inhibidor (o sustrato).

_Figura 1,12, Regiones del sitio activo de lu PEPC segdn un mapa del sustrato propuesto por
: O'Leary (17).

Los inhibidores competitivos conocidos que poseen una analogfa estructural con
el PEP, y que han sido utilizados para estudiar el sitio activo de la PEPC. El nombre,
estructura qufmica y constante de inhibicidn (K;, en uM, definida en el Apéndice 1) de
estos compuestos (4,5,17,29,30) se muestran en las siguientes pdginas, en orden
decreciente de su capacidad de inhibicién, en las figuras 1.13 a la 1.29.
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Figura 1.27. Fosfomalato (2700 xM) = Figura 1.28. Fosfortopropionato (10000
: M)
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Gonzdlez y Andreo (2,4) han explicado que la conclusién general a la que se
ltega con los estudios que se han realizado hasta ahora con los diferentes inhibidores de
Ia PEPC es que tanto el grupo fosfato como el grupo carboxilato son muy importantes
para la unién al sitio activo. Mencionan que existe un incremento de uno o dos Srdenes
de magnitud en las constantes de disociacién cuando alguno de estos dos grupos estd
ausente. En este sentido, se ha reportado que carboxilatos y fosfatos simples se unen
débilmente a la enzima (5,16,17), posiblemente al ocupar los sitios 1 o 4 ya descritos.
Una unién eficiente no se logra a menos que tanto el sitio | como el sitio 4 estén
ocupados.  Conviene mencionar que no se han explorado posibles variaciones
estructurales en el sitio 4 con andlogos al PEP.

El andlisis de !a inhibicion competitiva por porciones de la molécula de L-
fosfolactato (como L-lactato, metilfosfato y fosfito, que también son inhibidores
competitivos) indica que en el mecanismo de inhibicién es mds imponante la
interaccién del grupo fosforilo y, en menor grado, la del carboxilo y el puente de
oxigeno C-O-P del fosfolactato con el complejo enzima-metal (I6). Asimismo, estos
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resultados constituyen .una ewdencna indirecta de la coordinacidn del fosfato por el
catién divalente unido a la enzima.

El dngulo de enlace en el dtomo C-2 (120°) parece tener un efecto muy
importante en la unién a la enzima (4). O'Leary (17} sugicre aqul comparar el
fosfoglicolato y el fosfolactato con el fosfoenol-3-fluoropiruvato, el fosfoenol-3-
bromopiruvato y el 1-HCP (ver adelante). Ella sugiere que se da un incremento en la
unidn a fa enzima conforme el dngulo de enlace en el dtomo C-2 aumenta de cerca de
109° a aproximadamente 120° (ella menciona, sin explicar cémo lo determina, que el
1-HCP tiene un dngulo de enlace C-C-O predicho de 120°).

O'Leary y colaboradores (31} sintetizaron y caracterizaron cinéticamente: al
fosfato del dcido 1-hidroxiciclopropanoico (1-HCP), que ha resultado ser hasta ci
momento el inhibidor competitivo mds potente de la PEPC, Estos autores consideran
que la cstructura geométrica y electrénica del 1-HCP se parece mds a la del PEP que a
la de otros inhibidores como el fosfolactato o fosfoglicolato, particularmente en los
dngulos de enlace alrededor del dtomo C-2.  Consideran también que la densidad
electrénica en el anillo de ciclopropano es similar a aquélia del doble enlace carbono-
carbono del PEP, incrementando la similitud estructural entre el 1-HCP y el PEP.

El oxigeno del puente C-O-P ecs también muy importante (4). El PEP y los
mejores inhibidores ticnen un #tomo de oxfgeno en el sitio 3 ya descrito. La
sustitucion de un grupo -CHj- por este oxigeno {como en el fosfocnolpiruvato fosfonato
y el fosfonopropionato) se traduce en un decremento de la fuerza de unidn cn varios
ordencs de magnitud. No se ticnen estimaciones exactas, pues la constantes de
inhibicién reportadas para estos compuestos son sdlo aproximaciones. Se desconoce el
mecanismo del efecto de la sustitucidn por un carbono. O'Leary /7) menciona que es
posible que en el sustrato natural se presente un puente de hidrégeno entre ¢l oxigeno
del sitio 3 y algin grupo en la enzima; sefiala que tambidn es posible que pequeiias
diferencias en las longitudes o 4ngulos de enlace entre el carbono y el oxfgeno puedan
ser responsables de esta diferencia. Aquf conviene sefialar que el fosfoenoltiopiruvato
(con un azufre reecmplazando al oxfgeno) es un sustrato para la PEPC (23,29), ya que
se produce tiopiruvato en presencia de Mg2+ o Mn2+ y HCOj5™. De hecho, Sikkema y
O'Leary (29) reportan también que el fosfotioglicolato es un inhibidor muy débil de la
PEPC (K; = 16,000 uM), y explican que las causas de que este compucsto s¢ una con
una fuerza 100 veces menor que el fosfoglicolato (un inhibidor potente), pueden radicar
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en cambios en la geometrfa, en la estructura electrénica o en la coordinacidn del azufre
al ‘metal. Par otro lado, Jenkins y colaboradores (3,32} reportaron la sintesis del
compuesto 3,3,-dicloro-2-(dihidroxifosfinoilmetil)-2-propenoato, que resulté ser un
inhibidor competitivo potente y altamente selectivo de la PEPC. Dada la estructura
.qufmica de este compuesto, consideran que la enzima lienc una tolerancia estérica
considerable en la regidn cerca del 4tomo C-3. Concluyen también que las propiedades
de electronegatividad de los dtomos de cloro sustituyentes en el dtomo C-3, junto con la
sustitucién del grupo fosfato por un grupo fosfometilo, provecn a estc compuesto de
propicdades muy particulares:  fa pérdida de afinidad a la enzima debido a la
sustitucién del grupo metileno por el oxigeno del éster de fosfato (como se menciond
para los casos anteriores) se compensa por la presencia de otros grupos que favorecen
una adecuada interaccién con la enzima.

No se sabe bien si se pueden acomodar grupos grandes en el sitio 5 (/7). Como
se sabe, ¢l fosfoenol-3-bromopiruvato, el fosfoenol-3-cloropiruvato y el fosfoenol-3-
fluoropiruvato se unen bicn al sitio activo, pero ¢l fosfomalato no puede hacerlo con
igual facilidad. Sin embargo, un hecho importante es que cualquier sustitucién de los
hidrégenos del grupo metilénico en el &tomo C-3 modifica la actividad del compuestao.
Por ejemplo, Ia sustitucién de cualquiera de estos hidrégenos por un grupo mds grande
(CH3, Br, Cl) o mids electronegativo (F, Cl, Br) se traduce en un incremento
significativo de la fuerza de unién al sitio activo (4,77,29,30,32-35). Sin embargo, no
es claro cudl es Ia influencia de la configuracida en el dtomo C-3 (si el sustituyente estd
en posicién cis o trans con respecto al fosfato) sobre la fuerza de unién y la actividad
de sustrato de los andlogos (36), aunque al parecer las sustituciones en {rans son
responsables del impedimento estérico y las sustituciones en cis producen una mayor
afinidad (2).

En este sentido, los estudios de ITzui y colaboradores (37) con la enzima
proveniente de la bacteria E. coli, revelaron que al parecer existe un sitio hidrof6bico
cerca del sitio de unidn del doble enlace que es lo suficientemente grande como para
permitir la interaccién de andlogos al PEP con grupos alquilicos en posicidn cis
mayores que un metilo, tales como grupos etilo, propilo e isopropilo, pero no tan
grande como para que penctren grupos amilo, No son del tode comparables estos
resultados ‘on aquéllos para la PEPC de las plantas, pues las conslantes de inhibicién
que estos autores reportan para varios compuestos que también inhiben a la enzima de
Tas plantas son significativamente diferentes, lo que probablemente significa que existen
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diférencias " estructurales importantes entre los sitios activos de las enzimas de las
‘bacterias y las plantas.

; Con respectc a los compuestos Z-metil-fosfoenolpiruvato, E-metil-
fosfoenolpiruvato y dimetil-fosfoenolpiruvate, Gonzdlez y Andreo (2,34,36,38)
reportaron que los tres son inhibidores competitivos de la PEPC y ademds sustratos, ya
que al parecer la enzima es capaz de desfosforilarlos pero no de carboxilarlos,
existiendo cicrta estercosclectividad por parte de la enzima, puesto que los pardmetros
cinéticos para los tres compuestos son diferentes entre sf.  Se requieren HCO;3™ y un
catién divalente (Mg2+ 0 Mn2*) para la desfosforilacién. Para la reaccién con los dos
isémeros del metil-fosfoenolpiruvalo, los productos que se obtienen son en ambos casos
a-cetobutirato y fosfate inorgidnico, como resultado de la adicién de un protdn del agua
junto con la hidrélisis del carboxifosfato formado. De hecho, proponen que la
desfosforilacién de cstos andlogos ocurre mediante un mecanismo similar al que sufre
el PEP, donde ¢! paso limitante de la velocidad seria la formacidn del carboxifosfato y
el enolato del 2-oxobutirato (cuya prolonacién tiene lugar al azar cn solucién y no
mediado por la enzima) a partir de! sustrato. Fujita y colaboradores (34,39} suponen
que el Z-metil-fosfoenolpiruvato no puede ser carboxilado debido a un impedimento
estérico por su grupo metilo que impide la adecuada unidn del enolato a la enzima. Se
puede concluir que el primer paso de la reaccién es poco especifico en cuanto a sus
requerimentos estructurales, pero el segundo paso si es altamente especifico. La
existencia de grupos grandes (como CHs o Br) en cualquier posicidn en el dtomo C-3
impide la carboxilacin del enolato, pues incluso un compuesto con un grupo
sustituyenle mds pequeiio, el 1-carboxialenil-fosfato, sufre hidrélisis, como veremos
mis adelante (4).

Diaz et @l (35) y Gonzdlez y Andreo (40) por separado, reportaron que el Z-
fluoro-fosfoenolpiruvato es un buen sustrato para la PEPC, la cual lo transforma en una
mezcla de 3-fluoropiruvato (85 %) y 3-fluorooxaloacetato (15%), sin que la enzima se
inactive en modo alguno. Los autores consideran que la enzima lleva a cabo la
desfosforilacién del compuesto, y posteriormente se da una competencia entre la
carboxilacién (como ocurre con ¢l PEP) y la hidrélisis, tal vez porque la protonacién
del intermediario enolalo compite con la carboxilacién, o bien porque el enolato
intermediario se libera a la solucién (4J). Al parecer, esto constiluye una evidencia
adicional de que son factores estéricos y la distribucidn electrénica en torno al dtomo
C-3 los que determinan que ¢l segundo paso (carboxilacion) de la reaccién se lleve a
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cabo. Sdlo conviene enfatizar que el flior es un elemento que tiene un tamafio muy
similar al hidrégeno, pero con caracterfsticas electrénicas lﬁuy diferentes (42J. En la
figura 1,30 se muestra el mecanismo de carboxilacién y desfosforilacidn del Z-fluoro-
fosfoenolpiruvato, siendo claro que cuando se presenta hidrdlisis ‘del carboxifosfato
intermediario, se libera en solucién 3-fluoroenolpiruvato, el cual se cetoniza. *

03 co> -9 , co
: 2 - :
H OP03+HC°3—=n l{ 0+ H———C- QP&J = .C==—=0+HPO,
CHF . . CHF o L chF
”23" e
, OIH 2
HCO3+HPO} + COp ———¢C CHF —CO3 c CHF

Figura 1.30.- Mecanismas de carboxilacién y desfosforilacién del Z-fluoro-fosfoenolpiruvato

propuestos por Gonzilez y Andreo (40},

Janc et al (25) encontraron que la PEPC achia sobre los dos isémeros (E y Z)
del fluoro-fosfoenolpiruvato, los cuales sufren carboxilacién para formar 3-
fluorooxaloacetato e hidr6lisis para formar 3-fluoropiruvato. La carboxilacién
constituye €l 3% de la reaccién abservada con el isémero Z y el 86% de la reaccién con
el isémero E.

Liu et al (30) reportaron la sintesis y caraclerizacién del Z-3-cloro-
fosfoenolpiruvato, que resulté ser un potente inhibidor de la PEPC con respecto al PEP
y un sustrato de la misma. El compuesto se convierte a una mezcla 3:1 de
cloropiruvato y clorooxaloacetato. La incubacidn de la enzima con este compuesto se



traduce en.una inactivacién parcial de }a misma, probablemente mediada por el
" compuesto cloropiruvato formado.

Se ha reportado (41) que el 1-carboxialenil-fosfato es también un sustrato para
{ 1a PEPC en presencia de Mg2+ o Mn2* y de HCOy', ya que es hidrolizado por la
enzima, pero no es carboxilado. Al parecer, después de la desfosforilacién, el
alenolato que se forma se protona, formando el 2-oxo-3-butenoato, el cual inactiva
gradualmente a la enzima por reaccién con uno o mds grupos sulfhidrilo que no
pertenccen al sitio activo, como sc muestra en la figura 1.31.

CO3 JOH 603
C: “OPC3 +H003 — C- OP&: + c o

,||;

c : : I L c
CHZ } CH2
o
—— HCO3 + Pi + CO, c CH CHy
Figura 1.31. ‘Mecanismo de hidrdlisis del 1-carboxinlenil-fosfato propuesto por Wirshing y O'Leary
1),

Como vemos, de nuevo se propuso un mecanismo parecido al del Z-metil-
fosfocnolpiruvato, en el que ¢l primer paso de la reaccion es la formacion del
carboxifosfato y el enolato unidos a la enzima, para luego continuar con la hidrélisis
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del carboxifosfato intermediario. De nucvo se menciond que no se conocen las
propiedades estructurales que controlan la desviacién hacia hidrdlisis ¢ carboxilacién,
) Se eliminaron los argumentos estéricos simples con base en que tanto el Z-fluoro-
fosfoenolpiruvato como el l-carboxialenil fosfato sufren hidrdlisis principalmente, a
pesar de que ambos andlogos ticnen sustituyentes muy pequeiios. Sc considerd dificil
formular un argumento clectrénico, debido a que los compuestos con sustituyentes que
son parecidos en su distribucién electrénica al PEP (como el metil-fosfocnolpiruvato)
son hidrolizados igual que los compuestos con sustituyentes muy electronegativos
(como el fluoro-fosfoenolpiruvato). De hecho, los (inicos compuestos que presentan
carboxilacién preferentemente son el propio PEP y el E-fluoro-fosfoenolpiruvato.

Una excepcién dentro de los anteriores andlogos al PEP con sustituyentes en el
4tomo C-3, y que son buenos inhibidores, la constituye el £-3-ciano-fosfoenolpiruvato,
ya que su constante de disociacin es de 1.36 mM en presencia de Mg2+ (42), si bien
en presencia de Mn2* es mucho mds efectivo. La enzima no parece inactivarse en
presencia de este compuesto. Esto quizd se pueda relacionar con la observacién de que
el isémero E del metil-fosfoenolpiruvato es un intubidor mucho mds débil que el
isémero Z, como reportan Gonzdlez y Andreo (36). En este sentido, ya vimos que
estos autores mencionan que se sabe que la PEPC es capaz de desfosforilar estos dos
compuestos, pero no de carboxilarjos. Argumentan que estos resultados indican que se
pueden acomodar grupos relativamente grandes en el sitio de unidn del dtomo C-3 en la
enzima, y que la configuracién de éste dtomo no es importante para la catdlisis del
primer paso de la reaccién enzimitica; sin embargo, la configuracién y la presencia de
metilos en el dtomo C-3 si impide (estéricamente) que ocurra ¢l segundo paso de la
reaccién; esto serfa un indicio de que el dtomo C-3 es el sitio de atlaque del grupo
carboxifosfato para producir 1a carboxilacién del enolato. Sin embargo, es de destacar
que la PEPC no actia sobre el £-3-ciano-fosfocnolpiruvato en forma alguna, y si acaso
lleva a cabo una transferencia inicial del fosfato, ésta debe ser reversible. Wirshing y
O'Leary, los autores de este estudio, mencionan que el hecho de que compuestos que
tienen sustituyentes en el dtomo C-3 (haldgeno, metilo, ciano) se unen a la enzima
indica que existe un cierto grado de tolerancia espacial en el sitio activo; sin embargo,
el que a su vez estos compuestos sean en el mejor de los casos sustratos muy pobres de
la enzima indica que esta tolerancia espacial es limitada.

O'Leary (17) sefiala que no se ha encontrado hasta ¢l momento un andlogo al
estado de transicién del PEP en la enzima que pueda ocupar el sitio 6. Se tenfa la
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intencién de wtilizar al fosfomalato para esto, pero no se une bien a [a enzima, La
PEPC presenta una inhibicién sinérgica por el oxalato y el carbamilfosfato; al parecer,
<l oxalato ocupa los sitios 1, 2 y 3 y el carbamilfosfato ocupa los sitios 4 y 6. Se sabe
que el sulfito inhibe a la PEPC al competir con el HCO;™ en el sitio activo (5).

El caso del fosfoenol-3-bromopiruvato merece discutirse un poco mds. Segin
los estudios iniciales de O'Leary y Dfaz (5,17,33), este compuesto es un excelente
inhibidor competitivo de la PEPC siempre y cuando €sta no se preincube con el
inhibidor en presencia de Mn2+ y HCOj” , pues si esto se realiza, la inactivacion es
completa. La enzima se puede proteger de la inactivacién si se afiade fosfolactato (un
inhibidor competitivo), lo que serfa un indicador de que el fosfoenol-3-bromopiruvato
forma un complejo en el sitio activo previo a la inactivacién de la enzima, Al parecer
se puede concluir que el fosfoenol-3-bromopiruvato es un inactivador irreversible de la
enzima con base en el mecanismo de reaccién, debido probablemente a la conversién
enzimdtica a 3-bromooxalacetato, que alquila la enzima, como se observa en la figura
1.32
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Figura 1,32 Mecanismo de inactivacién por alquilucién de Ia PEPC por el Z-bromo-
fosfoenclpiruvato propuesto por O'Leary (5.

Aquf se observa que la enzima forma primero un complejo no covalente con el
fosfoenol-3-bromopiruvato. Posteriormente, la enzima cataliza una carboxilacién lenta
de este compuesto mediante el HCO;” para formar 3-bromooxaloacetato. Este Gltimo
debiera ser un compuesto alquilante muy reactivo, a diferencia del fosfoenol-3-
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bromopiruvato que no es reactivo, y su reaccién con la enzima ocurrirfa antes de que
pudiera disociarse del sitio activo; de esta forma, se puede concluir que el fosfoenol-3-
bromopiruvato s un sustrato "suicida” para la enzima.

Afios mds larde, estos investigadores (35) publicaron un articulo donde afiaden
" informacién y modifican su punto de vista. Ahora mencionan que la enzima se puede
proteger de Ia inactivacién no sélo por el fosfolactato, sino también por epoximaleato.
Seiialan que también se puede impedir la inactivacién de la enzima por la presencia de
la enzima lactato deshidrogenasa (que cataliza la reduccién del piruvato a lactato) y
NADH, y durante este tratamiento se forma 3-bromolactato. Con base en lo anterior,
concluyen que la PEPC cataliza la conversién del fosfoenol-3-bromopiruvato a
bromopiruvato mediante el intermediario usual carboxifosfato-enolato, y que el
bromopiruvato es la especie responsable de la inactivacién de la enzima (ver mds
adelante).

No se conocen los factores que controlan la desviacién del intermediario endlico
hacia Iz hidrdlisis, pero todos los sustratos hasta ahora conocidos, particularmente los
sustitufdos en el dtomo C-3 (excepto el propio PEP y el E-fluro-PEP), sufren
principalmente de hidrélisis. Dada la variedad de sustratos para los cuales ocurre esta
reaccién anormal, es probable que factores tanto estéricos como electrénicos controlen
este fendmeno (35).

Finalmente, es importante destacar que la mayorfa de los inhibidores
competitivos de 1a PEPC se unen con mayor fuerza a Ia enzima (por un factor de 10) en
presencia de Mn2+ que en presencia de Mg2+ (2,5,16,30-35,42), 1a excepcidn podria
ser el fosfoenol-3-bromopiruvato, tomando en cuenta los primeros estudios de O'Leary
y su grupo de trabajo.  También se reporta (36) que el E-metil-fosfoenolpiruvato es
menos eficiente como inhibidor competitivo en presencia de este catién.

ACTIVADORES E INHIBIDORES ALOSTERICOS DE LA PEPC.
Jenkins y colaboradores (4,43) reportaron la sfntesis del andlogo metil-2-

dihidroxi-fosfinoilmetil-2-propenoato, cuya estructura quimica sc muestra en la figura
1.33.
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Figura 1,33, Estructura quimica del metil-2-dihidroxi-fosfinoilmetil-2-propenoato.

Este compuesto actia como activador (en presencia de Mg2+ con una K, = 320
uM, y en presencia de Mn2+ mids efectivamente con una K, = 130 M) de la PEPC en
las plantas Cg4, algo de hecho raro por tratarse de un compuesto no fisiol6gico. Estos
investigadores sugirieron que dicho compuesto interactia con un sitio alostérico en la
enzima induciendo un cambio conformacional. Proponen que la enzima posee sitios de
unidn al PEP tanto catalfticos (activos) como reguladores (alostéricos) estructuralmente
similares, y que cste compuesto sc une prefercntemente al sitio regulador, Hay que
resaltar que esto puede relacionarse con el heche de que el inhibidor podria no unirse
muy bien al sitio activo debido a su naturaleza dianidnica, en contraposicién a la
naturaleza trianiénica del PEP. Es de destacar, sin embargo, que este activador no
tiene ninguna similitud estructural con los metabolitos fisioldgicos que se sabe son
activadores de la enzima: glucosa-6-fosfato (2,5,6), glicina (5,6,20) y 3-fosfoglicerato
(44).

También se ha encontrado (36) que ¢l andlogo E-metil-fosfoenolpiruvato actiia
como activador en presencia de Mn2+, lo que podria indicar su interaccién con otro
sitio en la enzima similar estructuralmente al sitio activo,

Dos andlogos del intermediario de reaccidn propuesto (carboxifosfato),
acetilfosfato y carbamilfosfato, que supuestamente debieran unirse al sitio de unién del
HCOj3 en la enzima provocando su inhibicidn, resulta que también activan a la PEPC
(46). El carbamilfosfato, sin embargo, también actda como inhibidor (K; = 700 zM) a
altas concentraciones combinado con bajas concentraciones de PEP, siendo hidrolizado
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por la enzima con un mecanismo de reaccién relacionado con aquél de otros inhibidores
ya descrilos, y requiriendo de Jos mismos cationcs que el PEP para cjercer su accidn.
Esto implica que este compuesto podrfa actuar como un iséstero del PEP {(cs el tnico
compuesto no relacionado con el PEP que se sabe que actia como sustrato para la

- PEPC), interactuando con el sitio activo por medio de su grupo fosfato (aunque
también podrfa deberse a que posee el oxfgeno del puente C-O-P y un dngulo de enlace
en el &tomo de carbono parecido al dngulo de enlace det dtomo C-2 en ¢l PEP). Es de
destacar que 1a constante de inhibicién de este compuesto es dos Srdenes de magnitud
mds grande que las de otros andlogos al PEP (como cl Z-fosfocnol-3-bromopiruvato) y
un orden de magnitud mds grande que las del fosfolactato y fosfoglicolato; esta
diferencia podria explicarsc por fa falta del grupo carboxflico. De hecho, al parecer los
residuos de histidina involucrados en la unién al PEP parecen no participar en la union
det carbamilfosfato; estos residuos podrian interaccionar con un grupo del PEP
diferente del fosfato (como el grupo carboxflico).  Finalmente, dado que el
carbamilfosfato actia como sustrato y activador de la enzima, todo puede ser también
un indicio de que existe una gran similitud entre el sitio aclivo y ¢l sitio alostérico
activador.

Se ha reportado (45) que el fenilfosfato, también un andlogo estructural del
PEP, es un activador de la PEPC. Se menciona igualmente, tras estudios cindticos,
que existe un sitio regulador especifico para el PEP libre, al cual los iones Mg2+ no
pueden unirse, y que permite que por accién del PEP (a concentraciones subsaturantes
de? sustrato) la enzima se active.,

Todos estos resultados, en cierta medida inesperados, indican que en la PEPC
existe un sitio activador que estd relacionado estructuralmente con cl sitio activo y
donde se unen muchos ésteres de fosfato, como glucosa-6-fosfato, fructosa 1,6-
bisfosfato, 3-fosfoglicerato, acetilfosfato y carbamilfosfato (46), asf como ¢l propio
PEP (45). La presencia de fosfatos en todos los activadores de la PEPC puede ser un
indicio de que es €sta estructura la responsable de sus efectos. El estudio de andlogos
al PEP que sean activadores puede ser, por lo tanto, (itil para identificar y caracterizar
el sitio regulador para el PEP (45).

Esto se pucde relacionar con €l hecho de que la PEPC presenia cooperatividad
homotrépica positiva para Ia unién del PEP, y al parccer esio es resultado de la
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~existencia de varios sitios catalfticos y/o la existencia de uno o més sitios reguladores
alostéricos diferentes al sitio activo y que pueden unir al PEP. (45).

Lowe y Slack (47} describieron que el oxaloacetato actia como inhibidor no
competitivo de la PEPC en concentraciones fisiolégicas. Explican que esta inhibicidn
podrfa funcionar in vivo para prevenir la acumuiacién de oxaloacetato cuando la
disponibilidad de PEP para la reaccién de carboxilacién excede aquélla del NADPH
para la reduccién del oxaloacetato. También Huber y Edwards han reportado (48) que
el aspartato y el malato acttian como un inhibidor no competitivo de la PEPC y dicho
efecto depende de la presencia de Mg2+. Proponen que estos dos compuestos pueden
permitir el balance en las velocidades de los ciclos de Calvin y C4 al inhibir a éste
tiltimo cuando las concentraciones de los dcidos de dicho ciclo son muy altas.

Dentro de esta resefia histdrica conviene mencionar que Wirshing y O'Leary
(49) sintetizaron y caracterizaron enzimdticamente al compuesto Z-3-(fluorometil)-
fosfoenolpiruvato, cuya estructura quimica se muestra en la figura 1.34. Enconlraron
que este compuesto es capaz de inactivar a la PEPC, siendo al parecer el 2-oxo-3-
butenoato !a especie responsable de este fenémeno. Dado que inhibidores
competitivos, como el fosfolactato, no impiden que ocurra esta inactivacién, es
probable que ¢sta no se lleve a cabo en el sitio activo. No se encontraron evidencias de
que el compuesto sea sustrato de la enzima.
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" Fipura 134, Estructuru qufmica del Z-3-NTusrometil-fosfoenolpiruvato
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O'Leary (17) describe también que el matato es un inhibidor (K; = 10,000 pM)
no competitivo de la PEPC del maiz. Igualmente el epoximaleato s un excelente
_inhibidor no competitivo (K; = 40 uM). Las estructuras de estos compuestos se
muestran en la figura 1.35.

N INE e
a4

Figura 1,35, Estructuras quimicas de dos inhibidores no competitivoss . (1) Malato y (2)

[~2)

Epoximaleato,

Segiin este (iltimo autor, existe un "sitio para snalato” al que tanto el malato
como el cpoximaleato se pueden unir. Esto lo concluye a partir de estudios con el 3-
bromopiruvato, el cual es un inhibidor irreversible de la enzima. Si se incuba la
enzima con este compuesto eh presencia de Mn?™, se presenta una inactivacién gradual
de la enzima. El fosfolactato (inhibidor competitivo) no protege a la enzima contra esta
" inactivacién, pero el malato y el epoximaleato sf reducen significativamente la
velocidad de inactivacién. La falta de proteccidn del fosfolactato y la proteccién por
malato y epoximaleato sugieren que el 3-bromopinivato reacciona en ¢l “sitio para
malato”, al parecer de manera no covalente.

Con respecto a lo anterior, Gonzdlez er al (2,7) difieren en sus estudios, ya que
reportaron que ¢l 3-bromopiruvato es un inhibidor competitivo reversible de la PEPC
(K; = 2300 uM), y que es capaz de inactivar completa e irreversibl a la enzima
si se le incuba con ésta, al parecer por una unidn inicial con un grupo sulfhidrilo de la
enzima para formar un complejo reversible enzima-bromopiruvato, para luego alquilar
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a'la enzima. Mencionan igualmente que Ja inactivacién se puede prevenir mediante el

. sustrato 'PEP, con y sin Mg2*, con el inhibidor competitivo fosfoglicolato, y con

" ‘malato (a pH de 7, pero no de 8, donde actia como inhibidor no competitivo (2)). La
glucosa-6-fosfato no tiene efecto protector, El Mg2+ puede incrementar la inactivacién
(a pH de 7), al disminuir la constante de disociacién del complejo formado entre el

- bromopiruvato y la enzima. Reportan también que estudios de inactivacién en funcién
del pH revelan que dos grupos con un pK, cercano a 7.5 son importantes para la unién
de este compuesto a la enzima, siendo probable que se traie de grupos imidazélicos.
Finalmente explican que ¢! 3-bromopiruvato modifica residuos de cisteina en el sitio
activo de la enzima, pues la enzima inactivada tiene menos grupos sulfhidrilo que la
enzima nativa. Al parecer, la inactivacién se inicia con la formacién rdpida de un
complejo no covalente entre el inhibidor y un grupo catiénico en el sitio activo de la
enzima, seguido dé la alquilacién lenta de la proteina.

COMENTARIOS ADICIONALES,

A lo largo de la presente introduccién al tema de nuestra tesis, hemos hecho
hincapié en la existencia de una serie de compuestos quimicos anilogos estructurales al
PEP, sustrato principal de la PEPC. Como se ha mencionado, todos estos compuestos,
algunos inhibidores y otros activadores, han sido caracterizados (en particular los
inhibidores competitivos) en cuanto a su actividad biol6gica moduladora de la actividad
de ia PEPC, lo que ha revelado, de hecho, que el asunto de sus mecanismos de accién
por medio de la interaccidn con sitios especificos en la enzima ¢s bastante complejo.
Al parecer, con excepcién de los inhibidores competitivos que se sabe se unen al sitio
aclivo, no se puede clasificar claramente a los inhibidores (no competitivos) y
activadores en grupos con base en el lugar en el que interactian en la enzima. Esto
impide buscar regularidades y tendencias en sus propiedades moleculares intrinsecas
que expliquen su actividad y/o den informacién confiable del sitio de unién con el que
interactian. Otra cuestion importante que surge es el explicar qué factores estructurales
son los que determinan que un compuesto andlogo al PEP tenga actividad activadora o
inhibitoria en o fuera del sitio activo. Al final de nuestra tesis inclufmos algunos
comentarios en este sentido.

El presente trabajo es el resultado de una primera aproximacidn al.problema de
identificar las propiedades intrinsecas de los inhibidores compelitivos que sean las
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responsables de sus distintos grados de actividad como resultado de la forma y fuerza
de unidn al sitio activo, por el cual compiten con el PEP. Para poder realizar este
estudio, es preciso adentrarse en los conceptos, metodologfas y tendencias de
investigacién de lo que se conoce como relaciones cuantitativas estructura-actividad,
que es nuestro siguiente tema.
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_,RE:LAC‘IVONEVS CUANTITATIVAS ESTRUCTURA-ACTIVIDAD

_GENERALIDADES

Para el comienzo de la década de los sesentas, los cientificos ya habfan
encontrado varios pardmetros relevantes para las relaciones entre las propiedades fisicas
y las propiedades biolégicas de Jas moléculas. Primero se detectS la importancia de la
hidrofobicidad, medida a través del coeficiente de particién, en la potencia de muchos
fdrmacos. Posteriormente se puso de manifiesto que otras propiedades fisicoquimicas
también estaban relacionadas con la actividad de compuestos quimicos, como es el caso
del pK,, el potencial de 6xido-reduccién, la formacién de complejos con metales,
pardmetros cromatogréficos (R, intensidades y frecuencias de absorcidn en espectros
de infrarrojo y ultravioleta, potenciales polarogrdficos de media onda, densidades
electrénicas, momento dipolar, polarizabilidad elcctrénica, actividad superficial,
desplazamientos quimicos en espectros de resonancia magnética nuclear, indices de
conectividad y topoldgicos, etc. Se puede decir que el unico obstdculo inmediato era el
definir los pardmetros significativos de la estructura quimica en términos numéricos.
Se logré otro avance significativo en ¢l estudio de los factores electrdnicos con la
formulacién de Hammelt de sus constantes numdricas (o) para medir cl cfecto
electrénico de los sustituyentes. Su idea la desarroll6 brillantemente Taft, quien definié
constantes o alifdticas y constantes £, estéricas y demostré cémo o puede ser
factorizada en componentes inductivas y de resonancia. Posteriormente se han
desarrollado otros métodos que han permitido un an4lisis topoldgico (conectividad de 1a
unién entre los Alomos), topogrifico (relacidn espacial entre porciones moleculares) y
subestructural de los compuestos quimicos con actividad biol6gica.

Para iniciar este tema se hace preciso distinguir entre la acrividad intrinseca de
un compuesto, que se refiere a su actividad una vez que llega a su sitio de accién (que
se presume se debe a la interaccidn entre una porcidn estructural primordial del
compuesto con un sitio receptor), y su porencia, que lipicamente en farmacologia se
refiere al resultado fisioldgico global final de su accién (50). Para el caso de
compuestos que tengan un mecanismo de accién que involucre una interaccidn
estereoespecifica con un receptor, su actividad intrinseca estd regida por una



combinacién de factores topol6gicos y/o topogrificos (que incluye sus conformaciones
moleculares) y su estructura electrdnica (como es ¢l caso de la distribucién de carga y
otras cantidades asociadas o derivadas de ella); por otro lado, su potencia estar4 regida
k)or una combinacién de su capacidad de llegar al sitio de accién (en general regulado
por la lipofilicidad, para compuestos que tienen que atravesar barreras lipfdicas) y su
actividad intrfnseca. Para el caso de compuestos que tengan un mecanismo de accidn
que no involucre interacciones con receptores, la actividad intr{nseca se rige en general
por una propiedad fisicoquimica especifica, y la potencia se rige por una combinacitn
de su actividad intrinseca y su capacidad para legar al sitio de accidn (la lipofilicidad
puede regular ambas actividades biolégicas para estos casos).

Los métodos empleados en el estudio de relaciones cuantitativas estructura-
actividad o QSAR (siglas en inglés de Quandirarive Structure-Aciivity Relationships) se
caracterizan por tener dos premisas con respecto a la relacién entre la estructura
qufmica y la actividad bioldgica de un compuesto (57). La primera consiste en que uno
puede obtener una medida cuantitativa de la estructura de aquellas propiedades locales o
globales de significado para la actividad bioldgica del compuesto. Las propiedades son
tfpica y usualmente fisicoquimicas (como el pK, o el coeficiente de particion) o
subestructurales (como la presencia o ausencia de ciertos grupos quimicos). La otra
premisa es que uno puede describir estadisticamente la relacién entre la propiedad
bioldgica en estudio y las propiedades moleculares calculadas a partir de la estructura,
En otras palabras, las dos caracterfsticas de los métodos de OSAR son:

(1) Contienen un método para representar la estructura qufmica de un compuesto con
una serie de descriptores numdricos de las propiedades relevantes para la actividad
bioldgica.

(2) Permiten establecer una relacidn cuantitativa entre estos descriptores y las
propiedades biolégicas de los compuestos.

Como podemos observar, la contrivucidn del QSAR no radica tanto en reconocer
que existe una relacién entre las propiedades fisicoqufmicas y las biolégicas de las
moléculas, sino mds bien en cémo descubrir, cuantificar y evalvar las posibles
relaciones.

El método de OSAR mds popular es el método extratermodindmico de Hansch, o
de relaciones lincales de energfa libre (50-61). Esta aproximacidn se fundamenta en la

hipétesis de que el efecto de los sustituyentes en las constantes de velocidad o de
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equilibrio quimicos se pueden describir por medio de términos relacionados con 1a
energfa libre que expliquen contribuciones por factores hidrofébicos, electrostéticos,
estéricos (repulsidn) y de dispersion, Esto se podria sucesivamente relacionar con la
fuerza de interaccidn entre un compucsto y su receptor (u otras biomoléculas) como una
combinacidn aditiva de los efectos de los sustituyentes,

Se supone que el efecto de los sustituyentes en estas interacciones no covalentes
(sin formacién de enlaces) es proporcional a la combinacién aditiva de los valores de
las constantes de Hammett (o), Taft (E;), Hansch (1), y refractividad molar (MR) de
los sustituyentes. La constante ¢ de Hammett de un sustituyente es el logaritmo del
efecto de dicho sustituyente en la constante de disociacién del 4cido benzoico, y es una
medida de los efectos electrénicos. La constante E, de Taft sc obtiene
experimentalmente  de las velocidades relativas de hidrdlisis de ésteres.  Para
sustituyentes esféricamente simétricos ¢S proporcional al radio del sustituyente,
constituyendo asi una medida de los factores estéricos. La constante © de Hansch
representa ¢l efecto del sustituyente en el logaritmo del coeficiente de particién P
octanol/agua, y por tanto mide los efectos hidrofébicos. La refractividad molar se
obtiene del fndice de refraccidn, y parametriza las interacciones de dispersién (debida a
la polarizabilidad de los d4tomos). La proporcionalidad descrita se expresa
matematicamente por medio de la ecuacién de Hansch:

log(l/C)=a+br+cE +dMR+ea

El término log(l/C) sc refiere a la potencia relativa del compuesto andlogo,
donde C es la concentracidn requerida para producir una respuesta bioldgica estdndar.
Los valores de los coeficientes a, b, ¢, d y e se obtienen por un andlisis de regresién
miiltiple. El empleo apropiado de métodos estadisticos para demostrar la existencia de
relaciones entre propiedades fisicoquimicas y actividad biolégica es muy impottante,
pues permite aceptar o rechazar relaciones aparentes, detectar errores y comparar entre
sf relaciones de propiedades fisicas con la actividad. Aun mids, el hecho de tratarse de
regresién miltiple significa que se considera la posibilidad de que sca mds de una
propicdad fisica ia responsable de la actividad bioldgica. El método estadistico de
regresion miltiple provee una medida de (1) si cada cocficiente ¢s significativamente

diferente de cero; (2) el valor del pardmetro 2, que es la fraccion de 1a variacién en Jas

observaciones que explica 1a ecuacion; (3) el valor de s, que es la desviacién estdndar
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de los valores de log(]/C) observados de aquéllos calculados; y (4) 1a prueba F, que es
una medida de la probabilidad (p) de que la correlacién encontrada se deba al azar,
Para la parte estadistica del andlisis de QSAR, sc examinan las posibles ecuaciones de
ios datos para encontrar aquéllas que contengan inicamente términos estadisticamente
significativos que tengan sentido fisico y que no "sobreajusten” los datos. En este
respecto son muy importantes las abservaciones de Klopman (62} en el sentido de que
las correlaciones multiparamétricas donde exisie un ndmero muy alto de variables
independicntes con respecto al niimero de observaciones (compucstos) puceden dar como
resultado modelos que reproduzean bien las tendencias del grupo de dates analizados,
pero que carezcan de valor estadistico (adn cuando tengan un valor accptable del
coeficiente de correlacién) debido al alto nidmero de grados de libertad, por lo que la
correlacidn puede deberse inicamente al azar. Ademds, se presenta cl problema de la
colinealidad de las variables, por lo que el nimero efectivo de variables independientes
es menor; si la ecuacién del modelo final tiene variables muy correlacionadas, es
probable que no se haya logrado obtener una correlacién unica. Un criterio que se
puede seguir cuando se ticne un alto nimero de pardmetros con respecto a las
observaciones, es que el valor de la prucba F que se obticne para el modelo obtenido
debe ser considerablemente mayor que el valor correspondiente a otro modelo cbtenido
cuando se han redistribuido al azar los valores de las variables dependientes entre las
distintas observaciones.

Una de las primeras observaciones en QSAR fue que la relacion entre la
actividad y cl log P no es necesariamente lineal.  Se han encontrado muchas ecuaciones
parabdlicas para log P o x, es decir, que conticnen términos cuadréticos, lo que lleva a
la existencia de valores éptimos del log P (log P,) para la actividad:

log(1’C)=a+bm+b7+cE, +dMR +ec

Un hecho importante con respecto a la existencia de un Jog P dptimo (57,59,63)
para una cierta actividad farmacoldgica es que ésta ditima puede depender de factores
farmacocinéticos (como absorcién y distribucién) en sistemas in viveo, o de la presencia
de lfpidos ajenos, el pH y el pK, en el caso de sistemas in vitro. Esto puede deberse
igualmente al hecho de que al aumentar el log P llega un momento cn que la afinidad
de un compuesto por la fase lipidica (como una membrana biol6gica) es tal que de
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hecho impide que salga de ésta una vez que la penetra, reduciendo la concentracién del
compuesto en la fase acuosa subsiguiente e impidiendo que llegue a su sitio de accién.

) Hay que mencionar que también se han presentado casos donde existe una
.dependencia parabdlica para interacciones ligante-receptor in virro para n y MR, que se
phcde entender en términos del tamafio limitado de sitios hidrofébicos o polares de
unioén, o de un incremento cn el impedimento estérico para 1a unién.

El empleo actual de este método incluye la posibilidad de que la actividad
biolégica dependa no necesariamente del log P o MR global, sino de 7t o MR en un sitio
especifico de la molécula. El empleo de tales descriptores especificos de sitio
concuerda muy bien con el andlisis de ensayos bien caracterizados de unién a receptores
para mapear dichos silios de unién, asf como con el tratamiiento de estereoisémeros
(que implica distinguir sustituycntes con la misma relacién cstercoquimica que el
bidforo de aquéllos con la relacién opuesta). Aqui es importante mencionar que en los
sitios receptores pueden existir regiones anidnicas, catidnicas, dcidas, bdsicas o neutras,
las cuales, junto con la forma fisica del sitio receptor. determinan el tipo de
interacciones y los requerimentos espaciales de los ligantes (53).

Existe una gran cantidad de estudios de correlaciones estructura-actividad donde
se emplea ¢l método de Hansch (59,64-70) para actividades farmacoldgicas in vive y
actividades bioquimicas jn virro,

Casi simultdncamente con el surgimiento del método de Hansch fue publicado el
método de Free-Wilson. En este procedimiento las moléculas no se describen en
términos de propiedades fisicoquimicas, sino mds bien mcdiante un conjunto de
indicadores o variables que denotan exclusivamente 1a presencia o ausencia de ciertos
grupos qufmicos. La premisa que antecede a este método es que al afadir un
sustituyente dado ¢n una posicién en particular en la molécula, se obtiene siempre un
efecto cuantitativamente similar en ia actividad bioldgica del resto de 1a molécula. Esto
es equivalente a decir que Ja actividad bioldgica es la suma de las contribuciones a la
misma por parte de cada sustituyente en la molécula. Este enfoque se puede describir
matemdticamente mediante 1a gcuacién siguiente:
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mn
log(l/ O =x+2.,a,G,

En esta ecuacion, i es el nimero de la posicién del sustituyente, j es el nimero
de 'sustituyentes en dicha posicién particular, m es el nimero total de posiciones para
sustitucién y n es el nimero de sustituyentes. El valor del término @y indica la
presencia (l,j) o ausencia (0,j) del sustituyente if, Los valores de contribucién de
grupo Gj; se obticnen por andlisis de regresidn miiltiple.

Este método sélo puede ser utilizado para series de compuestos con miuiltiples
sitios de sustitucién y sélo si cada sustituyente que se presente en cualquier posicion
estd presente en dicha posicion en cuando menos dos compuestos de la serie. En
algunos casos, las contribuciones de grupo se han correlacionado con las propiedades
fisicoquimicas de los sustituyentes. El método ticne 1a ventaja de que no se regquieren
propiedades fisicoquimicas de los compuestos y tiene Ja desventaja de que no se pucden
hacer predicciones con base en dichas propicdades. No puede ser ajustado a un
conjunto de datos si existe un valor éptimo para alguna propicdad global, ya que
entonces la premisa de que los sustituyentes en cada posicion contribuyen de manera
independiente no puede sostenerse.

Existen ecuaciones hibridas de Hansch/Free-Wilson, donde se afiaden a la
ecuacién de Hansch variables indicadoras que describen la presencia o ausencia de
ciertos grupos (inclusc accploses de enlaces de hidrégeno) en la moléeula. Estas
_variables indicadoras cuantifican aquel efecto de los sustituyentes sobre Ja actividad
biolégica que no puede atribuitsele a las propiedades fisicoquimicas consideradas. En
aquellos casos en los cuales la medicidn bioldgica es la unidn a un receptor, los
coeficientes de las variables indicadoras miden el acoplamiento al receptor sin las
complicaciones debidas a las diferencias en la unién debido a variaciones en las

propiedades fisicoquimicas, ya que se han eliminado estadfsticamente.

Una caracterfstica fundamental de los métodos de QSAR descritos es que son
relativamente rdpidos y fdciles de usar. Los recursos y el tiempo de cémputo y
personal son al menos uno y probablemente dos ordenes de magnitud menores que
aquéllos que se requieren para andlisis de estructura-actividad mediante métodos
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quimico-cudnticos, conformacionales o de modelado molecular grifico, Por estas
razones, los métodos de @SAR se emplean con facilidad en la quimica farmacéutica, la
toxicologfa y la bioquimica, mientras que los otros métodos no se utilizan tanto,

VARIABLES FISICOQUIMICAS DEL MODELO DE HANSCH

Los tres factores fisicos mds imporiantes que afectan la actividad bioldgica son
el tamaiio y forma molecular, la disociacion, la distribucién de carga v la solubilidad.
Una molécula uede ser muy grande para ser absorbida, transportada o translocada
apropiadamente.  En el caso de unién a receptores, dicha interaccién depende
criticamente de la arquitectura tanto del liganie como del sitio receptor. Se ha
postulado (53) que para que un sustrato se¢ combine efectivamente con su enzima
(receptor), ademds de tencr la conformacién apropiada, deben existir la
estereocompatibilidad apropiada y una adaptacién mutua en lo que concierne a forma y
distribucidn de carga. Para el caso de fdarmacos liposolubles, éstos generalmente
atraviesan las membranas celulares al disolverse en cllas y pasan a la fase acuosa
intracelular.  Muchos fdrmacos son electrolitos orgdnicos débiles, presentes en dos
formas en equilibrio y de las cuales sélo la forma no disociada es liposoluble. Por lo
tanto, los compuestos solubles en agua que se disocian por completo o que tienen
formas no ionizadas no liposolubles, sc absorben muy pobremente, De hecho todas las
caracleristicas  estructurales moleculares (distancias interatémicas, conformacidn
geométrica y estereoquimica, rigidez y flexibilidad, distribucidn de carga, etc.) son
factores que influyen en la actividad biolégica, por lo que se hace necesario un
esquema que permita separar las contribuciones de cada uno de ellos.

El trabajo de Hammett y sus sucesores (36) se inicié cuando consideraron la
posibilidad de obtener conclusiones acerca de los requerimentos electrénicos y estéricos
de una reaceién dada a partir del andlisis de las perturbaciones que sufre un centro de
reaccion como tesultado de la presencia de distintos sustituyentes, Hammett fue el
primero en demostrar que es posible predecir los valores de pK, de los dcidos
benzoicos sustituidos como funcidn de la capacidad de los distintos sustituyentes unidos
al anillo bencénico de donar o atraer electrones del grupo carboxilo, Fue capaz de
extender estos resultados a otras reacciones y otras series de compuestos al utilizar las
mismas constantes de sustituyentes que habia obtenido de la serie de dcidos benzoicos.
En 1935 se propuso la definicién de 1a constante de Hammer o: '
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o=logKy —logKy,

donde Kj; es 1a constante de disociacion del dcido benzoico en agua a 25°C y Kyesha
constante de disociacién para el derivado mera- o para-sustituido en las mismas
condiciones experimentales. Valores positivos de o indican que el sustituycnle es
eleciroatrayente en el anillo aromético (como un grupo nitro) y valores negativos de o
indican que ¢l sustituyente es elecrrodonador (como un grupo meloxi). La tan famosa
ecuacién de Hammett sc expresa como:

logky = po+logk,,

donde 4 puede ser una constante de velocidad o de equilibrio para un centro de reaccidn
normalmente aislado de interacciones por resonancia con el anillo aromdtico. La
pendiente p es una medida de !a sensibilidad de tal reaccién al efecto electrénico de X
comparado con el efecto del sustituyenle en la disociacién de dcidos benzoicos donde,
por definicién, p = 1.0 en las condiciones ya descritas. La ccuacion de Hammett
establece que el efecto electrénico de los sustituyentes en 1a disociacién de los dcidos
benzoicos se puede emplear como un modelo del efecto de los sustituyentes en otros
centros de reaccidn unidos a sistemas aromdticos. Dicha ecuacidn no es vélida para
sustituyentes en posicién orro que ejercen un efecto estérico ¢n el centro de reaccién.
Se considera asimismo que las constantes o de distintos sustituyentes son aditivas.

Las constantes o son dependientes de 1a posicién, pues la o para un sustituyente
en posicién mera (o) es diferente de aquélla para uno en posicién para (o).
Asimismo se han determinado varias constantes o secundarias para reacciones distintas
a la disociacién de 4cidos benzoicos, asf como para otros disolventes. Existe una
considerable variacién en las o determinadas en sistemas distintos, por la influencia del
ambiente quimico de cada sistema.

Cuando los efectos clecirdnicos de un sustituyente en un sistema de reaccién son
andlogos a su efecto en el dcido benzoico, se encucntran excelentes correlaciones con
fas constantes o simples de Hammett, pero hay varias instancias donde la ecuacién de
Hammett falla. Cuando los centros de sustitucién y de reaccidn estdn en contacto
(como con un sustituyente en orto), los efectos estéricos provocan desviaciones. La
principal causa de vanacién ocurre cuando los sustituyentes se hallan directamente
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conjugados con el centro de reaccién, pues dichas interacciones pueden facilitar o
impedir grandemente la formacién de! estado de transicién. Se han definido constantes
¢” que son de mayor magnitud que las o normales debido a que se calcularon con base
en sistemas con grupos que tienen pares libres conjugados por resonancia que facilitan
que los suslituyentes puedan atraer con mayor facilidad los electrones del sistema
aromitico, como es el caso de fenoles o anilinas sustitufdas. Tales interacciones por
resonancia no son importantes para sustituyentes no conjugados (como aquéllos en
posicidn mera), y para ellos su o- es aproximadamente igual a 6. Se definié también el
pardmetro ¢+ con una magnitud menor que la o estdndar debido a que s calculan en
sistemas donde existe una carga positiva deslocalizada entre el sustituyente y el centro
de reaccidn, lo que facilita la donacién de electrones por parte del sustituyente. Para
este caso se tiene que la ot es aproximadamente igual a G, para sustituyentes
electroatrayentes.  Finalmente podemos mencionar la creacién de la constante o® para
sistemas donde el centro de reaccién y los sustituyentes estdn aislados de interacciones
por resonancia, como es ¢l caso de los dcidos fenilacéticos sustituidos.

Taft contribuyd de forma importante al definir la constante inductiva (polar) o*:

o = ig[log(1) 5 — log (%), |

En esta ecuacién, ky es la constante de velocidad para la hidrdlisis de ésteres del tipo
X-CH,COOR y &y es la constante de velocidad de hidrélisis para la molécula donde
X=H. B serefiere a la hidrélisis en condiciones bsicas mientras que A se refiere a la
-hidrdlisis en condiciones dcidas. La premisa subyacente en esta ecuacién es que la
velocidad de hidrélisis bdsica depende de los efectos inductivos y estéricos de X,
mientras que la hidrélisis 4cida sdlo es influida por los efectos estéricos de X para llegar
al estado de transicién. Por lo tanto, la resta indicada en la ccuacién deja solo al efecto
polar de X. El principal problema con esto es que los estados de transicién para ambos
tipos de hidrélisis son obviamente diferentes en cuanto a la presencia de cargas y la
forma en que estdn solvatados.

Se puede estudiar el efecto inductivo de los sustituyentes como el resultado de
dos acciones: el efecto mediado a través de los enlaces quimicos (efecto inductivo
estdtico) y cl efecto clectrostdtico a través del espacio (efecto inductivo de campo); sin
embargo, no ha sido posible encontrar la manera adecuada de separar ambos efectos.
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Por ‘otro lado, se han hecho estudios para separar el efecto inductivo (polar) de la
componente de resonancia en los efectos electrénicos de los sustituyentes.  Una
_posibilidad 1a constituyd la propuesta de Taft de considerar que la @ se podfa ver como
1a suma de los efectos inductivos polares y de resonancia (o = g; + op), por lo que al
conocerse o, se podrfa calcular el efecto de resonancia como og = Op - 6; ya que Gp
tiene una componente de resonancia mucho mayor que ©,,. Posteriormente se han
definido constantes polares (7) y de resonancia (£) y otras variantes de cllas.

La repulsién por fuerzas estéricas es aquélla que mantiene distancias apropiadas
de contacto entre dtomos vecinos, Se logré describir por primera vez con éxito el
efecto estérico de los sustituyentes mediante la definicién de la constante de Taft (Ey)

(71):
Eg = log(35),,

donde k se refiere a la constante de velocidad de la hidrélisis dcida (A) para ésteres del
tipo X-CH,COOR. El tamaiio del grupo X afecta la obtencidn del estado de transicién
por parte del agua. Esta definicién, como ya vimos, asume que el efecto electrénico de
fos sustituyentes X se pucde despreciar. Por lo tanto, E; = 0 cuando X = H, es decir,
cuando el grupo unido al éster es un metilo. La constante E; es negativa para grupos
que dificultan la hidrdlisis, Se han introducido constantes de Taft corregidas con base
en el nimero de hidrégenos presentes en el carbono a al éster ya que presumiblemente
afectan la velocidad de hidrélisis mediante hiperconjugacion.

Al parecer se ha encontrado una correlacién entre E; y el radio de van der

Waals del sustituyente. Con base en esto, posteriormente se definié el pardmetro
estérico de Charton (vx) sin tomar en cuenta ningtin sistema de reaccién:

Vx = hx — Ny

donde ryy es el radio minimo de van der Waals para ¢! sustituyente simétrico X y roy
es el radio de van der Waals del hidrégeno.

El principal problema con la definicién de los pardmetros estéricos es que
describen efectos en sistemas de reaccién orgdnicos que son mucho mds simples que los
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efectos que pueden haber en la interaccién de compuestos qufmicos con receptores
macromoleculares, por lo que la racionalizacion de los efectos estéricos en sistemas
bioqufmicos con estos descriptores es limitada. Se han hecho intentos por resolver esto
mediante el cdlculo de los requerimentos estéricos de un sustituyente con base en
dimensiones espaciales definidas {radios de van der Waals, distancias y dngulos de
enlace estdndares, etc.).

E! concepto de interacciones hidrofébicas se fundamenta en la ideca de que la
presencia de estructuras apolares en el agua provoca que moléculas de ésta uitima
rodeen Jaxamente a dichos solutos, Cuando los solutos recubiertos de estos ctimulos de
agua se particionan a un disolvente no polar, se eliminan las moléculas de agua unidas
débilmente. El incremento en la entropia resultante se ha considerado como la fuerza
motora principal para el AG de procesos de transferencia de una fase acuosa a una no
polar. Esta misma consideracidn se puede hacer para el caso de la interaccién de un
ligante con un receptor rodcado de moléculas de agua mds o menos ordenadas (y por lo
tanto en un estado de energia mayor que en solucién libre), donde se liberan moléculas
de agua con un cambio de energfa proporcional a la encrgfa de estabilizacién del
complejo ligante-receptor formado.

Se ha utilizado siempre al /og P como la medida natural de la hidrofobicidad de
una molécula entera, pero se sabe que de hecho sélo ciertos sustituyentes en una
molécula interactian hidrofébicamente con un biosistema dado. Se ha definido la
constante de Hansch (n) para caracterizar la hidrofobicidad de los sustituyentes
(59.60,61,72).

7y =log Py ~logF,

donde Py es el coeficiente de particidn del compuesto sustituido y Py es el coeficiente
de particién del compuesto padre. Un valor positivo para r indica que, relativo a #, el
sustituyente favorece la permanencia en la fase orgdnica, y un valor negativo de n
indica que tiene un cardcter hidrofilico con respecto a AH.

Una contribucidn importante de Hansch y Fujita (51,52) es Ia de reconocer que

el coeficiente de particidn es una propiedad constitutiva aditiva,.es decir,-que-puede sef”™”
calculada a partir de los valores de compuestos relacionados a partir de los valores & de
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los sustituyentes involucrados o mediante el método de fragmentos desarroliado por
ellos (72,56},

Alin existe confusién con respecto al papel que las fuerzas de van der Waals
(incluyendo efectos estéricos y de atraccién por dispersién) y las fuerzas hidrofébicas
tienen en ‘las interacciones de compuestos orgdnicos con enzimas (73). Todo parece
indicar que estas fuerzas juegan un papel crucial en los procesos tempranos de
reconocimiento  ligante-receptor, antes de que intervengan los  factores
estereoelectrénicos. Al parecer, las fuerzas hidrofébicas son de 10 a 100 veces mds
fuertes que las fuerzas de van der Waals que operan en ausencia de cualquier estructura
inducida por una superficie en el agua. La magnitud de la interaccién atractiva es pues
funcién del grado de hidrofobicidad de la superficie. Por lo tanto, parece razonable
que el log P (o 1t} y 1a refractividad molar MR permitan evaluar superficies puramente
polares o hidrofébicas. En esic sentido, se afirma que los efectos electrénicos de los
sustituyentes son aquéllos que modela la constante o cuando es ortogonal
(independicente) a wt, y cuando MR también es ortogonal, representa los impedimentos
estéricos y fuerzas de tipo van der Waals. En la interpretacién del efecto hidrofébico
en intcracciones ligante-proteina, se supone que éste ¢s equivalente a la energifa libre de
desolvatacién de un lado de una cadena (alquilica, tipicamente) y de una cantidad
equivalente en la superficie de la protefna, por lo que sc puede aproximar como
equivalente a la cantidad de agua involucrada en la hidratacién hidrofébica de dicha
cadena.

Un estudio inicial por Pauling y Pressman (56,74} sobre la interacciones de
haptenos con anticuerpos macromoleculares sugiere que las fuerzas de dispersién tienen
un rol clave y que éstas se pueden modelar por la refractividad molar de los
sustituyentes. Destacaron que MR se relaciona con las fuerzas de dispersién de London
entre moléculas neutras, las cuales son el resultado de la polarizacidn de cada molécula
en el campo eléctrico rdpidamente cambiante que surge de las distribuciones
instantdneas de los electrones y nicleos de otra molécula. Se describe esta relacidn
mediante las siguientes ecuaciones:

_S3aa, , L

E
2r¢ I+1,
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MR = 4N

En la primera ccuacién, E es 1a energfa de cohesién entre dos dtomos a y b, cuyas
polarizabilidades estdn representadas por ., r es la distancia entre a y b e / es el
potencial de ionizacién. En la segunda ecuacién se muestra la relacién entre MR y o'y,
por.lo tanto, la relacién entre MR y E; N es el nimero de Avogadro.

Experimentalmente, MR se obtiene mediante la ecuacién de Lorentz-Lorentz:

d

donde n es el fndice de refraccion, ¢ es la densidad y MW es el peso molecular del
compuesto. Dado que MR es una propiedad aditiva de las moléculas, se pueden
obtener valores para fragmentos o sustituyentes.

No es tan simple la relacién entre MR y E, ya que no es posible medir el
potencial de ionizacién para los ligantcs debido a que en general no se conoce la forma
en que se unen a las macromoléculas y, de hecho, no es posible conocer el potencial de
lomzacnén para un sitio receptor desconocido; igualmente no se puede aproximar

la di ia r. Pauling y Pressman propusicron que todos estos
pardmetros se tomaran como constantes y que el log K (donde K es la constante de
unién) debiera de estar rclacionado de forma aproximadamente lineal con MR.

Se acepla que un coeficiente positivo para AR en una ecuacién de correlacién
sugiere una unidn al receptor mediada por fuerzas de dispersién. Dicha unién podria
producir un cambio conformacional subsiguiente en el sitio receptor que, de favorecer
la unién, darfa un coeficiente positivo para MR y, si no, un coceficiente negativo.

Otra posible interpretacién del papel de MR en este tipo de correlaciones
consiste en suponer que lo que esta constante modela es Ia interaccién de grupos
sustituyentes de un ligante (polares o apolares) con regiones polares del sitio receptor
en procesos en los que el agua de solvatacién, tanto del ligante como del receptor, no
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se elimina por completo. Esta conclusion se ha obtenido con base en: muchos e:
de correlaciones estructura-actividad donde se ha podido conocer 1a estructura
receptor por medio de estudios cristalogrdficos de rayos X. =

APORTACIONES Y LIMITACIONES DEL QSAR

El principal objetivo de establecer relaciones cuantitativas estructura-actividad
radica en predecir la actividad biolégica de nuevos compuestos antes de que éstos sean
siquiera sintetizados. Esto convierte al OSAR en un arma muy potente de la farmacia y
la bioqufmica, pues hace innecesario pasar por las a menudo dificiles etapas de sfntesis
de nuevos compuestos qufmicos, los cuales muchas veces resulla que no poseen las
propiedades bioldgicas que se desean y se convierten en una pérdida de tiempo y
recursos. Basta recordar aqui que se ha estimado que se consigue encontrar un formaco
Gtil de entre 200,000 compuestos nuevos. Ahora se busca sintetizar sélo aquéllos
compuestos cuya actividad bioldgica (y por lo tanto, utilidad) ya ha sido estimada
previamente.

Un logro importante de! QSAR, ligado al punto anterior, estd en el disefio de
mejores scries de compuestos quimicos para incrementar la posibilidad de que los
andlogos estudiados revelen alguna correlacidn estructura-actividad (5/,52). Esta
planeacién resulta en una alta probabilidad de encontrar una combinacién de
propiedades que permitan optimizar la actividad. Los andlogos deben variar
sustancialmente en cada una de las propiedades propuestas como importantes para la
determinacién de la actividad. La variacidn en cada propicdad debe ser independiente
de la variacién de otras propiedades. Aquf es muy importante tomar en cuenta que al
disefiar una serie es importante minimizar la colincalidad de los pardmetros elegidos (se
mide a través de la matriz de correlacién cuadrdtica), maximizar la variancia de los
datos que se explican y mapear el espacio de sustituyentes con el menor nimero de
compuestos qufmicos. Por supuesto, no deben perderse de vista las dificultades
involucradas en la sintesis de compuestos quimicos, con el fin de no disminuir la
eficiencia en la investigacién. Estas estrategias y criterios para el disefio de series de
compuestos también pueden aplicarse para probar hipdtesis fundamentadas en
propiedades conformacionales, quimico-cudnticas o subestructurales.
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Uno d'e los conceptos importantes en quimica farmacdutica es que ciertos pares
de sustituyentes pucden scr bioequivalentes o bioisostéricos (51-53), ya que los
compuestos que los poseen tienen el mismo tipo (e incluso el mismo grado) de efecto
biolégico. Durante muchos afios el bioisosterismo fue una idea cualitativa e intuitiva,
pero las parametrizaciones de QSAR de los sustituyentes permiten cuantificar ahora
dicha similitud.

Se considera frecter que las moldculas que interactiian con receptores
{como férmacos ¢ inhibidores enzimdticos) consisten de dos partes: un biéforo (o
farmacéforo al hablar de firmacos) que interactia directamente con el receptor, y
regiones accesorias que se pueden modificar estructuralmente sin destruir Ja interaccién
esencial con el receplor (tales modificaciones, sin embargo, si modifican la fuerza de
dicha interaccién). Por lo 1anto, si las sustituciones ocurren en regiones accesorias de
1a molécula o si al menos todos los andlogos se unen en una orientacién comparable, es
posible derivar un QSAR de la interaccién molécula-receptor. Este QSAR permitirfa
describir en términos cuantitativos las fuerzas involucradas en dicha interaccién y
proveer, de manera indirecta, informacién sobre la topologfa del receptor. Esto se
relaciona con la teorfa (53) de que en la superficie de las enzimas existen sitios de una
cierta conformacién, cspaciamiento y afinidad qufmica (sitios activos), tales que
cualquier molécula que tenga una forma que sea la imagen complementaria del sitio
receptor en la cnzima y que tenga los grupos quimicos adecuados, puede interactuar
con la enzima.  Asf por cjemplo, se acepta que los pardmetros hidrofébicos
convencionales dan informacién acerca de las regiones polares e hidrofébicas de la
superficie de las proteinas (73); se encuentra que los dtomos de carbono son
hidrofdbicos, mientras que los dtomos de oxigeno y nitrégeno son hidrofflicos. Al
parecer, una contribucién positiva de la refractividad molar se correlaciona con la
presencia de grupos de polaridad intermedia, como es el caso de dtomos de carbono
unidos a grupos electroatrayentes (lo que reduce su hidrofobicidad), o bien puede
indicar que los sustituycntes permiten una mejor ubicacién del ligante en el receptor;
por otro lado, una contribucidn negativa es sciial de impedimento estérico, ya sea
directo o a través de un cambio conformacional en el receptor (75).

La combinacién de cdlculos de QSAR con andlisis de difraccién de rayos X de
biorreceptores ha resultado ser muy Otil (69,73). La estructura cristalina detallada del
sitio de unién propuesto revela qué regiones son lidrofébicas, cudles estdn ionizadas, y
cuiles estdn abiertas. Un (SA4R cxitoso, por otro lado, puede sugerir en qué posiciones
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de la moléecula un aumento de la hidrofobicidad incrementa la unidn, cémo los cambios
en la fuerza de puentes de hidrdgeno potenciales atectan la unidn, etc.  Con ¢l empleo
de las modernas y sofisticadas gréficas por computadora es posible integrar ambos tipos
de informacién. Para ciertas series de compuestos, puede ser necesario integrar las
consideraciones conformacionales y/o los cdlculos de energfa potencial en la simulacidn
del] acercamiento del compuesto al receptor. Esta aproximacién combinada resulta ser
1a manera m4s adecuada de corregir la frecuente deficiencia del QSAR para tomar en
cuenta la forma tridimensional de las moléculas. La visidn de la interaccidn molécuia-
receptor puede ser de utilidad para decidir qué pardmetros electronicos son impornantes.

Otra aportacion del QSAR consiste en la factibilidad de desarrollar modelos
cuantitativos y predictivos de los diferentes procesos farmacocinéticos (como son
absorcién, distribucién, biotransformacién y eliminacién), que tradicionalmente se ha
pensado que son menos sensibles a la influencia de la estructura molecular que las
interacciones con un receptor (57).

A pesar de todo, puede ocurrir que una ecuacidn de QSAR no logre predecir
adecuadamente la actividad de un anflogo nuevo (51). Una falla seria puede
presentarse cuando la propiedades fisicas sobre las cuales se fundamenté la prediccién
no son las que verdaderamente determinan la actividad. Sin embargo, los problemas de
prediccién f)uedcn también deberse al menos a tres situaciones prevenibles:

(1) La prediccién se basé en una serie de compuestos mal disefiada o en una ecuacién
invélida o ambigua.

(2) Se realizé una extrapolacién por fucra de los intervalos de las propiedades fisicas
representadas por los sustituyentes originalmente estudiados.

(3) Las condiciones de las pruebas biol6gicas eran diferentes.

El QSAR presenta sin duda varias limitaciones, en general debidas a la falta de
un procedimiento absoluto para describir las moléculas, pues en realidad no es sencillo
transformar una estructura tridimensional ¢n un conjunto de mimeros que describan la
afinidad potencial por un receptor y la habilidad para desencadenar un evento
bioquimico, asf como la afinidad por los diferentes sistemas de transporte activo y
pasivo que un compuesto (tfpicamente un farmaco) debe atravesar. El origen de esta
dificultad radica cn la falta de un e fimiento  fund. I de como describir
cuantitativamenie los efectos de los sustituyentes en las interacciones intermoleculares

no covalentes.
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; En realidad, el QSAR sélo es capaz de proveer de informacién indirecta acerca
de as'pec‘los tridimensionales de las interacciones con receptores. Aunque existen
consideraciones tridimensionales implicitas en el empleo de E; y en la factorizacién de
n y MR, no existen descriptores disefiados especfficamente para describir 1a variacién
en conformacién, flexibilidad conformacional y otros aspectos tridimensionales. Esto
constituye una limitante, pues muchos fdrmacos y sus receptores son objetos
tridimensionales con una distribucidn espacial de sus propiedades quimicas, y la
interaccién entre ellos involucra una cierta complementariedad que puede incluir una
mutua adaptacién conformacional en el momento de Ia interaccién.

De hecho, la propia parametrizacién del efecto de los sustituyentes cn la
hidrofobicidad, que pareciera ser relativamente simple, resulta estar caracterizada por
una larga lista de reglas empfricas, términos de interaccién y ajustes especiales, que
llega a dificultar el proceso de scleccién de descriptores adecuados para la
hidrofobicidad.

La descripcién numérica de los efectos electrénicos de los sustituyentes conlleva
serios problemas (57). Los sustituyentes pueden modificar tanto el grado de ionizacién
de la molécula (alterando la cantidad de especie interactuante disponible para el
receptor) como la distribucién de la carga (alterando la fuerza de unién al receptor).
Esto dificulta analizar estos distinlos efectos competitivos para interpretar
adecuadamente los datos. Un segundo problema con las propiedades electrénicas de las
moléculas es que g | no se conocen los detalles de la qufmica de la
interaccién con el receptor y, por lo tanto, no estd definido ¢l tipo de parémetro
necesario para modelar esta interaccién. En principio, los cdlculos quimico-cudnticos
pueden ser aqui de utilidad, siempre y cuando se conozca qué dtomos estdn
involucrados y la naturaleza de la interaccién.

Finalmente, se tienen problemas con la medicién precisa de las propiedades
bioldgicas de interés (5/). Dado que el método de QSAR depende criticamente de la
cuantificacién de la respuesta bioldgica, cualquier deficiencia en este sentido se refleja
en ¢l OSAR. Obviamente, se estaria trabajando en vano si se trata de mapear un
receptor por medio de compuestos quimicos que se unen de formas diferentes al
receptor 0 que se unen a receptores diferentes.  Un segundo problema surge si la
respuesta bioldgica medida es el resultado complejo de varios procesos. Por ejemplo,
muchas interacciones farmaco-receptor involucran la unién del firmaco y luego
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cambios conformacionales en el formaco y el receptor para activar alguna respuesta. EI
efecto de los sustituyentes podria estar en uno o ambos procesos: si no se miden
independi Iquier OSAR serfa ambiguo en este punto. El problema es que

‘uno puede no saber que se estdn lievando a cabo varios procesos y, por lo tanto, puede
interpretar un QSAR de forma incorrecta.

ENFOQUES RECIENTES EN QSAR

Se han implementado diferentes métodos matemdticos para su aplicacién en
problemas de QSAR (50,51,54,76-85). En la actualidad se utilizan rutinariamente
métodos como ¢l andlisis de cimulos, de componentes principales, factorial, de
discriminante y de regresién no lincal, asi como téenicas de reconocimiento de patrones
y redes neuronales. Estos métodos amplian el campo de investigacién para explorar (1)
respuestas biolégicas del tipo activo/inactivo, (2) 1a refacién entre o la independencia de
propiedades fisicas y biolégicas, (3) la relacién entre moléculas determinada por sus
propicdades fisicoquimicas o subestructurales y (4) relaciones no lineales no parabélicas
entre la actividad y una propiedad molecular. Por ejemplo, el andlisis de ciimulos es
una técnica matemdtica de clasificacién que busca conjuntos similares de datos; la
similitud se define en términos de la “distancia® entre puntos que representan los
objetos (como los compuestos) en un espacio de variables multidimensional, El
andlisis de discriminantes, a su vez, busca una ecuacién lineal que pueda ser utilizada
para ubicar un dato en cualquicra de dos clases (como activo e inactivo); en términos
geométricos, esto significa definir un hiperplano que bisecte ptimamente un espacio de
datos multidimensional, donde cada compuesto quimico se representa por un punto
cuyas coordenadas son los valores de sus descriptores moleculares. Por su parte, el
andlisis de componentes principales permite una reduccién de los datos: de las n
variables originales (correlacionadas entre si) se construyen por medio de una
transformacidn lineal # variables nuevas (llamadas componentes) no correlacionadas; el
primer componente principal se construye de tal manera que explique la mayor cantidad
posible de la variacién en los datos y ¢l segundo componente principal se obtiene de tal
forma que no esté correlacionado con el primero y que explique la mayor parte posible
de la variancia no explicada por éste, y asi sucesivamente con los siguientes
componentes. Generalmente los primeros dos o tres componentes explican Ia mayor
parte de la variancia, por lo que los restantes no son significativos; de esta forma, el
conjunto inicial n-dimensional se reduce a un espacio de dos o tres dimensiones. E!
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“estudio de la contribucién de las variables originales en los componentes principales
permile interpretar a éstos \iltimos como propiedades subyacentes que estaban ocuitas
en los datos originales y que se pueden aproximar por una o mds variables. En el caso
de reconocimicnto de patrones, se dispone de métodos para identificar, tabular y
analizar los fragmentos estructurales dentro de un grupo de moléculas, con el fin de
clasificarlos como activos o inactivos; se procede a un andlisis estadfstico de la
distribucién de dichos fragmentos en las moléculas con base en una distribucién
binomial. Se considera que un fragmento es irrelevante para la actividad si su
distribucién es homogéneca entre las moléculas activas e inactivas; cualquier
discrepancia con este comportamiento se toma en cuenta para asignar relevancia a la
actividad para dicho fragmento. En todos estos métodos es importante que se cumplan
dos condiciones para que los resultados scan significativos y no se deban al azar: el
nimero de compuestos estudiados debe ser al menos tres veces mayor que el nimero de
descriptores moleculares considerados, y el mimero de compuestos en la categorfa
(activos o inactivos) menos poblada debe exceder igualmente al mimero de descriptores
moleculares.

Por otro lado, el desarrollo de las computadoras ha permitido un rdpido avance
en varios rubros (5/,69,86,87):
(1) Modelado molecular, que permite la generacién, manipulacién, representacién y
comparacién de la estructura tridimensional de tas moléculas y sus propiedades
fisicoqufmicas. También se aplica para modelar 1a unién ligante-receptor, lo que
permite explicar los términos del QSAR por medio de las interacciones identificadas en
la visualizacién gréfica de la geometrfa de la unién.
(2) Diseiio de formacos por medio de computadoras, en donde se han antomatizado las
técnicas de QSAR (como la de Hansch) y otros enfogues como el andlisis
conformacional y la quimica cudntica, aunados a programas matemdticos para el
andlisis exhaustivo de los datos generados.
(3) Qufmica computacional, que permite el modelado cuantitativo del comportamiento
quimico de las moléculas con base en los formalismos de la quimica teérica. Aquf es
niuy importante mencionar el andlisis conformacional (que permite calcular la energfa
relativa asociada con cada conformacidn de las moléculas), que se puede realizar con
técnicas de mecdnica molecular ylo de mecdnica cudntica.

El andlisis conformacional busca encontrar las conformaciones de una molécula
que tienen baja energfa, ya que son las que més probablemente se adopten. Existen dos
formas de buscar los estados moleculares termodindmicamente estables. Una consiste
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en variar sistemiticamente cada uno de los grados de libertad (distancia de enlace,
dngulos de enlace, rotaciones torsionales) y calcular la energia conformacional
correspondiente; esto permite {ocalizar de forma aproximada todos los estados estables
para unos cuantos grados de libertad. Otra consiste en minimizar la energia como
funcién de todos los grados de libertad, lo que permite localizar minimos de forma
precisa pero no necesariamente localiza todos los estados estables. Lo mds adecuado
parece ser una combinacion de ambos métodos. En todo caso, lo que en realidad se
busca es la conformacidn activa, es decir, aquélla conformacién de la molécula que es
critica para que sc exprese su actividad bioldgica. En este rubro, la eleccion de un
método quimico-cudntico en virtud de su precision pasa a scgundo plano, pues lo
importante es conocer si la conformacidn preferida por una molécula aislada es la que
participa en Ia interaccién con su receptor. Las diferencias en energia entre minimos
conformacionales son generalmente de sélo algunas kilocalorias y pueden ser mds que
compensadas por la encrgfa de interaccidn entre el ligante y el receptor (54). Por lo
tanto, puede ser mds importante delinear la naturaleza y magnitud de las barreras
conformacionales que conocer al detalle las configuraciones de los minimos de energfa.

También se ha utilizado la informacidén obtenida experimentalmente de la
estructura cristalina de los compuestos qufmicos (80) para inferir una conformacién de
baja energfa. Sin embargo, el problema radica en resolver si la posicién de los dtomos
permanece igual en solucién (acuosa o lipidica). Se ha obtenido una mayor
informacién al respecto con estudios de resonancia magnética nuclear y de microondas
de las barreras rotacionales. En este sentido, se pueden emplear métodos quimico-
cuénticos para el cdlculo de las barreras rotacionales (88), mediante minimizaciones de
energfa para conformaciones con cambios sucesivos en algin dngulo de rotacién o
dihedral, a fin de obtener gréficas de calor de formacién contra el valor de dicho
dngulo.

La qufmica cudntica goza ya de alta estima en la investigacién de los
conférmeros estables a través del célculo de las propiedades clectrénicas de las
moléculas (50,89).  Existen muchas propiedades que son dependientes de la
conformacién molecular, como son la densidad de carga atémica, los niveles de energfa
de los orbitales moleculares, el momento dipolar, etc. Las estimaciones mds realistas
de estas propiedades se asocian con los conférmeros de baja energfa. Sin embargo, hay
que recordar que en general todos los métodos hasta ahora mencionados consideran a
las moléculas en estudio aisladas y libres de interacciones con el disolvente (u otras
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moléculas que pudieran estar presentes en las biofases) que, como se sabe, introducen
modificaciones considerables en Ja conformacién y en la reactividad de las moléculas
aisladas. En esle sentido, el andlisis conformacional que s¢ puede realizar de [a forma
ya descrita constituye en realidad sélo una primera aproximacién al problema.

Otra propicdad importante que ha cobrado auge es el campo de energfa
potencial electrostitica molecular que se genera en torno a una conformacién particular
de una molécula en virtud de Ja distribucién de carga, y que se emplca para mapear los
sitios receptores y/o comparar moléculas entre sf . Esto se debe a que la unidn entre un
ligante y su receptor involucra interacciones no covalentes de largo alcance (a distancias
mayores que aquéllas de enlace), por lo que su afinidad no se debe sélo a su
complementariedad conformacional, sino también a la complementariedad en el campo
total generado por la densidad de carga en el ligante. Se han utilizado medidas
numéricas de la similitud y diferencias entre campos de potencial en andlisis de QSAR .

Dentro del campo de la quimica computacional podemos incluir el estudio
combinado de la conformacién y el tamafio de las moléculas, por medio de términos
como el volumen de van der Waals y la superficie de acceso al disolvente. El
modelado grdfico de estas propiedades es de gran valor para obtener informacién visual
acerca de la complementariedad estérica de ligantes con sus sitios receptores. Por otro
lado, ¢l empleo de computadoras permite comparar y encontrar similitudes y
diferencias en la forma molecular de compuestos quimicos mediante los mismos
procedimientos grdficos; también se han desarrollado métodos numéricos para
minimizar las distancias entre pares especificos de dtomos, para maximizar los
voliimenes de traslape estérico, etc., por técnicas de superposicién de las moléculas en
sus distintas conformaciones.

Se ha desarroliado también el concepto de potencial de lipofilicidad molecular o
MLP (90.97) con el fin de extender la representacién “unidimensional” de la
lipofilicidad del coeficiente de particién a una propiedad que tome en cuenta las
propiedades estercoquimicas y conformacionales de las moléculas, algo de particular
importancia al hablar, por ejemplo, de interacciones intermoleculares con receptores.
E! MLP considera que 1a lipofilicidad es una propiedad distribufda en todo el espacio
que rodea las distintas partes de las moléculas, lo que permite identificar regiones
lipofilicas ¢ hidrofilicas. E! ALP se ha definido como:



IogP Zf

MLP =
1+d; I +d,

donde se’ considera que el log P se puede expresar como la suma de n fragmentos
hidrofébicos independientes, y se pretende describir la influencia (potencial de
lipofilicidad) de una molécula en un disolvente como Ia suma de los efectos de cada
fragmento 7 sobre cada punto M del espacio a una distancia ;. Para valorar y
comparar el campo de lipofilicidad de varios compuestos en una misma escala se define
una funcién de probabilidad PL:

1 OMLP

T

que implica que el valor de PL en cualquier punto del espacio que rodea a una molécuia
en un disolvente de baja polaridad es la probabilidad de que exista ahi una molécula de
disolvente lipofilico.

Los cdlculos de energfas intermoleculares para buscar interacciones moleculares
estables constituyen el estado del arte en la quimica computacional (5/,89). Se podrfa
calcular la constante de unidn de un ligante a un receptor macromolecular, si bien los
procesos de solvatacién/desolvatacién involucrados y el alto mimero de grados
geométricos de libertad existentes hacen dificil la tarea.

Finalmente, existen varias investigaciones (89,92,93,94) donde se busca una
reinterpretacién de las constantes de Hammett, Taft y Hansch en términos de variables
de estructura electrénica calculadas por métodos quimico-cudnticos (ya sea métodos
semlcmpfncos como MNDO o mélodos ab initio). En este sentido, se han encontrado
cor i lincales de o con densidades y/o energfas de localizacién de electrones m.
Igualmente se han tratado de describir los efectos de los sustituyentes en términos de la
energfa de transferencia de carga entre €l sustituyente y el anillo bencénico y de la
carga en el sustituyente. También se ha dicho que estas constantes dependen de la
estructura de los aniones formados en la disociacién de los 4cidos benzoicos (cargas
netas y energfa del HOMO). Se ha encontrado que las c 1dsicas de H
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cx,;,' y.Gp, se pueden interpretar en términos de 1a variacién de la densidades de carga o' y

= en los dtomos de carbono meta y para, asf como la densidad de carga en los dtomos

de hidrdgeno. Las constantes de Hansch se han obtenido con base en el cdlculo de
" densidades de carga atdmicas, al relacionarlas con las fuerzas electrostdticas
“involucradas en Ja solubilidad en disolventes polares

LA QUIMICA CUANTICA EN QSAR

Los métodos quimico-cudnticos se emplean con cierta facilidad en la actualidad
debido al desarrollo de computadoras mds rédpidas y de métodos de cdlculo de orbitales
moleculares mds precisos (50,54,89). Inicialmente se realizaron trabajos empleando el
método simple de Hiickel de orbitales moleculares, que se limita a tratar a los
electrones 7, por lo que Su uso sc restringe a moléculas planares. Posteriormente se
desarrollé una amplia variedad de métodos semiempfricos iterativos de orbitales
moleculares para todos los electrones de valencia, que abarca desde el método de
Hiickel extendido de Hoffman, pasando por los métodos de Pople (como el CNDO),
hasta los métodos de MNDO y AMI, El advenimicnto de las supercomputadoras ha
hecho posible incorporar cdlculos a primeros principios (ab initio) al estudio de
moléculas de interés bioldgico, con el correspondiente incremento en precision de los
resultados obtenidos para las geometrfas de equilibrio, barreras de rotacién y variables
de estructura electrénica.

Las correlaciones estructura-actividad que se basan en cdlculos de orbitales
moleculares toman en cuenta los distintos pardmetros que describen la estructura
electrénica de las moléculas, como es el caso de cargas atémicas nelas, Srdenes de
enlace, densidades electrdnicas y orbitales de frontera, superdeslocalizabilidades,
energfas y formas del orbital molecular ocupado de mds alta energfa (HOMO) y del
orbital motecular desocupado de menor energia (LUMO) y momento dipolar. Todos
estos fndices pueden ser utilizados en andlisis de regresién multiparamétricos, incluso
en conjuncién con otras propiedades fisicoquimicas. Se considera en general que los
errores propios de estos métodos, asi como no tomar en cuenta los efectos de
solvatacidn, entre otros, son paralelos entre moléculas estrechamente relacionadas
estructuralmente, por lo que las tendencias y diferencias entre dichos fndices siguen
teniendo significado.
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Existe una gran cantidad de investigaciones en sistemas biolégicos in vivo ¢ in

vitro muy variados donde se han empleado métodos quimico-cudnticos (linicamente o

. en conjuncién con otras técnicas) para el estudio de relaciones estructura-actividad

(85,88,95-100). En estos estudios se ha logrado poner de manifiesto al analizar las

densidades electrénicas, por ejemplo, que la fuerza de unién entre una enzima y sus

inhibidores puede deberse a interacciones dipolo-dipolo como resultado de una

transferencia de carga intramolecular en los inhibidores en funcién de los grupos

sustituyentes, o bien a la presencia de cargas netas y densidades electrénicas en algunos

orbitales moleculares (como ¢l HOMO y el LUMO) para dtomos aislados o grupos de
dtomos.

Los estudios que s¢ realizan para mapear la topografia de un receptor buscan
principalmente definir la localizacién tridimensional y la naturaleza qufmica de las
distintas regiones estructurales que lo conforman, sin embargo no siempre son
suficientes para dilucidar ¢l tipo de interacciones involucradas., En aquellos estudios
donde se encuentra una correlacidn entre la actividad y la energfa del LUMO, es posible
hacer uso del principio de interaccién entre el LUMO del ligante y el HOMO del
receptor (Lj-H,), como evento importante en la formacién del complejo ligante-
receptor. Esto es indicacién de que Ja estabilizacién de estos complejos estd mediada
por procesos de transferencia de carga, donde el LUMO del ligante actda como aceptor
de electrones (100). Si una porcién grande de la energia de estabilizacién AW del
complejo ligante-receptor proviene de interacciones de transferencia de carga en donde
el ligante actia como aceptor de electrones, AW se puede expresar aproximadamente
por la ccuacién de Mulliken:

AW=Q-«xl(g,~e,-A)

donde Q es la energfa de interaccién entre el ligante y el receptor exclusiva de
transferencia de carga, €, - £4 s la diferencia de energfa entre los orbitales moleculares
del donador (sitio receptor) @, y del aceptor ®,, y A es un término que depende del
grado de traslape entre @, y ®,. Existen contribuciones significativas por transferencia
de carga a AW sélo cuando @y y @, exhiben propiedades complementarias en la regién
de traslape con respecto a la simetrfa local y la distribucién de densidad, Si esto no
ocurriese, el término x de la ecuacién anterior se volveria despreciable, Si la
distribucién de densidad en regiones criticas del bidforo permanece esencialmente
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constante para una serie dada de compuestos andlogos, se esperaria que los valores de
@, & y 1 no cambiaran mucho. Por consiguiente, la estabilidad del complejo ligante-
receplor dependerfa primariamente de la energfa (e;) del orbital molecular Fy, por lo
que sc esperaria que una reduccidn en la energfa de este orbital aceptor estabilizarfa el
complejo ligante-receptor. Esta estabilidad se incrementarfa si F; es un orbital
molecular desocupado de baja energfa y Fy es un orbital molecular ocupado de alta
energia.

Siguiendo el razonamiento anterior, lambién se han hecho estudios (10!1) para
comparar las densidades electrénicas del LUMO de compuestos andlogos ligantes a un
receplor con el fin de determinar la forma comun de dicho orbital molecular y con ello
inferir 1a forma del #OMO del receptor; esto permite en principio proponer el tipo de
estructura qufmica (como puede ser un residuo de aminodcido) con la que interactian
los ligantes.

El potencial electrostdtico molecular MEP representa la energfa de interaccién
entre la distribucién de carga en una molécula y una unidad de carga positiva de prueba
en un punto del espacio, sin tomar en cuenta reordenamientos de dicha distribucién de
carga (97,702-110). Este MEP se puede definir en términos de la densidad electrénica
p(r), donde r es una posicidn en el espacio:

Ver)= Z] ‘Rl Jlf(r,|

1=l

donde N es el mimero de 4tomos en la molécula, Z; es la carga nuclear del dtomo i y R;
es su posicién. El primer término en esta ecuacidn representa la contribucién positiva
del potencial de las cargas positivas de los nicleos atémicos en Ja molécula. El
segundo término es la contribucién negativa del potencial debido a los electrones
alrededor de la molécula, que "apantallan” la interaccidn nuclear, La funcién de
densidad electrénica p(r) se obtiene de cdlculos ab initio de orbitales moleculares para
mayor precisién, tras lo que se obtienc la forma en que la carga electrénica estd
distribufda espacialmente en los dtomos de las moléculas. En general se procede
sucesivamente a proyectar el MEP (por encima de cierto valor escogido) en las
superficies de van der Waals de las moléculas en estudio para compararlas, o bien se
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realizan proyecciones bidimensionales de contornos isoenergéticos del AfEP en planos
de interés para comparar el potencial gencrado a distintas distancias entre diferentes
moléculas, El objetivo es racionalizar conjuntamente los factores estéricos (volimenes
o superficies) con los electrénicos (potenciales de interaccién) para dilucidar los
aspectos que pudieran ser importantes en las interacciones ligante-receptor, ya que se
supone que moléculas con el mismo tipo de actividad deben tener mapas de contormos
del MEP similares en forma y magnitud, ya sea en toda su estructura o sélo en los
bidforos. La direccién de! gradiente del campo de potencial generado por la molécula
en cada punto del espacio proporciona la direccién de la fuerza aplicada por la
distribucién de carga molecular en cargas puntuales en los alrededores (F=-Vy), por lo
que también es posible inferir la orientacién de una molécula relativa a los grupos
polares presentes en un receptor con base cn el alincamiento de las regiones donde el
potencial es mds negativo.

Un 4rea importante dentro de la quimica computacional ha sido ¢l desarrollo de
la descripcién de 1a hidrofobicidad en términos del volumen y/o la superficie de van der
Waals (111-115), ya que éstos pueden ser descriptores adecuados del tamaiio y forma
molecular, factores muy importantes cn las interacciones de compuestos quimicos con
sitios receptores. Se ha descrito que la hidrofobicidad de moléculas apolares se puede
correlacionar con su volumen, y se ha demostrado que el logaritmo del coeficiente de
particién se puede factorizar en dos componentes intrfnsecas: ¢l volumen molecular y
un efecto polar. Dado que la energfa domi para el comportamiento hidrofébico de
los solutos en agua radica en el cimulo de moléculas de agua que rodean la superficie
del soluto, se puede pensar que la hidrofobicidad de las moléculas depende de su drea
superficial. Se ha demostrado que existe una bucna correlacion det log P con la
superficie y el volumen de van der Waals para moléculas apolares. Para moléculas
polares, Ia relacién entre ¢l volumen de van der Waals y el log P no sigue un
comportamiento lineal debido a que existen interacciones soluto-disolvente y soluto-
soluto importantes. Incluso se ha propuesto un método para calcular ¢l /og P con base
en la superficie de acceso al disolvente, definida por Lee y Richards (//6) como el 4rea
trazada por el centro de una molécula de disolvente (que se asume que es una esfera) al
deslizarse sobre la superficie de van der Waals de la molécula de soluto; se hace
asimismo una correccién por efectos hidrofilicos para moléculas polares. Es
importante destacar que existe otra definicién de Ia superficic de acceso al disolvente
propuesta por Richards (73,713}, donde se le considera como aquélla que recorre una
esfera de disolvente (de 1.4 A de difmetro para el caso del agua) al moverse sobre Jos
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4tomos de la' superficie de van der Waals de alguna molécula (como una protefna),
considerando sélo los puntos en donde hacen contacto fisico, es decir, aquéllas
porciones que le son accesibles al contacto fisico. Se obtiene asf una superficie
continua que posee intersticios que son muy pequefios para que penetre la esfera de
disolvente y que no estd desplazada de la superficie de van der Waals.

Finalmente, conviene mencionar el tipo de esfuerzos que se realizan para poder
incluir el efecto del disolvente en el estudio de la conformacién y la interaccién de
moléculas de interés biolégico (100). La primera aproximacién que se puede seguir es
1a del modelo del continuo, donde se considera que la molécula de soluto estd encerrada
en una cavidad de un medio continuo de una cierta constante dieléctrica. La energfa de
solvatacién se considera entonces como la suma de términos electrostdticos, de
dispersién y de cavidad. En otra aproximacién denominada modelo de super-molécula,
tos célculos qufmico-cudnticos se realizan para un complejo intermolecular formado por
fa molécula de solulo y unas cuantas moléculas de disolvente fijas en los sitios mds
favorables de solvatacién (el resto del disolvente se puede contabilizar con un modelo
del continuo). La generalizacién de este modeto radica en calcular la superficie total de
energfa potencial para la interaccién de una molécula de soluto con una o mis
moléculas de disolvente. Finalmente, es posible utilizar la superficie soluto-disolvente
calculada previamente para un estudio mecdnico-estadfstico de la solucién para
determinar la organizaci6n est I de has moléculas de disolvente en torno a la
molécula de soluto para una temperatura dada.

COMENTARIOS ADICIONALES

Hasta ahora hemos p do una visién b. amplia de todas las posibles
aproximaciones que se emplean en la biisqueda de correlaciones entre la estructura
quimica de un compucsto y su actividad bioldgica. Como mencionamos al final de la
seccién anterior, nuestro trabajo de tesis involucra un estudio de los inhibidores
competitivos de la PEPC, para el cual hemos utilizado algunas de la técnicas ya
descrilas, y que involucran tanto el enfoque cldsico de Hansch, como el enfoque actual
de la qufmica cudntica.

En primer lugar, adoptamos el enfoque de Hansch mediante la bisqueda de
correlaciones empleando pardmetros hidrofébicos, electrénicos, estéricos y de
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dispersién.  Sut se emplearon técnicas de Ani lecular y quimica
cudntica para obtener un gran nimero de pardmetros geométricos y electrénicos.
- Finalmente, procedimos con técnicas computacionales para calcular las superficies de
van der Waals y de acceso al disolvente de las moléculas que nos interesan.

En un principio, lo que investigamos fuc la existencia de una correlacién
cuantitativa entre las constantes de inhibicién y pardmetros moleculares que
describieran bien las distintas modificaciones estructurales de dichos compuestos. De
hallarse dicha correlacién, nos permitirfa describir por separado los factores que
intervienen en la unidn de estos inhibidores con el sitio activo y, con ciertas
restricciones, la topologfa aproximada de éste iltimo.

68



METODOS DE
CALCULO




MECANICA MOLECULAR

. GENERALIDADES.

Es muy importante estudiar la conformacién de las moléculas que nos interesan
por la relevancia que pueden tener los pardmetros estructurales (distancias
interatémicas, distorciones angulares, energias relativas, barreras rotacionales, etc.) en
la actividad bioldgica. Sin embargo, es claro que serfa muy ttil poder obtener
informacién acerca de las fuerzas no-enlazantes que participan en Ja uaidn de los
inhibidores enzimdticos con la enzima, para lo cual sc hace necesario contar con un
modelo apropiado de la estructura tridimensional del sitio activo.

Para el caso de sistemas moleculares de cierto tamafo, los métodos
computacionales de la quimica cudntica, que se describirdn en la siguiente seccidn,
dejan de ser prdcticos en términos de la infracstructura y tiempo de cémputo con los
que se cuenta normalmente. Si no consideramos el tipo de cdlculos ab initio y
pensamos dnicamente en los métodos semiempfricos, éstos se pueden extender a
sistemas algo mayores. En estos métodos generalmente se desprecian de manera
sistemdtica las integrales de dos electrones sobre las funciones de base, lo que permite
que sean mds rdpidos que los métodos ab initio por uno o dos 6érdenes de magnitud para
moléculas pequeiias, y por mucho mds para sistemas mds grandes. Sin embargo, para
¢l caso de molécutas mayores con muchos grados de libertad, incluso estos métodos
semiempiricos no son aplicables. Aun falta mucho camino por recorrer para poder
obtener una solucién apropiada de fa ecuacién de Schroedinger para sistemas de tamafio
y complejidad arbitraria.

Para el estudio rdpido de la conformacién de moléculas orgdnicas grandes se
emplean los métodos de mecdnica molecular (7/7-721), que son métodos semicldsicos
o empfricos que se basan en utilizar campos de fuerza pre-parametrizados en vez de
funciones de onda y orbitales moleculares. La primera consideracién que se toma en
cuenta en estos métodos es la separacién de Born-Oppenheimer del movimiento de los
electrones y los micleos. En este caso los clectrones no se consideran de forma
explicita, sino que proveen dnicamente un potencial efectivo que experimentan los



nlicleos. - Los métodos de mecdnica molecular tratan las interacciones entre los micleos

.-y el potencial efectivo generado por los electrones de acuerdo con las leyes de la
mecdnica  cldsica. La segunda consideracién que existe es que los datos
conformacionales experimentales que se tienen para moléculas pequefias se pueden
extrapolar a sislemas mds grandes. Las ventajas de estos métodos radican en su
simplicidad conceptual, en su rapidez y eficiencia, asf como en la posibilidad de
conjuntarlos con grdficas moleculares para visualizar, por cjemplo, la interaccién de
moléculas grandes. Por otro lado, existen varias desventajas asociadas con los métodos
de mecdnica molecutar. En primer lugar, los procedimientos de minimizacién de la
energfa no garantizan que se localizen los minimos globales (los resultados que se
obtienen pueden corresponder a un minimo local). En segundo lugar, cl método es
esencialmente empirico pues los pardmetros que posee se obtienen de muchos estudios
con geometrias de referencia. Esto se traduce en que los resultados que se obtienen
sélo son confiables para sistemas quimicos que guardan cierto parecido con aquéllos de
donde se obtuvicron los pardmetros ehlplcados. En tercer lugar, es evidente que no se
pueden investigar efectos electrénicos.

De estas técnicas es posible obtener diversas propiedades como el calor de
formacidn, energfas conformacionales, barreras de rotacién, etc., asf como simular
espectros de infrarrojo y de Raman. Igualmente es factible emplear los mismos
potenciales de interaccién para cdlculos de dindmica molecular, es decir, para
investigar la interaccién entre varias partfculas en procesos dependientes del tiempo
(resolviendo las ecuaciones cldsicas de movimiento para todas las moléculas en cada
paso de tiempo). Por ejemplo tenemos las simulaciones de fluidos y de rearreglos
estructurales en proteinas debido a las interacciones con el disolvente.

EL CAMPO DE FUERZAS.

El primer paso crucial para implementar un método de mecdnica molecular
computacional es el desarrollo de un campo de fuerza, es decir, la descripcién de todas
las interacciones dentro del sistema en estudio, pues de ello depende la calidad de los
resultados que se obtengan. Los pardmetros apropiados se obtienen usualmente de
datos espectroscdpicos (infrarrojo, Raman, RMN, microondas) y en ocasiones de
cédlculos ab initio de sistemas modelo. Es muy importante, pues, recordar siempre que
las funciones de energfa potencial que se emplean en cdlculos de campo de fuerzas son
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empfricas, y que se escogen en virtud de ser ficiles de manejar numéricamente y de ser
transportables adecuadamente de un sistema a otro. En gencral, las interacciones
intramoleculares que se consideran se representan por funciones que incluyen una
fuerza de restavracidn, de tal forma que tienda a dar valores a los pardmetros
estructurales (distancias y dngulos) que los acerquen a su valor dptimo. Para poder
obtener un estimado de la geometrfa de cquilibrio de las moléculas a partir de dichos
campos de fuerzas es necesario minimizar la energia con respecto a las variables
estructurales. Como dijimos, los electrones no sc tratan explicitamente. En estas
téenicas no se calcula la funcién de onda y la densidad en cada iteracién en un
procedimiento de campo auto-consistente, ni a partir de la superficie de potencial
resultante se obtienen las fuerzas y constantes de fuerza, Aquf se considera una
superficie de potencial inicial y no se modifica durante la optimizacién, El campo de
fuerza se calcula considerando todas las interacciones ficticias de dos, tres y cuatro
centros (por ¢jemplo, movimientos torsionales, vibracionales y de acortamiento de
enlaces), combinaciones de ellas, y fuerzas de dispersién y clectrostdticas.  Las
estructuras se optimizan entonces de acuerdo a las direcciones determinadas por las
fuerzas y constantes de fuerza resultantes en la hipersuperficic de potencial. Las
interacciones individuales nunca se re-optimizan durante el proceso.

Las constantes de fuerza se obtienen como las derivadas de orden superior de la
expansién del potencial V como una seric de Taylor en torno a la posicién de
equilibrio:

4 =VD+Z(%)nqi '*"%Z(a,a,l) qiq;+--
i ij

donde ¢; son las coordenadas de desplazamiento y V, es el potencial de equilibrio. Las
primeras derivadas valen cero cuando q; = 0, y el término V,, sc puede establecer
arbitrariamente igual a cero. Se obtiene luego:

Z (3357 08:; + % 2. (575070 000 e+
iik

\

Las q; [(r - rp), ($- 8,), (8- 6,), etc.] se escogen como desplazamientos de la
posicién de referencia para los enlaces, 4ngulos, torsiones,etc. En modelos simples se
trunca la expansién después de las segundas derivadas. Sin embargo, la descripcidn del



“sistema se hace mds precisa si se conservan los términos de tercero y cuarto orden.
‘También se hace necesario considerar los términos no diagonales (i = j), asf como los
términos cruzados como las interacciones acortamiento-vibracion.  Sin embargo, no
todas las constantes de fuerza son independientes entre sf, pero suele hacerse la
aproximacién de que estas constantes de fuerza se relacionan directamente con los
cambios en las longitudes y dngulos de enlace. Estas constantes de fuerza se derivan
inductivamente mediante una comparacidn sistemética de las propiedades moleculares
calculadas y observadas.

En este punto se hace ventajoso tratar de separar la distintas fuerzas que actian
sobre los micleos para que puedan ser evaluadas empfricamente. Sc considera que las
fuerzas que participan intervienen en el alargamiento, vibracidn y torsién de los
enlaces, en las vibraciones fuera del plano, en la formacién de puentes de hidrégeno,
en interacciones electrostdticas como las de dipolo-dipolo, en interacciones de
dispersién o de van der Waals y en la repulsién estérica. La energfa potencial total es
Ia suma de todas estas interacciones:

V' = V() + V(O + V(H+ V(r,0)+--

Para la fuerza de alargamiento de un enlace se puede considerar que los dtomos
son masas unidas por resortes, y se describe mediante la ley de Hooke para representar
la energfa necesaria para comprimir o alargar un enlace de su longitud dptima:

V() =33 ki (= 1)

en donde k;, es la constante de fuerza arménica para el alargamiento de un enlace
particular, r; es la longitud de enlace y r;, es una longitud de enlace de referencia.
Tanto k;, como r;, son pardmetros ajustables en la determinacién del campo de fuerza.
La ley de Hooke es una buena aproximacién sélo para pequeiios desplazamientos de las
configuraciones de referencia. Para desplazamientos mayores, se deben afadir
términos de orden superior a la ecuacidn anterior para obtener una curva de potencial
mds realista. La descripcién del alargamiento de un enlace segin la ley de Hooke y
con términos de orden superior se ilustra en la figura 2.1,

73



Figura 2.1. Formas de los potenciales para la ley de Hooke simple (—) y
corregida con términos de orden superior (- - -).

Alternativamente, el campo de fuerza para el alargamiento de un enlace se
puede representar mediante la funcidn de Morse:

Uy (r)= D —exp[—a(r-r,)})?

donde D y a son pardmetros. La forma de la funcién de Morse se muestra en Ja figura
2.2,

La energfa de vibracin de un dngulo de cizallamiento se puede representar
también en una primera aproximacién mediante la ley de Hooke:
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V(O) =4 Sk, ~ 0,7

donde ;g es la constante de fuerza arménica para la vibraciéa del dngulo de enlace, 6;

es el dngulo de enlace y &, es el dngulo de enlace de referencia. Como en el caso
anterior, k;g9 y 8, son pardmetros ajustables.

Figura 2,2. Forma del potencial de Morse.

Se sabe que se requiere mds energfa para modificar una longitud de enlace que
para modificar un dngulo de enlace, por lo que la constante &y, s generalmente mayor
que la constante k;p por un factor de alrededor de diez. Son comunes distorsiones
mayores de los dngulos de enlaces que de las longitudes de enlace, es decir, que es mds
probable tener una estructura con dngulos distorsionados que con enlaces
distorsionados; igualmente se liene que se requiere mayor energfa para acortar un
enlace que para alargarlo (por {a repulsién internuclear). Debido a todo lo anterior, se
hace necesario introducir términos de tercero y cuarto érdenes a Vgt

Vsa=f/‘30(9‘ aa).‘ Y Van=f7k‘m(9“9{,f
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La torsi6n de los enlaces es muy importante en la estruclura quimica,
particularmente cuando no existen dobles enlaces ni puentes de hidrégeno, y ni los
efectos electrostiticos ni las repulsiones estéricas son considerables, E! dngulo
‘torsional ¢ {también conocido comeo 4ngulo diedro) se define en la figura 2.3. En un
subsistema de dtomos W-X-Y-Z unidos covalentemente, el dngulo torsional es el dngulo
entre los-planos W-X-Y y X-Y-Z visto a lo largo del gje X-Y. Para ¢l movimiento
torsional, el potencial V(6) s¢ desarrolla cominmente como una serie de Fourier:

V($) =43 ky(l+m, cosmg,)
7

donde los términos kg son pardmetros ajustables, y los valores de m y n se determinan
por 1a naturaleza del movimiento torsional. El valor de m se iguala a +1 si la
conformacién alternada es la de menor energfa y a -1 sila conformacidn eclipsada es la
de menor energfa; n determina la periodicidad del movimiento torsional. En la figura
2.4 se muestra como ejemplo {a descripcién del movimicnto torsional del etano, donde
n=3.

Figura 2.3, Definicién del dngulo
torsional o dihedral @. Figura 2.4, Energfa potencial del
movimiento torsional del etano.

La barrera de potencial asociada con los enlaces axiales (X-Y) depende
principalmente de la naturaleza de éstos dltimos; tal es el caso de la alta diferencia de
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energfa entre isGmeros cis 'y frans. El movimiento torsional requiere menos energfa
que 1a vibracién de dngulos de enlace, por Jo que la distorsién de una molécula debida
a la rotacién en tomo a un dngulo dihedral es generalmente mds pronunciada que la
vibracién del dngulo de enlace. Por ejemplo, para el estudio de moléculas muy
grandes, como los polipéptidos, se dejan constantes las longitudes y 4ngulos de enlace y
sélo se dejan variar los dngulos dicdros.

Se requiere una descripeién de la vibracién de un enlace fuera del plano para el
estudio de sistemas insaturados. El dngulo de vibracidn fuera del plano se ilustra en la
figura 2.5. En general se representa por la funcién:

Vx = %;klzz’ll

donde k, es un pardmetro ajustable y el valor de referencia se toma coino cero.

B . \ e
Figura 2.5. Vibracién fuera del plano Y ey =
en los sistemas insaturados.

Las fiierzas de van der Waals entre dtomos no unidos por enlaces qufmicos son
de las mds importantes en quimica estructural ya que crean un potencial (atractivo o
repulsivo) conforme cambia la distancia entre los dtomos; sin embargo, se explican en
el campo de fuerzas por un modelo bastante incierto. Se aplica frecuentemente un
potencial de Lennard-Jones o un potencial de Buckingham y se asume que las
interacciones son aditivas por parejas separadas por tres o mds enlaces:

Va=e [(R)-2000] o Va=rwim[tewpai-£))- ()]

donde ¢ es la profundidad del pozo de potencial, R es la distancia entre los 4lomos en
donde la funcidn de potencial se minimiza, a se relaciona con 1a parte repulsiva de la
interaccidn; cl segundo término en cada una de estas expresiones es el término de
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atraccién por dispersion de London que resulta de la correlacidén de los electrones.
Cuando o tiene un valor de 14-15, el término repuisivo del potencial de Buckingham es
_similar al potencial 12-6 de Lennard-Jones. La funcién de potencial de Lennard-Jones
tiene dos pardmetros ajustables, mientras que ¢! potencial de Buckingham ticne tres.
La energfa potencial se calcula para todos los pares de dtomos en una molécula, excepto
aquéllos ‘unidos entre si o aquéllos unidos a un tercer dtomo en comdn. La forma
general del potencial de interacciones no enlazantes se muestra en la figura 2.6.

2.6. Forma general de los potencial
de interacciones no enlazantes.

Una tercera funcién de i)élenéiél, que se emplea en ocasiones, ‘es i céuééién_ de
Hill: ” ' B )

V,=¢ [—c,(r' 17 + cyexp(—cyr / r')}

donde ¢;, ¢ y ¢ se toman fre le como cc universales, € es un
pardmetro de energia y r es la distancia interatémica; r* es la distancia a la cual la
funcién presenta un minimo y se define como la suma de los radios de van der Waals
para dos dtomos interactuantes. La funcién de cnergfa potencial anterior funciona bien
con los gases inertes y para intcracciones entrc moléculas pequefias, como N,. Las
funciones de energfa potencial para las interacciones no enlazantes se derivan de
estudios de interacciones moleculares y se asume que pueden reproducir adecuadamente
las interacciones intramoleculares.  Existe cierta discusién con respecto al valor
escogido para € -en la ecuacién de Hill. El propuso originalmente que & = (e,
donde €y es un pardmetro atémico para ¢! k-ésimo 4dtomo y se le refiere en ocasiones
como la "dureza” del dtomo. La forma general del potencial de Hill se muestra en la
figura 2.7. '
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Figura'2.7. Forma de la energfa del
potencial de Hill para interacciones
no enlazantes.

Por otro lado, para las interacciones dipolo-dipolo se emplea frecuentemente
una funcidn proporcional a p,-pj/r’, donde 1y es es el momento dipolar local de un
enlace espectfico i, y r es la distancia entre los puntos intermedios de los erlaces i y J.
Igualmente se han tratado de describir de manera cuantitativa las interacciones dipolo-
dipolo inducida.

Las interacciones electrostdricas se originan por las transferencias de carga de
una parte de la molécula a otra. El término respectivo se considera igual a la suma de
las interacciones clectrostdticas entre parejas de dtomos y se representa generalmente
por la funcién siguiente:

V.=

y

donde las cargas ¢; se tratan como pardmetros variables. Este término electrostético se
incluye en el campo de fuerzas siempre que haya heterodtomos presentes.

La interacci6n debida a la formacién de puenies de hidrégeno intramoleculares
(Vjp) es muy importante en el andlisis conformacional de algunos tipos de sistemas
macromoleculares, como los biopolimeros. Se considera en general que la formacién
de estos puentes de hidrégeno es importante en sistemas donde un hidrégeno se une a
un oxfgeno o nitrégeno con una geometria tal que le permita acercarse a otro oxfgeno o
nitrégeno, o bicn a un haldgeno o incluso a los electrones de un doble enlace o un
anillo conjugado. Se han propuesto varias representaciones empiricas para este
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término, principalmente basadas en incluir di ias fijas de longitudes de enlace de
hidrégeno. (como sc' observa en cristales), o bien la cnergfa a partir de datos
termodindmicos obtenidos con base en célculos semiempiricos o incluso cdlculos ab
initio precisos en sistemas pequefios.

Finalmente, es preciso considerar las interacciones geminales que contribuyen a
la energfa estérica. Tal es el caso de la influencia en la repulsién entre dtomos cuando
se acercan debido a una rotacién interna. Otro ejemplo ocurre cuando se comprime un
dngulo de enlace, ya que las longitudes de enlace asociadas se incrementan. Un
método para incluir estos efectos es el campo de fuerzas de Urey-Bradley, que tiene la
forma siguiente:

Vis=% 2 FGr=r)y+ Y F(r—r)

13int. L3

Aqul F, F' y r, son pardmetros ajustables y r es la distancia entre los dtomos
geminales. De manera alternativa se pueden introducir términos cruzados, como para
el caso del acoplamiento entre el alargamiento de un enlace y la vibracién del dngulo de
cnlace:

V= ZJ:F./('} - ';zi)(gj - Baj)
1

donde F, r,; ¥y 9oj son pardmetros ajustables. Este tipo de términos pueden
contabilizar, por ejemplo, la interaccidn eatre un alargamiento C-H y una vibracién del
4ngulo de enlace H-C-H.

Se puede asimismo incluir términos que describan acoplamientos entre el
movimi de alargamiento de enl entre la vibracién de enlaces, entre la
vibracién de un enlace y el movimiento torsional, asf como entre vibraciones fuera del
plano.
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MINIMIZACION DE LA ENERGfA.

La aproximacién descrita para construir ¢l campo de fuerzas para un sistema
molecular permite calcular la energfa de dicho sistema para cualquier arreglo de sus
4tomos que no varfe muy significativamente de la conformacién de referencia. Se hace
necesario minimizar la energfa del sistema con respecto a los grados de libertad
internos para obtener un estimado apropiado de la estructura de equilibrio de la
molécula.

Desde el punto de vista computacional, el problema a resolver se puede escribir
asl:

Viin = Min[V(x)]

donde V es el campo de fuerzas total y el vector x representa los pardmetros que
definen la estructura de la molécula, es decir, ya sea longitudes y dngulos de enlace y
dngulos torsionales, o bien las coordenadas cartesianas de cada uno de los dtomos.

Para resolver este problema es conveniente definir el vector del gradiente g con
los siguientes elementos:

= ov)
ax;

&

y la matriz de las segundas derivadas, Ia matriz hessiana:

G, RZA46))]
b anx;

El vector del gradicnie y la matriz hessiana se pueden evalvar analfticamente o se
pueden determinar por métodos de diferencias-finitas. Cuando se resuelve la ecuacién
de minimizacidén de la encrgia potencial total y se encuentra la conformacién de minima
energfa, el vector del gradiente es igual al vector nulo y la matriz hessiana es
positivamente definida. Computacionaimente esto se traduce en la alteracién sucesiva
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de las coordenadas de los dtomos del sistema en: estudio, c_:dléulénddse la energfa en

cada paso, hasta obtener la conformacién accesible de menor energfa, -
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" QUIMICA CUANTICA

EL METODO VARIACIONAL

La mayorfa de 1os cdlculos que se rmhzan en qui’m u ic se basan en-el
principio variacional (122,123), el cual cstablecc que para cua]quler functdn ¢,
normallzablc y aceptable, sc verifica que

WEJ Fhpr=E,

donde E, es ¢l eigenvalor mis bajo de A. Esa expresién se puede demostrar
facilmente, Primero desarrollamos ¢ en términos del conjunto de eigenfunciones
ortonormales de A ]

=2.GY

donde sabemos que las funciones y; (linealmente independientes entre si) son un
conjunto completo en el sentido de que cualquier funcién ¢ puede ser expresada como
una combinacidn lineal de aquéllas. Luego recordamos que si una funcidn se expresa
como la combinacién lineal de eigenfinciones para el operador de energia, el valor
promedio de la energfa asociado con la funcién es un promedio ponderado de los
eigenvalores de la energfa. Con base en esto llegamos a la expresion

[ # Agdr=3c/qE,

Dado que el producto ¢;*c; nunca es negativo, la ecuacidn anterior es meramente un
promedio de los eigenvalores E;. Dicho promedio nunca puede ser menor que el
miembro contribuyente menor, por lo que se demuestra el principio variacional. Otra



manem de expresar este pnncnplo es decir que e\ valor pmmedl

s :
de. H ‘sobre ¢.es una -
cota superior para el menor eigenvalor de H e ;

E\ método variacional se basa en la idea de que al modificat una funcién para-’
obtener la encrgfa promedio més baja, se-tiende: a. maximizar’ la: "cantidad" ‘de la
eigenfuncion w, de més baja energfa presente en la combinacion lineal ya descrita. . Por
lo tanto, si minimizamos

_ 14 Frgdv
T# ddv

la ¢ resultante debiera tender a parecerse a y,, ya que hemos "maximizado” la cantidad
de ¥, en ¢ por este procedimiento, Es importante darse cuenta de que al minimizar
E , realizamos un proceso que ticne que ver con todos los coeficientes ¢;, con el fin de
optimizar la funcién inicial para obtener la menor energia posible, El mélodo cobra
suma importancia si también nos percatamos, entonces, de que no es esencialmente
necesario conocer 1a eigenfuncidn o eigenvalor exacto para poderlo aplicar. . Sin
embargo, hay que recalcar que la funcidn que dé el menor valor de E puede no ser
particularmente buena para describir otras propiedades. De hecho se concluye que para
cualquier funcién de prueba que se conozca que sea especialmente inexacta para alguna
regién del espacic (como cerca del nicleo), se obtendrdn valores promedio
posiblemente poco confiables para los operadores que tengan contribuciones mayores
en dicha regién del espacio.

Ahora supongamos que queremos expresar una funcién de onda y como una
combinacién lineal de varias funciones conocidas ¢y, ¢, ..., #, (que denominamos el
conjunio base para un cdlculo):

W€ Corn€) = Q1 + Gy 404G, 6,

La pregunta que surge es, ¢qué valores de ¢;, ¢z, ..., €, dan una ¥ que sea la mejor
aproximacién de la funcién de onda exacta para un sistema particular? La
aproximacién usual es la de determinar qué valores de los coeficientes ¢; dan la
asociada con la minima energfa posible obtenible. Esta técnica se denomina mérodo
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variacional lineal y constituye el fundamento de los tipos de cdlculo més ampliamente
utilizados en qufmica cudntica. Los coeficientes ¢; se determinan de tal forma que se
minimice la expresién

1%: .[ v Aydr - I(‘|.¢|. +CZ.¢2'+"'+cn.¢n.)ﬁ(cl¢l + °.’¢2+"'+C"¢")dr= a
; J v wdr J’(C‘x.¢1' +C:.¢2‘+“'+cn.¢n.)(cl¢l +epote,d,)dr B

Para simplificar la derivacién, partamos de la idea de que seguiremos hablando sélo de
. casbs'donde las ¢; y las ¢ son reales, para climinar la notacién de complejos
conjugados. En el valor mfnimo de £ se tiene que

La derivada parcial de £ con respectoacy es

_az - j ¢I FI(CI¢]+' . +Cn¢u )dT+ j(cl¢l + "+Cu¢n)ﬁ¢ldz’
9 B o B

L[ tlaprredXivs [ drtad)bdi=0
Si multiplicamos por B, recordando que o/B es igual a £ y rearreglando se obtiene

o[ #hgedr~E[ ppdr|+ | 0. 1g.d7- Ef ppdefre-we,[| g f1g,dr-E[ g,,47] =0

Procedemos ahora a definir los siguientes términos:

[ #figdr=H,
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[ #o,dr=5,

La integral S; sc denomina normalmente integral de Iraslape ya que su valor es, en
ciertos casos, una indicacién del grado en que las dos funciones &; y #; ocupan cl
mismo espacio. Las integrales del tipo H;; se denominan inregrales coulémbicas, y
corresponden a la energfa promedio en la funcién ¢; debido al campo totat del sistema;
por otro lado, las integrales det tipo Hy; se denominan imegrales de enlace o de
! ia, y corresp
funciones ¢; y ¢;. Si empleamos esta notacién abreviada obtencmos ahora

a la energia debida a la carga de traslape entre ias dos

alHy = ES,))+cy(Hy = ESpy o+, (H,, - ES,) =0

Siguiendo un procedimiento similar para cada una de las derivadas 8 £ /dc; nos da una
serie de ecuaciones similares que se denominan ecuaciones seculares:

o{Hy = ES, )+ ¢, (Hj, — ESy 4+ o+c,(H, - ES,,) =0

Por lo tanto, al requerir que oF /&c; se haga cero para todos los coeficientes se produce
un sistema de n ccuaciones lincales homogencas. Si sc escoge un valor para E,
quedan n incdgnitas: los coeficientes ¢;. Las integrales Hj; y §j; presumiblemente se
conocen ya que A y las funciones ¢@; son conocidas. En los cdlculos qufmico-cudnticos
se observa que existen usualmente soluciones na triviales (las soluciones triviales son
aquéllas en las que los coeficientes son todos y cada uno igual a cero, por lo que =0,
que es una situacién sin interés fisico alguno) sélo para ciertos valores discretos de E .
Por lo tanto, para resolver el problema matemdtico se deben encontrar aquellos valores
de E para los cuales existen coeficientes no triviales. Posteriormente se sustituyen en
1as ecuaciones inmediatas anteriores los valores de E de interés y sc resuelve para los
coeficientes (cada valor de E tendr4 su propio conjunto de coeficientes). Para realizar
todo esto se parte de que la condicién que deben reunir los coeficientes de un conjunto
de ecuaciones lineales homogéneas para que existan soluciones no triviales es que su
determinante valga cero. En este caso, los coeficientes son las incégnitas y las
integrales Hyy Sj7 son conocidas, por lo que se obtiene el determinante siguiente
denomina determinante secular:
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Hu ‘E;Sn,le ;‘gszz v Hy, "?Sm
Hyj — ESy) Hyy = ESypy++Hy, = ES,,

21 =0

-Es,,

H

[

l ™ Snl 11:12 _ESHZ.“[{IM

. El desarroilo de este determinante nos da una sola ecuacién que contiene la incégnita
E. Cualquier valor de . que satisfaga esta ecuacidn estd asociado con un conjunto no
trivial de coeficientes. El valor mds bajo de E es la encrgfa promedio minima que se
abtiene al variar los coeficientes. Si sustitufmos este valor de 72 en las ecuaciones
iniciales nos regresa n ecuaciones simultdneas para los n coeficientes, a partir de las’
cuales podemos conocer el valor de los coeficientes tomando en cuenta ademds la
condicion de normalizacién para y2

2 2 2
G e, =1

Hay que hacer notar que el grado en que estardn mezcladas dos funciones de
base cualesquiera en la solucién final depende del tamafio del elemento fuera de la
diagonal del determinante sccular. Por ello se considera que las integrales Hj
representan los elementos de interaccién entre las funciones de base i y /.

De manera general se puede concluir que los pasos a seguir en el método
variacional lineal son los siguientes:
(1) Seleccionar una basc de funciones (como por ejemplo orbitales atémicos) que sea
capaz de aproximar la solucién exacta.
(2) Construir el determinante secular, incluyendo la evaluacién de todas las integrales
del tipo Hy; y Sj5.
(3) Resolver la ecuacién del determinante para encontrar los valores de /- .
(4) Sustituir los valores de L de interés en las ecuaciones simultdneas y aplicar la
condicién de normalizacidn para encontrar los valores de los coeficientes.

La manera préctica de resolver el determinante secular consiste inicialmente en
expresar las ecuaciones iniciales de dicho determinante en forma matricial:
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: Hnl o ESHI 'Hnl

Basta reconocer que la primera matriz anterior: es
poder obtener la siguiente ecuacién: .

HyHy - Hy (@
Hy Hy o Hy, if ¢

H,H,H, \c,
o 1o que es 1o mismo:
He, = E,Sc;. i=12..n

donde se introduce el subindice i para describir el hecho de que existen muchos valores
posibles para £ y que cada uno de ellos tiene asociado un conjunto caracterfstico de
coeficientes. Hay que hacer notar que el eigenvecior c; es un vector de columna y que
cada elemento est4 siendo multiplicado por un escalar E;,

En general, existen tantos orbitales moleculares como funciones de base, por lo
que la ecuacién anterior representa en realidad n ecuaciones matriciales separadas.
Para reducir estas ecuaciones a una sola ecuacién matricial, reagrupamos los n vectores
¢; en una matriz C de n x n, y reordenamos los nimeros E de forma apropiada para
lograr las multiplicaciones apropiadas entre los elementos de las matrices:
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HC=SCE

La matriz E es la matriz diagonal de las energfas orbitales (eigenvalores) y C es
la matriz de los coeficientes (eigenveciores), donde cada columna se refiere a un orbital
molecular diferente.

METODOS AB INITIO DE ORBITALES MOLECULARES

Un cdlculo variacional riguroso en un sistema involucra cscribir el operador
hamiltoniano del sistema, elegir una funcién de onda de prucba que posea pardémetros
variables y finalmente proceder a minimizar la energfa E de 1a forma ya descrita con
respecto a dichos pardmetros. Los cdlculos ab initio o a primeros principios (122) se
refieren precisamente a aquellos cdlculos en los cuales se realizan todos los pasos
anteriores. Existen métodos que no realizan cilculos variacionales rigurosos, ya que,
aunque emplean Ja técnica del determinante secular, nunca escriben de forma explicita
los operadores hamiltonianos y las integrales Hj; no se calculan. En este rubro
podemos encontrar a los métodos de Hiickel simple y Hiickel extendido. Este dltimo,
por ejemplo, considera que las integrales Hj; son iguales a la energia de un electrén en
el orbital atémico i de un &tomo aislado en el estado apropiado, para lo cual se hace uso
de potenciales de ionizacién como pardmetros; por otro lado. las integrales Hy; sc
evalian en funcién de las integrales anteriores y el traslape para los orbitales atémicos
involucrados. Estos métodos, al iguat que otros de los que hablaremos mds adelante,
se consideran semiempfricos (120} ya que combinan el formalismo tedrico con
parimetros ajustados de los datos experimentates.
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El hamiltoniano para la energia electrdmca se puede expresar. en umdades
atémicas (hartrees), como sigue: - B

"

A=-13;

Mz

3(C10:5NERI

=1 [y

=
i

donde i y j son fndices para los n electrones y U es un fndice para los N nucleos. La
energfa de repulsién nuclear se obtiene como S

N-1 N
5. 4

u=lv=p+l

Hemos de cbservar que se ha partido de la aproximacién de Born-Oppenheimer
para eliminar los operadores de energfa cinética nuclear, y no se toman en cuenta las
interacciones magnéticas entre las partfculas cargadas, asf como efectos relativistas en
la masa. Se puede concluir que se trabaja con un sistema no relativista, con los niicleos

P

" y sin mc ). g ):

T1ad,

atémicos "cc

Las funciones de onda empleadas se constituyen del producto antisimetrizado
(respecto del intercambio de las coordenadas espaciales y de spin de los electrones) de
uno o mds spin-orbitales moleculares de un elecirén.  Para conseguir esto, se
construyen las funciones y con base en determinantes de Slater que contengan spin-
orbitales moleculares @, para lo cual partimos de combinaciones lineales de orbitales
atémicos centrados en los nicleos y cuya forma funcional y mimero por dtomo estdn
abiertos a eleccién,

Dado e! hamiltoniano y una funcién de onda de prueba, se puede proceder a
aplicar el método variacional lineal, lo cual nos lleva a las ccuaciones de Hartree-Fock:

I’:‘¢i =&

donde £ cs el operador de Fock, cuya expresién explicita es

20



¥ Ios stmibolos J; y-

l/rij‘dé‘f"H SEfes l,opefﬁdo; coulémbico porque s refiere 2 términos de energfa

- correspon a las repulsiones entre nubes de carga electronica:

D= [6@0 e

K ; genera las integrales llamadas de intercambio, por lo que se conoce como operador

de intercambio:

Ry =[ 4211 ny)g(2)dr(2)¢, (1)

Se puede ver que la expresién (en notacién de bra-ker)

(¢ |’:-]¢i) =&
Iteva a integrales del tipo

(#1718} = (2,1 1y 6D, (@) = I
(BRI 8} = (8,8, DN/ 1[8(2)8,(0) = K,

donde la integral / describe la repulsién entre los electrones 1 y 2 en nubes electrénicas
descritas por ¢; y ¢;; en la integral de intercambio X las dos funciones del producto del
integrando difieren por un intercambio de electrones, y se mide la interaccién entre la
distribucién (matemdtica) de un electrén y otro electrén en la misma distribucién. Hay
que hacer notar que si el spin asociado con los spin-orbitales ¢; y ¢; difiere, la integral
K se hace cero, pero la integral J no se afecta.
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De las ccuaciones de Hartree-Fock se podria pensar que los orbitales
moleculares ¢ son eigenfunciones del operador de Fock y que el operador de Fock es,
en efecto, el operador hamiltoniano. Sin embargo, existe una diferencia cualitativa
importante entrc F y f:l, ya que el operador de Fock es a su vez una funcién de los
orbitales moleculares ¢. Dado que el {ndice j de la suma en el operador de Fock
incluye a i, los operadores .7,- y I:’, deben conocerse para poder escribir I:', pero .7,. 1%
I?,- involucran a ¢, y es ¢; una eigenfuncisn de . porlo tanto, se necesita a F para
encontrar a ¢;, y se necesita a ¢; para conocer a F. Pama sobrepasar este problema, se
sigue un camino iterativo. Se parte de orbitales moleculares @ de prucha (como
aquéllos provenientes de un método semiempfrico) para construir al operador ﬁ. el
cual se utiliza para encontrar nuevos orbitales moleculares ¢'. Estos se utilizan a su
vez para construir un nuevo operador de Fock, que entonces se emplea para encontrar
nuevos orbitales moleculares que permitan generar un nuevo operador de Fock, y asf
sucesivamente hasta que no cxista un cambio significativo en dos pasos sucesivos de
este procedimiento. En este momento, los orbitales moleculares ¢ producidos por F
serdn los mismos que producen los campos coulémbicos y de intercambio de F. Este
tipo de soluciones se les conoce como auto-consistentes, por lo que el método se conoce
como método de campo auto-consisiente.

Al obtener la energia £; como acabamos de describir obtenemos la expresién

g =H;+ i(z‘]lj - Klj)

J=1

donde la cantidad H;; es 1a suma de la energfa cinética promedio y la atraccidn nicleo-
electrén para el electr6n en ¢;. La suma de las integrales couldmbica y de intercambio
contiene toda la energfa de interaccién electrénica. El fadice j recorre los orbitales
moleculares ocupados. Para un valor particular de /, digamos por ejemploj = k=i, se
obtiene 2Jy, - Kj; como energfa de interaccién. Estos significa que un electrén en ¢;
experimenta una energfa de interaccidn con los dos electrones de ¢y de la forma

A e/ Rl (D () = (DA D/ 1] 8 (D ¢:(2)
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La primera parte corresponde a la repulsién cldsica entre un electrén en una nube
orbital de carga dada por |§? y los dos electrones con una nube de carga |@J2. La
segunda parte es el término de intercambio que surge de la naturaleza antisimétrica de
la funcién de onda; participa s6lo en una ocasién ya que el electrén en ¢ tiene el
mismo spin con uno de los dos electrones en ¢. La suma sobre 2J;; - Ky; incluye el
caso en que j = i, donde se obtiene 2J; - Ky;. Sin embargo, si regresamos a las
definiciones ya descritas de las integrales J y K, vemos que J; = Kj;, por lo que sélo
nos queda J;;. Este término corresponde a la energfa de repulsion entre un electrén en
@; (de quien estamos calculando la energia) y el otro electrén en ¢;. Dado que estos
electrones se presentan con spin opuesto, no cxiste un término de energfa de
intercambio para dicha interaccién.

En conclusién, el término & se conoce como energla orbital o energla
monoelectrénica, y se interpreta como la energia de un clectrén en ¢; que resulta de su
cnergia cinética, su energfa de atraccién con los niicleos y sus energfas de repulsién e
intercambio con los demds electrones en sus nubes de carga |¢j|2.

Debido a quc si sumamos todas las energias orbitales introducimos por
duplicado los términos de repulsién e intercambio entre los electrones, Ja encrgfa
electrdnica total es la suma de las energfas monoelectrénicas menos los términos de
repulsion e intercambio:

" n

Eae=3126-2(20,-K)|=3 2ff,,+ﬁ:l(2Jy—1<,)
2

i=1 j=1 i=l

Para obtener la energia total (clectrénica mds nuclear), se afiade la energia de
repulsién internuclear para los N niicleos:

Ewl = Loggee + 4

[

N-1 N
v,=3 5 b

u=lv=u+) r;:v
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I\JﬁTODOS SEMI-EMPIRICOS DE ORBITALES MOLECULARES

i Como ya hemos visto, los cdlculos ab initio involucran la evaluacién exacta y
explfcita de todas las integrales presentes en los términos de la matriz de Fock, los
cuales podemos resumir de la siguiente manera:

(@) Energfas monocéntricas monoelectrénicas Upu, que representan la suma de la
energfa cinftica de un electrén en el orbital atémico ¢u del dtomo A y la energfa
potencial debida a la atraccién del core del dtomo A.

(b) Integrales monocéntricas bielectrénicas de repulsién, es decir, integrales
coulémbicas (uit,vv) = g,,, ¢ integrales de intercambio fuv,nvj = A,

(c) Integrales bicéntricas de resonancia de core de un electrén B;.

(d) Atracciones bicéntricas de un electrén ¥y, entre un clectrén en el dtomo A en Ja
distribucidn w1, y el core de un dtomo B.

(e) Integrales bicéntricas biclectrénicas de repulsién dos electrones (nv,Ac).

Para sistemas de muchos nicleos y electrones, el nimero de integrales de dos
electrones se hace enorme, con un costo altfsimo en términos de tiempo y capacidades
de cémputo. Por lo anterior, se han realizado muchos esfuerzos para realizar
simplificaciones que permitan reducir e} tiempo de cémputo. En los diversos métodos
semiempfricos se desprecia una gran cantidad de estas integrales, lo que se trata de
compensar introduciendo pardmetros empiricos provenientes de datos atémicos o
moleculares experimentales. El aimero de integrales de repulsién electrénica se reduce
también significativamente debido a que estos métodos sélo tratan de manera explicita a
los electrones de valencia, pues suponen que los orbitales de core no participan en los
enlaces qufmicos. Asimismo emplean una base mfnima de orbitales atémicos de
valencia (es decir, orbitales tipo Slater o S70), lo que permite tener un nimero
pequeiio de orbitales para describir bien al sistema (si bien dificuita la evaluacién de las
integrales bielectrénicas, por lo que se desprecian y/o se introducen pardmetros) (720).

Dado que muchas de las integrales de dos electrones tienen *valores muy
pequefios, una solucién obvia ha sido el ignorar dichas integrales. Las aproximaciones
que se han desarrollado parten de Ia idea de lo que se conoce en inglés como neglect of
differential overlap (eliminacidn del traslape diferencial) entre orbitales atémicos en las
moléculas (120,122). El traslape diferencial dS entre dos orbitales atémicos x, y Xy €5
el producto de estas funciones cn el elemento diferencial de volumen dv:
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dS = 2,(z,(Ddv

La tinica manera para que dicho traslape diferencial se haga igual a cero en dv
es que %a O Xp» 0 ambos, sean idénticamente jguales a cero en dv. El traslape
diferencial de cero (zero differemiial overlap o ZDO) entre ¥, y %, en todos los
elementos de volumen requiere que X, ¥ Xp nunca puedan ser finitos en la misma
regién. Es ficil ver que si existe ZDO entre ¥, y %p en todos los dv, entonces la
integral de traslape § también debe hacerse igual a cero. Lo opuesto no es verdad, sin
embargo: -§ puede ser cero para dos funciones ortogonales ain si son finitas en la
misma regién. Es facil pensar en pares de orbitales atémicos que sean ortogonales
entre sf, pero dado que en general son funciones exponenciales, siempre existe cierta
interpenetracién entre ellos.

El principal atractivo de la aproximacién de ZDO es que hace que todas las
integrales multicéntricas se anulen. Por lo tanto, en una base de orbitales atdmicos %
que tengan ZDO, la integral <xa( 1)z (DIVr2xu(2)%4(2)> se hace igual a cero a menos
queas=cyb=d. Estosurgea rafz de que, sia = ¢, %,"(1)x(1) es idéntico a cero, lo
que obliga al integrando a anularse en todos lados, sin importar cudnto vale el producto
U (D@

Podemos empezar nuestro tratamiento escribiendo los términos de la energfa
total que se asocian con todos los cores: la energfa cinética de los electrones de core,
1a atraccién entre los electrones de core y los niicleos y la repulsién entre los nicleos y
entre los electrones de las distintas capas internas:

Ly2 _Ze
_ZVA [

EZ" =% {2(1 A)+ Z:K[Z(M'"") —(av AV)]} N z,gzL +

KL

2|0+ (2| )

S [2(4dnn) - (aran)]- = _L2{<z.

AeK, nel

donde K y L se reficren a los diferentes micleos, A y v son las capas atémicas internas
en el &lomo X, y n (y, en lo sucesivo, 6 y ¢) denota las capas atémicas internas en el
dtomo L (= K). La lnica parte de la energia que depende de la matriz de densidad
(matriz con los cuadrados de los cigenvectores) es la porcidn de la valencia:
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Ex' = AZ‘PW e+ Y2V pmn) - (M nlw )]+
iy n : : o

Zhu SR [(w v = (A wvi)]

las primas denotan las capas de valencia. En la ecuacién anterior hemos
introducido el término u para un orbital centrado en el dtomo K (y que puede ser igual
a A o v). Las ecuaciones de Hartree-Fock se deben reescribir de tal forma que sélo
sean aplicables a los orbitales de valencia. No pr »s dicha deduccién, y
procedemos a mostrar los elementos diagonales de Ia matriz de Fock reducida:

Foe = Uy + TV + TP (W n'e’) = 1w niw's”))]
.o

KeL

donde

Uy = (0|45 - 25wy + EK[Z(;L'V’PJ\.)— (r'Ava)]

Vb = -2y + ZEIL[Z(u' V') - (w'njv'n)]
n

Los términos fuera de Ja diagonal, si consideramos un dtomo especifico X, toman la
forma:

Fop=Ug,+ ;V,}v. + 2. Pro [(p' vine')~ %(u'n'[v'c’)]
ne’

y los términos bicéntricos se convierten en:

Foo =HI? + 3 [2(n's'|vw) —(w'vig'v)]+
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Pl 1)

Laos primeros dos términos  de la ecuacién anterior son el ys del hamilroni:
efectivo de core, que incluye las interacciones entre los electrones de capas internas y
los electrones de valencia.

Las integrales monocéntricas biclectrénicas se calculan mediante pardmetros
espectroscopicos experimentales.  Estos, en combinacidén con los potenciales de
ionizacién (fy y las afinidades electrénicas (4), permiten obtener estimados del término
Uy ya deserito.

La consideracién final que se realiza en la aproximacién de ZDO se refiere a la
manera de calcular las integrales biclectrénicas mono y bicéntricas. Esto se puede
hacer a tres niveles distintos. La aproximacién mds cruda la constituye el método
CNDO (Complete Neglect of Differential Overlap), o de eliminacién completa del
traslape diferencial, y que implica evaluar solamente las integrales que satisfacen la
relacidén

Yl = vig' )8, 8

que es una expresién que sélo depende de la separacidn inter ica y la naturaleza de
los dtomos K y L. Los términos Uy, se obtienen de los valores experimentales de los

potenciales de jonizacién y las afinidades electrdnicas. Se introducen también
pardmetros semiempfricos Py, para los hamiltonianos de core, y se supone que la
energfa de repulsién core-core se debe a la repulsién coulémbica entre dos cargas
puntuales. Dentro de esta aproximacidn y empleando Z’, para denotar el mimero de
electrones de valencia en el dtomo K, se obtienen las siguientes ecuaciones para la
matriz reducida de Fock:

1
Fio= _E(l" + A.) + [(ZP"“) -Z' —%(PW - I)Jyﬁﬁn" +
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CNDO
Fll's' = B;Lsu‘;' - %Ptlg' Yie

Los pardmetros [3;,_ se ajustan generalmente contra cdlculos ab initio, El método
CNDO es bueno para calcular, por cjemplo, momentos dipolares, pero malo para los
calores de formacién. En la actualidad no se utiliza frecuentemente.

Dado que s6lo se conserva una pequeiia porcién de las integrales bielectrénicas
en el método CNDO, éste constituye para muchos fines una aproximacién demasiado
burda ya que no describe bien un gran niimero de propiedades. En ¢ método de INDO
{Intermediate Neglect of Differential Overlap) o de eliminacién intermedia del traslape
diferencial, se retienen adicionalmente términos del tipo (u'v'lu'v’). Este método no
es aun suficientemente preciso, por ejemplo, para buenas optimizaciones de geometrfa
y la evaluacién de propiedades dependientes de ella, Sin embargo, se le wutiliza
frecuentemente en cdlculos espectroscdpicos para simulaciones de espectros de ESR y
NMR.

Finalmente, tenemos el nivel mds avanzado dentro de la aproximacién de ZDO,
que es el método NDDO (Neglect of Diatomic Differential Overlap) o eliminacién del
traslape diferencial diatémico. En este método, todas las integrales monocéntricas se
evaluan por medio de pardmetros espectroscépicos, potenciales de ionizacién y
afinidades electrénicas. Posteriormente, las integrales bicéntricas bielectrénicas son
evaluadas. Las ecuaciones de la matriz reducida de Hartree-Fock pasan a ser las
siguientes:

Fo=Ug,.+ ZL:V"E.". + 3P J(wwvv) - Hu v v’)] +
veK

3 Y Pw(wn o)
L nael
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zv',mp [(wm v‘)—l(uuivV]+ZZ <w|no)
FumHZ -1 T 5v.a.(u'g'lv6')

Esta no es una aproximacién tan dréstica como en el CNDO o INDO, y requicre
consecuentemente de un mayor esfuerzo computacional. En vez de utilizar el método
NDDO por completo, se han desarrollado métodos méds apropiados desde el punto de
vista computacional: MNDO, AMI1, y PM3.

Una de las modificaciones iniciales y mds populares de! método NDDO es el
méodo MNDO (Modified Neglect of Differential Overlap) o de eliminacién modificada
del traslape diferencial (120,124-130). En este método, los pardmetros que se utilizan
provienen de un ajuste de datos espectroscépicos para evaluar las energfas atémicas y
iénicas. Los valores de las U también son diferentcs. Ahora, las V, o sea la
interaccién de los clectrones de valencia en el dtomo K con el core del dtomo L, se
consideran como sigue:

Vi =2, (uvisst)

donde el core del dtomo L se supone que tiene una distribucién esférica. Para las
integrales de core tenemos que

cors p’:’ + ﬁL‘
H“.q. = [—z—q—- Suvg.

donde las P son pardmetros empfricos. Los términos de interaccién core-core se
establecen como

=72, (s“s"ls‘s")[l +exp(-o Ry, ) + exp(—ot, Ry )]

Finalmente, las integrales bicéntricas bielectrénicas se expanden como una serie de
multipolos que se ajustan para que aproximen las soluciones monocéntricas conforme
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Rk —> 0. Los exponentes de Slater en los orbitales atémicos se pre-optimizan para
que reproduzcan un gran niimero de propicdades en moléculas de prueba. El método
trabaja bastante bien para propiedades de estado basal, pero tienc varias desventajas
importantes (/31):

(1) Se subestima la cstabilidad de las moléculas estéricamente sobrepobladas, como el
caso del reopentano.

(2) Se sobreestima la estabilidad de los anillos de cuatro miembros, como el cubano.
(3) Sc subestima la estabilidad de los compuestos hipervalentes, como el Z4cido
suifiirico,

(4) Se sobreestiman en general las barreras de activacion.

(5) Se predice que las estructuras no cldsicas son inestables con respecto a las
estructuras cldsicas, como en el radical etilo.

(6) Los sustituyentes oxigenados en anillos aromaticos estdn fuera del plano, como en
el nitrobenceno.

(7) El enlace de perdxido se subestima sistem&ticamente por alrededor de 0.17 A,

(8) El dngulo C-O-C de los éteres se sobreestima por alrededor de 9°,

(9) Los puentes de hidrégeno son pricticamente inexistentes, como en el caso del
dfmero de agua.

Para resolver principalmente este wltimo problema, Dewar er al modificaron el
término de repulsién core-core, lo que se tradujo en el método AMI (Austin Model 1)
(132-134). La modificacién referida es la siguiente:

Ese = 7, 2t (sKs® [sts* )[1 +exp(—o, Ry ) + exp(-a, R )]+

z’K Z’L

we Lkt

4
[Zam ”F(_bu( (RKL - Ckx)z) +a, exp(—b,‘,_ (RKL - CL)Z)]
la cual contiene doce pardmetros nuevos por dtomo, introducidos por los términos
gaussianos repulsivos adicionales. Las mejorfas en este método son las siguientes
(131):
(1) Se reproducen mejor los puentes de hidrégeno.
(2) Se mejoran las estimaciones de las barreras de activacién de reacciones qufmicas.
(3) Los compuestos hipervalentes de fésforo se describen mejor.
(4) Los errores en el calor de formacién se reducen alrededor del 40%.
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Sin embargo, se introducen algunas deficiencias, entre las que destacan:

(1) Las interacciones del fésforo con otros 4tomos a distancias intermedias (3 A) no se
describen bien, y se introducen distorciones en geometrfas simétricas.

(2) Los grupos alquilicos tienen un error sistemdtico en el calor de formacién, ya que
el fragmento CH; es muy negativo por alrededor de 2 kcal/mol.

(3) Los compuestos nitrados, aunque se describen mejor, siguen teniendo
sisteméticamente una energfa muy alta,

(4) El enlace de peréxido sigue siendo subestimado sistemdticamente por alrededor de
0.17 A.

Stewart realizé una reparametrizacién bastante grande del método AMI, y
empleando dos en vez de cuatro términos repulsivos por dtomo en la ecuacién anterior,
dié origen al método PM3 (131,135). Este fue parametrizado y optimizado para un
gran conjunto de moléculas de prueba y al parecer da resultados muy bucnos
comparados con los experimentos. Reproduce muy bien Jos puentes de hidrégeno y las
barreras de rotacion interna. Asimismo, los compuestos hipervalentes se describen
mucho mejor y los errores en el calor de formacidn se reducen en un 40% con
respecto al método AMJ. Las desventajas de este método no se conocen del todo
debido a que ain no existe suficiente informacién en la literatura sobre los resultados
que produce como para poder juzgarlo adecuadamente, Se sabe, por otro lado, que la
barrera de rotacién en la formamida pricticamente no se logra reproducir en este -
método.

Como comentario final sobre todos los métodos semiempiricos, en particular los
tres dltimos, se debe afiadir que, debido a la parametrizacién, se considera que
conticnen en alguna forma no explicada del todo la correlacidn electrénica, lo que les
permite aproximar bien en ciertos casos los resultados experimentales.

PROPIEDADES ELECTRONICAS

Hasta ahora hemos revisado los fundamentos tedricos de los métodos de
orbitales moleculares que permiten obtener las funciones de onda y las energfas
orbitales asociadas. Veamos ahora cémo podemos obtener, segiin Mulliken, las
distintas variables de estructura electrénica que nos serdn de utilidad para nuestro
trabajo (7120,122).
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Hemos visto hasta ahora que la funcién de onda total de una molécula se puede
expresar como el producto de las funciones que describen los orbitales moleculares:

Y=adyd

Para la ‘Amayon'a de las propiedades fisicas de interés, necesitamos conocer la
probabilidad de encontrar un electrén en un elemento de volumen tridimensional, que
serd igual a la suma de las probabilidades de encontrar cada uno de los electrones de la
moléeula en dicho elemento de volumen, lo que se denomina funcién de densidad
monoelectrénica q; y se expresa de la forma siguiente:

]
9= Lnkcik
k

donde k es el fndice del orbital molecular, ¢y, es el coeficiente de un orbital atémico en
el dtomo i en el orbital molecular &, ng es ¢l nimero de electrones (0,1 o 2) en el
orbital molecular X, y la suma se realiza sobre todos los orbitales moleculares.

Cuando lo que se desea es obtener la distribucién electrénica en los enlaces en

vez de en los dtomos, se hace uso del concepto de orden de enlace py; entre dtomos
vecinos:

Py =22 My S
P

donde los sfmbolos son los mismos de la ecuacién anterior y la suma se realiza
igualmente sobre todos los orbitales moleculares.

De las energias orbitales (los eigenvalores) se puede, mediante el teorema de
Koopmans (/22), obtener una primera aproximacién al potencial de ionizacién (PI), ya

que este se obtienc mediante la expresién:

Pl=—Eyomo

102



\ n

el « d

“El momenlo dlpolar elécmco (u) se" puede
;rcspccuvo (120) i

2, 1

n:las contrit

,‘alf;cua:lise’
‘,'Er‘npléa'pdp una _conjunto base {,,}, el valor esperado del momento dipolar se obtiene

debidas a los nicleos (4) con cargas Z,
“mediante la expresién:

{u)= —;Pw@]i"lv) + ;ZAR,

- donde la suma involucra a todos los dtomos.

Finalmente hablaremos del calor de formacién (120), que no es propiamente
una propiedad electrénica. El calor de formacién AH/""’ de una molécula se obtiene de
su energfa total al restarle las energias electrénicas E,; y sumarle los calores de
formacién experimentales AHyde cada uno de los dtomos de la molécula:

AH™ = EgY' -3 E, + Y AH,

Las energfas electrénicas de los dtomos se calculan de las funciones de onda
empleando las mismas aproximaciones y pardmetros que el método de célculo que se
esté utilizando.
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SUPERFICIES Y VOLUMENES MOLECULARES

El volumen de van der Waals (115) de una molécula-cs el volumen que ocupa
dicha molécula y que es impenetrable por otras moléculas en el intervalo de energfas
térmicas a temperaturas ordinarias. El cdlculo del volumen de van der Waals
presupone un conocimiento de las di ias y 4dngulos de enlace, asf como de las
distancias de contacto (radios de van der Waals) y formas caracteristicas de los dtomos
en una configuracién molecular dada. Un hecho fundamental atrds de este concepto es
que el radio de van der Waals de un dtomo es generalmente invariante a la combinacién
qufmica de dicho &tomo y a la presencia de otros dtomos vecinos no enlazados. Con
base en lo anterior, revisemos la naturaleza del radio de van der Waals desde el punto
de vista de la distribucién de la densidad electrénica en torno a un dtomo.

La densidad electrénica w2 a una distancia r del core de un dtomo hidrogenoide
con un electrén estd dada por la expresién:

2m,l,

v =C exp(-2 r)

donde mg es la masa del electrén en reposo, I es el primer potencial de ionizacién del
4tomo y C es la constante de normalizacién. Conforme dos dtomos se acercan el uno al
otro desde r = o sus nubes electrénicas se interpenetran cada vez mds. El principio de
exclusién de Pauli produce entonces una repulsién de los dos 4tomos que es
di proporcional a la electrénica en la regién de interpenetracién.
Sc puede entonces definir el radio de van der Waals como la distancia r a la cual esta
repulsién se encuentra en equilibrio con las fuerzas de atraccién entre los dtomos.

toncidad

Para conocer el valor de la superficie molecular, la estructura atémica se
representa como la superposicién de esferas de valores apropiados del radio de van der
Waals (116). La estructura continua se secciona por una serie de planos paralelos con
un espacio predeterminado. La interseccién de cada esfera con un plano dado aparece
como un cfrculo. Los arcos de los circulos que traslapan para dtomos distintos se



* ‘eliminan; ' El dibujo de cualquier plano se convierte entorices en la superficie contfnua
7.7"de van der Waals, :

. Por otro lado tenemos el concepto de superficie de acceso del disolvente
desarrollado por Lee y Richards (116,113) del cual ya se ha hablado anteriormente.
Para fines del cdlculo, entonces, un- ftomo o grupo de dtomos se definen como
accesibles si se puede hacer que una molécula esférica de disolvente de un tamafio
especifico haga contacto con la superficie de van der Waals de la molécula de soluto.
Se centra una esfera en cada posicién atémica de do a las coordenad:
proporcionadas y se le asigna un radio R igual a la suma del radio de van der Waals de}
4tomo mds el radio escogido de 1a molécula de disolvente. La superficie calculada es
cada posicion en la que el centro de la molécula del disolvente se puede poner en
contacto con un 4tomo conforme es deslizada sobre ¢l soluto permitiendo el méximo
contacto posible sin que penetre ecn otros dtomos de la molécula. Un dtomo es
accesible si cualquier parte de un arco alrededor de él hace contacto. La longitud del
arco es una medida de la accesibilidad en dicho plano. La superficic accesible total A
es directamente proporcional a la suma de las longitudes de todos los arcos de contacto
para cada dtomo. S6lo hay que hacer la observacién de que para calcular el volumen
de van der Waals por este tipo de algoritmos, basta con asignarle un valor de cero al
radio R de la molécula del disolvente. Una aproximacién al drea total se calcula
mediante la férmula siguiente:

A=Y (RINR =Z )e Del,
D=AZI2+ANZ

donde L s la longitud del arco de contacto para una seccién i dada, Z; es la distancia
perpendicular del centro de la esfera a la seccién i, AZ es el espaciamiento entre las
secciones, y A'Z es AZ/2 o R-Z;, ¢l que sea menor. La suma se realiza sobre todos tos
arcos de contacto para cada dtomo. Es conveniente enfatizar que lo que se calcula aquf
es la superficie de acceso al disolvente estdtica, ya que no se realiza ninguna cotreccién
por la flexibilidad potencial o el movimiento de subgrupos estructurales en las
moléculas.

E! volumen que encierra la superficie de acceso al disolvente se puede calcular
particionando cste volumen en formas mds simples cuyos voltimenes se pucdan calcular

mds fdcilmente por medio de técnicas de geometria de sdlidos o cdleulo integral.
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En nuestro trabajo de tesis procedimos a calcular las superficies y volimenes ya
descritos para todas las moléculas y para grupos quimicos estructurales de interés.
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RESULTADOS DE MECANICA MOLECULAR

Se realizaron varios cdlculos a nivel de mecidnica molecular para los compuestos
inhibidores y el sustrato ya descritos con el fin de obtener, en principio, las geometrias
de equilibrio de minima energfa. Estos cdlculos sc realizaron con el programa
PCMODEL, versién 4.0 de Serena Software (Ergo Computing, Inc. for Lahey, 1990),
impl do en computadoras personales (PC's) 386-DX y 486-DX del Departamento
de Ffsica y Qufmica Tedrica.

Sc realiz6 la minimizacién total de la energia de los compuestos debida a su
geometria, y se procedié a verificar que las geometrias obtenidas correspondieran a
minimos globales de energfa; esto se realizé por la medicién de las barreras de rotacién
interna de los enlaces que puede realizar el programa. Para aquellos casos en que la
energfa podfa al parecer disminufrse aun mds, sc operaba la rotacién adecuada del
enlace apropiado y se realizaba entonces de nuevo una niinimizacién total de la energfa
al permitirse la relajacién de toda 1a molécula. Este proceso se realizaba varias veces

.

hasta que se {a una

8 rfa correspondi a un minimo absoluto de energfa, y
entonces se procedfa a registrar las coordenadas internas de los dtomos y algunas de las
propiedades fisicoquimicas que reporta el programa, en particular ¢| momento dipolar y
el calor de formacién. De las gecometrias finales se extrajeron posteriormente distintos
pardmetros estructurales, como distancias de enlace ¢ interatémicas, dngulos de enlace

y dngulos diedros.

Por otro lado, a partir de las geometrfas de minima energfa y con el mismo
programa se realizaron cdlculos de las superficies totales de van der Waals y de
solvatacién acuosa, asi como de las superficies no polar saturada, no polar insaturada y
polar, para ambos casos. En el caso de las superficies de solvatacién acuosa, el
programa proporcioné también las porciones de superficie accesibles. Para realizar de
forma md4s precisa estos cdlculos se ajustd el incremento estdndar de 0.25 A entre los
planos de seccién de las moléculas a un valor éptimo de 0.05 A.

Conviene destacar que no se pudo realizar el estudio correspondiente para los

frefs trinmi, P

p s _fosf piruvato 'y fosfotioglicolato, ya que el programa utilizado no




- liene los parémclros necesarios para el cdlculo de las distintas conmbucmncs ala

~_ vnergfa asomada con el enlace S-P de estas dos moléculas.

B e RESULTADOS DE MNDO Y AM1

Se realizaron varios cdlculos qufmico-cudnticos dentro de las aproximaciones de
los métodos semiempiricos MNDO y AMI para los compuestos inhibidores y el
sustrato ya descritos. Estos cdlculos se realizaron con el programa MOPAC, versién
6.00 elaborado por el Frank J. Sciler Research Laboratory para Serena Software (Ergo
Computing, Inc. for Lahcy, 1990), implementado cn computadoras personales (PC's)
386-DX y 486-DX del Departamento de Fisica y Quimica Tedrica.

Para ambos métodos s¢ procedié a introducir como coordenadas internas
iniciales aquéllas proporcionadas por los cdlculos anteriores de mecdnica molecular,
especificando la carga neta de las moléeulas, el limite mdximo posible en los criterios
de convergencia en cnergia para las optimizaciones de geometria, ¢l método
semiempfrico a utilizar, asi como otros comandos de control del programa. Se
procedié a optimizar al mdximo la geometria de cada una de las moléculas para obtener
finalmente las propiedades clectrénicas de interés. De las geometrias finales se
extrajeron posteriormente distintos pardmetros estructurales, como distancias de enlace
e interatémicas, dngulos de enlace y dngulos diedros. Las variables de estructura
electrénica que se investigaron fueron las siguientes:

(1) Energfas de los orbitales moleculares, particularmente ¢l HOMO y el LUMO.
(2) Cargas netas en los dtomos.

(3) Ordenes de enlace entre los dtomos.

(4) Matriz de densidad electrénica para el HOMO y el LUMO.

(5) Potencial de ionizacién, momento dipolar y calor de formacidn.

A continuacién presentamos una tabla donde se presenta la desviacidén cuadrdtica
media de las distancias interatémicas entre todos los dtomos segin las geometrfas
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obtenidas con los mélodos MNDO y AMl -con: respecto a aquéllas oblemdas con
mecénica molecular. -

- DESVIACION

; %% CUADRATICA MEDIA (A)
MOLECULA o s MNDO AM1
Fosfato del 4cido 1-hidroxiciclopropanoico et 0,0473 0.0315 -
Z-bromo-fosfoenolpiruvato ’ . 0.0336 0.0643
Z-metil-fosfoenolpiruvato : 0.0283 0.0147
Z-cloro-fosfoenolpiruvato 0.0282 0.0516
3,3-dicloro-2-dihidroxifosfinoil- metil-2-propenoato 0.0305 0.0512
Z-fluoro-fosfoenolpiruvato 0.0302 0.0350
L-2-Fosfolactato 0.0554 0.0338
E-metil-fosfoenolpiruvato 0.0309 0.0187
Fosfoglicolalo C o 0.0241 0.0185
Dimetil-fosfoenolpiruvato 0.0373 0.0126
Fosfoenolpiruvato fosfonato 0.0360 0.0364
E-ciano-fosfoenolpiruvato 0.0364 0.0564
Fosfonoacetato ’ 0.0139 0.0261
Fosfomalato 0.0304 0.0259
Fosfonopropionato 0.0232 0.0314

Se concluye que los cambios globales en las geometrfas de equilibrio después de
las optimizaciones con los métodos semi-empiricos son pequefios, si bicn esto no
significa que las posibles correlaciones entre la actividad y los descriptores geométricos
no dépenda.n criticamente de modificaciones muy leves en los iltimos. Consideramos
que es necesario aquf contar con geometrias de equilibrio confiables (las cudles no se
han reportado en la literatura), como aquéllas provenientes de cdlculos ab initio, a fin
de comparar la calidad de los resultados obtenidos con cada uno de los métodos
empleados. Esto permitird decidir qué método es el mds adecuado para realizar una
primera aproximacién al problema de calcular propicdades geométricas en estudios de
QSAR para sistemas qu{micos parecidos al estudiado en este trabajo, donde hay varios
4tomos de oxfgeno y un 4tomo de fésforo.
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En esta ocasién s{ se pudo realizar el estudio correspondiente para los
Frel

Sfos/ lriopiruvato y fosfotioglicolaro, 1o que permitié ampliar el niimero
de compues(os estudiados con aquéllos que contienen azufre,

cC

SUPERFICIES Y VOLUMENES DE VAN DER WAALS
Y DE ACCESO AL DISOLVENTE

A partir de las geometrias finales optimizadas por los método de MNDO y
AMI, se procedié a realizar el cdlculo de las superficies y volimenes (parciales y
totales) de van der Waals y de acceso al disolvente (sélo para MNDQ, y segin la
definicién de Lee y Richards) por medio de un programa denominado SAVOL, cuyo
cédigo en FORTRAN fue desarrollado por R. S. Pearlman (del College of Pharmacy,
University of Texas at Austin). Este programa lo adaptamos y compilamos en una
estacién de trabajo Iris INDIGO de Silicon Graphics, equipo que pertenece al
Departamento de Fisica y Qufmica Tedrica de la Facullad de Qufmica. Los célculos se
realizaron dentro del nivel méximo de precisién que permite el programa, es decir, con
incrementos de 0.1° cntre cada rotacidn de los planos de seccién de la molécula en
estudio. En la siguicnte tabla se muestran los radios atémicos de van der Waals que se
emplcaron para los cdlculos realizados (117,114,115):

ATOMO RADIO ATOMICO DE VAN DER WAALS (A)*
Carbono 1.7
Hidrégeno 1.1
Oxigeno 1.4
Fésforo 1.9
Azufre 1.8
Flior 1.4
Cloro 1.8
Bromo 1.9

Nitrégeno 1.5



Para el cdlculo de las superficies y volimenes de van der Waals se considerd
que el radio del disolvente era de 0.0 A, mientras que para las superficies y volimenes
de acceso del disolvente se tomé cl radio del disolvente (agua) como 1.4 A.

El programa es capaz de proporcionar las superficies y los volimenes ya
mencionados por 4tomo, por grupos de dtomos (especificados por el usuario) y de toda
la molécula, con base en una geometria de entrada, los radios atémicos de van der
Waals y el radio del disolvente proporcionados.

RELACIONES CUANTITATIVAS ESTRUCTURA-ACTIVIDAD

En este rubro presentamos los pardmetros utilizados dentro de la aproximacién
de Hansch para describir los cfectos eclectrénicos, hidrofébicos, estéricos y de
dispersién que producen los diversos sustituyentes que poseen los inhibidores
pertenecientes al grupo de moléculas andlogas estricias al PEP.

Las variables utilizadas fueron o, y o, (para modelar efectos electrnicos con
distinto grado de resonancia involucrada), nr, E; y MR. No se pudieron incluir los
pardmetros pertinentes para describir las modificaciones que presentan algunos
compuestos en torno al puente de oxfgeno del éster fosfato debido a que no estin
reportados en la literatura. Los valores numéricos de las variables ya mencionadas son
los siguientes:

SUSTITUYENTE oy Gy n E; MR
H 0 0 0 i 1.03

CH; -0.17 -0.07 -1.24 0.56 5.65

F 0.06 0.34 -0.46 0.14 0.92

cl 0.23 0.37 -0.97 071 6.03

Br 0.23 0.39 -1.16 0.86 8.88

CN 0.66 0.56 -0.51 0.57 6.33
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DISCUSION DE RESULTADOS

Nos proponemos en esta Seecidn realizar un andlisis de los resultados obtenidos
por los diversos métodos empleados, a fin de realizar lo siguiente:

(1) Encontrar correlaciones estruclura-actividad que permitan repreducir las tendencias
dentro de las moléculas en estudio y, eventualmente, orientar en la sintesis de nuevos
compuestos con variaciones estructurales especificas con base en la prediccién de su
actividad.

(2) Verificar nuestra hipdtesis de que los inhibidores andlogos estrictos al PEP y los
andlogos no estrictos al PEP constituyen de hecho grupos separables por 1a forma en
que interactian en el sitio activo, Para ello se considerardn los resultados de las
correlaciones multiparamétricas realizadas y de estudios por medio de andlisis de
discriminantes.

(3) Contrastar la informacién que se tiene sobre la estructura y propiedades del sitio
activo con aquélla que proporcionan de manera indirecta las correlaciones encontradas.
Aquf se buscardn integrar de forma critica y selectiva las dos secciones previas.

(4) - Verificar las hip6tesis planteadas por algunos autores (ver la seccién titulada
"Bioqufmica de la Enzima Fosfoenolpiruvato Carboxilasa") sobre qué variables
estructurales son las responsables de la actividad de los compuestos inhibidores de la
PEPC.

Conviene aclarar varios puntos sobre el inciso (2). A lo largo de nuestra
investigacién de tesis cc s a darnos cuenta de que, en general, la mejor manera
de analizar los resultados que se obtenfan era separdndolos en dos grupos: uno
constituido por aquéllos resultados pertenecientes a varias moléculas que denominamos
andloges al PEP por presentar invariablemente la estructura del doble enlace propia del
PEP, y el segundo grupo que denominamos no andlogas al PEP, constituido por

1) léculas que no y dicha estructura de doble enlace (y que de hecho
son mis bien andlogas al fosfoglicolato). Conviene confesar que inicialmente esta
separaciéon de las moléculas en dos grupos obedecié a que los resultados que se
obtenfan no revelaban nada alentador excepto cuando se separaban en los dos grupos
mencionados.  Seguimos con esta scparacién artificial hasta que comenzamos a




h,

sospechar que tal vez las correlac acep se 1 s6lo cuando se tenfan
sebamdas las molé como resultado de ismos diferentes de interaccién con el
" sitio activo. Nos propusimos, pucs, verificar si en realidad no es posible encontrar una
correlacion significativa para todos los compuestos juntos, pero sf factible describir por
‘'separado ambos grupos de moléculas, de preferencia con descriptores moleculares
diferentes. En la siguiente tabla prescntamos los nombres de los inhibidores seglin su

clasificacién ya mencionada:

ANALOGOS AL PEP NO ANALOGOS AL PEP
Z-bromo-fosfoenol piruvato Fosfato del 4cido 1-hidroxiciclopropanoico
Z-metil-fosfoenolpiruvato L-2-fosfolactato

Z-cloro-fosfoenolpiruvato Fosfoglicolato
3,3-dicloro-2-dihidroxifosfinoil-metil-2-  Fosfonoacetato

propenoato Fosfomalato

Z-fluoro-fosfoenolpiruvato Fosfonopropionato
E-metil-fosfoenolpiruvato Fosfotioglicolato

Fosfoenolpiruvato fosfonato
Dimetil-fosfoenolpiruvato
E-ciano-fosfoenolpiruvato
Fosfoenoltiopiruvato

(A) MECANICA MOLECULAR.

Se realizé un andlisis estadistico multiparamétrico con algunas de las variables
calculadas por medio de las técnicas empleadas de mecénica molecular. Para el caso de
las superficies de van der Waals y las superficies de solvatacién acuosa, se decidié
arbitrari emplear tni las primeras debido a la alta colinealidad que
presentaban con los segundos. Para las variables geométricas, sc consideraron los
dngulos C-C-O", O-C-C y C-O-P, asf como las distancias entre el C del carbonilo y el
P, y entre el C-3 y los sustituyentes en ¢is y trans (estos dos tltimos tinicamente para
los compuestos andlogos estrictos al PEP). Finalmente, se consideré ¢l momento
dipolar de los compucstos. Para la descripcidn de los compuestos no andlogos no se
consideraron la superficie no polar insaturada de van der Waals ni las distancias entre el
C-3 y los sustituyentes en cis y rrans, pues obviamente carecen de estos pardmetros.
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El andlisis estadistico de los datos obtenidos nos proporciond ecuaciones lineales
de varias variables, con la determinacidn de los valores de cada cocliciente respectivo
(como medida del grado de participacién de las variables en la ecuacién) y sus
‘desviaciones estdndar (medida del crror asociado con la determinacién de dicho
coeficiente debido a la dispersién de los datos), el coeficiente de correlacién (cuyo
cuadrado.s la fraccién de la variacién en las observaciones que explica la ccuacién) y
la desviacién estdndar de los valores de log Ki observados de aquéllos calculados, asi
como el valor de la prucba de F (cuyo porcentaje asociado se refiere a la probabilidad
de que la correlacién observada se deba al azar).

Para poder tener una representacién visual de estas correlaciones, se trazaron
gréficas del valor calculado (teérico) del log Ki contra el valor experimental. El
coeficiente de correlacidn y la desviacién estdndar asociada se corresponden con
aquéllos de la ccuacién multiparamétrica con la que se obtuvieron los valores
calculad La pendi y la ordenada al origen de esta gréfica son dependientes del
coeficiente de correlacién y la desviacién estindar de la regresién multiparamétrica,
pues conforme la calidad de ésta dltima ecuacién aumenta (mayor r y menor s), la
pendiente se aproxima a uno y la ordenada al origen se aproxima a cero, como se
observa en la siguiente grifica de ejemplo:

©
T

log Ki (teo.)

PRGN TR

1 L L 2 L )

0 1 E) 3 4 5,
log Ki (exp.)
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Cuando se:analizaron los resultados con los 15 inhibidores juntos (recordando

- que no s estudiaron el fosfoenoltiopiruvato y el fosfatioglicolato por falta de todas las

- constantes apropiadas del dtomo de azufre), no fue posible encontrar ninguna

" correlacién que explicara siquiera el 30% de la variacién de los datos. Esto permite

concluir que, al nivel de las propiedades descritas por mecdnica molecular, no es

posible encontrar un QSAR que describa la actividad de todos los inhibidores
competitivos de la PEPC.

ANALOGQS AL PEP. Para el tratamiento de los resultados considerando tinicamente
los nueve inhibidores andlogos estrictos al PEP, se encontraron las siguientes cinco
mejores correlaciones biparamétricas:

log Ki =17.7200(+3.7186) — 1.3776(+0.6901)C,R,,, — 0.0281(+0.0303) POC
r = 0.74869, r2 = 0.56054, s = 0.53874, F = 3.82652 (8.4872 %)

log Ki = ~4.0030(+2.3510) + 0.2702(+0.0980)NPI + 0.0407(+0.0194) NPS
r = 0.76665, r2 = 0.58775, s = 0.52179, F = 4.27707 (7.0064 %)

- log Ki =1.0519(42. 6438) — 2.0025(10. 6506)C, R ;; + 0.0206(+0.0154)Tor
L r=0.78253, r2 = 0.61235, s = 0.50599, ¥ = 4.73887 (5.8255 %)

log Ki =3.9180(+0.9288) — 1.9423(+0.6273)C,R,, +0.6315(10.4608)C,R,..,
r= 0,78570, r2 = 0.61732, s = 0.50273, F = 4.83945 (5.6041 %)

log Ki =26.9981(+14.2034) — 1.9002(£0.5870)C; R ;, — 0.1893(10.1187)CCO
r = 0.80446, r2 = 0.64716, s = 0.48273, F = 5.50241(4.3920 %)

donde C;R; es la distancia de enlace entre el C-3 y el primer dtomo del sustituyente
en posicién cis, C3R,q,s €5 la distancia de enlace entre ¢f C-3 y el primer dtomo del
sustituyente en posicién trans, POC es el dngulo de enlace P-O-C, CCO es cl dngulo de
enlace C-C-O-, Tor es la superficie total de van der Waals, NPI es 1a superficie no
polar insaturada de van der Waals y NPS es la superficic no polar saturada de van der
Waals. Recordemos sélo que a valores crecientes de Ki, menor poder de inhibicién.
La colineraridad entre las variables anteriores se muestra en la siguiente tabla:
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'VARIABLE 1 VARIABLE 2 SR

CCiRay C3Ryrans - 0.1235

. CyReis ) Tor 0.1745 ° =
C3Reis POC 0.1683
C3Reis cco 0.0771
NPI NPS  0.8251

La tabla anterior revela que la scgunda de las ecuaciones anteriores no es vdlida
por la alta colinealidad entre las variables NPI y NPS, pero que las demds ecuaciones
pueden ser utilizadas libr (salvo, obvi por el hecho de que tienen valores
muy bajos para r y valores muy altos para las 5). Se buscaron correlaciones
triparamétricas con combinaciones de las variables anteriores, pero los resultados sélo
mostraron un incremento del 5% en la variancia explicada de los datos, lo que hace
que, junto con el hecho de tratarse ya de demasiadas variables (3) para tan pocos puntos
(9), carezcan de significancia estadfstica y se concluya que la mejor correlacién
encontrada sea la quinta de las ecuaciones anteriores. La grdtica del valor predicho
para el log Ki contra el valor experimental para dicha ecuacién se muestra a
continuacion:

log Ki = 26.9981~ 1.5002C,R,,, - 0.1893CCO
r = 0.80446, r2 = 0.64716, s = 0.48273, F = 5.50241 (4.3920 %)
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La interpretacidn ffsica de las cuatro ecuaciones con las que nos hemos quedado
es relativamente sencilla de realizar. Algo que debe quedar claro es que en todas ellas
aparece la variable C3R.,, y con contribuciones del mismo orden y signo.
Interpretaremos esto como una indicacién de que, segin la descripcion que permite la
mecénica molecular, el incremento en la distancia que separa al C-3 del sustituyente
que tenga unido en posicién cis es el factor primordial que repercute en un incremento
en la capacidad de unién de los inhibidores al sitio activo. Se buscaron correlaciones
de una sola variable y claramente sélo una fue significativa (con respecto a las demds):

log Ki = 4.3797(+0.9183 ) — 1.6402(+0.6230)C, R.,,
r = -0,70535, r2 = 0.49752, s = 0.53334, F = 6.93081 (3.3783 %)

Aunque la ecuacién anterior no puede ser utilizada par'a fines predictivos, 1o que
sf nos dice es que la variable C3R;; por sf sola es capaz de explicar casi el 50% de la
variabilidad de los datos, lo que apoya nuestra afirmacién dc! pdrrafo anterior en el
sentido de que esta variable es el factor mds importante para la actividad mostrada por
fos inhibidores.

Lo inico que podemos concluir claramente es que la ecuacidn cuya gréfica se ha
mostrado sélo nos permite reproducir (dentro de sus propios limites estadfsticos) las
tendencias dentro del grupo de moléculas estudiadas, pero ciertamente no constituye
una correlacién de calidad adecuada que pueda dar informacién veraz sobre los factores
que intervienen en la unidn de los inhibidores al sitio activo receptor. La ecuacién
anterior predice un valor de 176.17 uM para la Ki del PEP.

NO ANALOGOS AL PEP. Cuando se consideraron dnicamente los seis inhibidores no
andlogos al PEP, se obtuvieron las siguientes correlaciones:

log Ki = 6.6238(+1.3338) - 0.4364(+0.1429)MD
r = -0.83661, r2 = 0.69991, s = 0.70679, F = 9.32942 (3.7865 %)

log Ki = 7.1501(10.4951) - 0.8256(+0.0908)MD + 0.0761(+0.0146) NPS
r = 0.98502, r2 = 0.97027, s = 0.25688, F = 48,95564 (0.5126 %)



‘donde, adicionalmente a las variables ya descritas anteriormente, MD es el momento
. - dipolar.

Se obtuvieron adicionalmente varias correlaciones biparamétricas donde siempre
aparecfa ¢l momento dipolar con alguna otra variable (dngulo P-O-C, superficie total de
van der Waals, superficic polar de van der Waals, dngulo C-C-O" y la distancia
interatémica entre el carbono del carbonilo y el fésforo), pero cuyos incrementos en
fueron como madximo a 0.85813. Esto significa que hubo un incremento de la variancia
explicada de 70% a 73.6%, motivo por el cual no sc incluyeron en nuestros resultados,
ya que no representan ningiin avance significativo cn la calidad de las ecuaciones. La
dnica correlacién biparamétrica que se incluyé es la (ltima ecuacién, en virtud de sus
excelentes valores de r y F, y sus bajas s. Existen, sin embargo, dos puntos duc
objetarle a estn dltima ecuacién: las variables son altamente colineares con un valor de
r2 = 0.67321, y se estdn empleando dos variables para describir un conjunto de seis
observaciones (por lo que de alguna manera se estdn "sobreajustando”). La gréfica del
valor predicho para el log Ki contra el valor experimental para dicha ecuacién se
muestra a continuacién:

log Ki = 7.1501~ 0.8256MD +0.076INPS
r=0.98502, r2 = 0.97027, s = 0.25688, F = 48.95564 (0.5126 %)

log Ki (te0.)

“os ¥ s 20 25 10 35 40 4s
log Ki (exp.)
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La ecuaci6n anterior nos pucde dar informacion con respecto a los factores que
intervienen en 1a actividad de los inhibidores, al menos dentro de la aproximacién de la
mecdnica molecular. Al parccer, se da un aumento en la fuerza de unién al sitio activo
con el incremento en la magnitud del momento dipolar, lo que se explica en términos
de interacciones de tipo electrostdtico no especificas, ya que el momento dipolar es una
medida global de la forma en que estd distribufda en promedio la carga en una
molécula. Por la contribucién del momento dipolar a la ecuacién anterior y debido a la
alta correlacién que muestra en la regresién de una sola variable (donde explica el 70%
de la variancia de los datos), consideramos que este pardmetro es el factor mds
importante para determinar la actividad de los inhibidores. Por otro lado, el
incremento en la superficie no polar saturada de los inhibidores se traduce en un
decremento en la capacidad de unién al sitio activo, posiblemente debido a
interacciones de tipo hidrofébico con zonas no polares en la enzima.

(B) MNDO.

Se realizé nuevamente un andlisis multiparamétrico de distintas propiedades
electrénicas seleccionadas (en funcién de los andlisis para una sola variable)
proporcionadas por los cdlculos del méiodo MNDO: cargas netas en el fosfato,
carboxilato, C-3, doble enlace (C-2 + C-3), sustituyentes en cis y frans; contribuciones
al HOMO del fosfato, carboxilato y el doble enlace; energfa del HOMO vy diferencia de
energfa LUMO-HOMO; 6rdenes de enlace en el doble enlace y en el enlace del puente
de éster fosfato P-O; y momento dipolar. A partir de las gecometrfas finales obtenidas
por este método se consideraron también los dngulos O-C-C y C-O-P y las distancias
C3Reisy C3-Rypays y entre el carbono del carbonilo y el fésforo. En virtud de los
célculos de los volimenes y superficies de van der Waals realizados con las geometrias
finales del método MNDO, se incluyeron también en los anilisis los volimenes de los
susitituyentes (en cis y en frans).

Para la descripcién de los compuestos no andlogos no se consideraron las
propiedades del doble enlace (carga, orden de enlace y contribucién al HOMOQ), las
distancias entre ¢l C-3 y los suslituyentes en cis y ¢rans ni la carga en el C-3 y los
sustituyentes en cis y frans, pues obviamente carecen de estos pardmetros. Por otro
lado, se incluyd la contribucién al HOMO de los sustituyentes y ¢l carbono central
(todos juntos), y los voliimenes de van der Waals de los sustituyentes se incluyeron
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distinguiendo arbitrari a éstos ultimos en términos de "hacia fuera del plano”
(saliente) y "hacia dentro del plano” (entrante) cuando se observa a la molécula desde cl
plano que permite tener al fosfato del lado derecho y al carboxilato del lado izquierdo
(en analogfa a 1a cara si del PEP).

Se investigaron todas las correlaciones de una sola variable y de todas las
posibles combinaciones de dos variables considerando los 17 inhibidores juntos, y no
fue posible encontrar ninguna correlacién que pudiera explicar siquicra el 60% de la
variabilidad de los datos. Cuando se investigaron las correlaciones de tres variables
(aquéllas que, debido al ntimero de observaciones debieran ser las Sptimas) y de cuatro
variables, el nivel de descripcién tuvo una mejorfa significativa, como lo revelan las
siguientes mejores correlaciones de dos, tres y cuatro variables encontradas:

log Ki = 8.4719(+2.2684 ) — 0.5154(+0.2207 ) LH — 0.2126(0.0483) MD
r = 0.76339, r2 = 0.58277, s = 0.69935, F = 9.77722 (0.2201 %)

log Ki =9.3334(42.5032) ~ 0.2096(+0.0489 ) A/D> — 0.544 1(+0.2254 )LH
—0.0055(+0.0640)0CC
Tr=0.77776, r2 = 0.60491, s = 0.70622, F = 6.10831 (0.9147 %)

" log Ki=9.2313(+2.2559) — 0.1963(+0.0481) MD — 0.5083(10.2132)LH
: ~0.0071(+0.0050) POC
r = 0.79907, r2 = 0.63850, s = 0.67553, F = 8.03484 (0.3285 %)
log Ki =8.6325(+2.0941) — 0.1928(+0.0458 ) MD — 0.5556(+0.2047)LH
+4.3241(£2.3264)H .,
r = 0.81876, r2 = 0.67037, s = 0.64507, F = 8.81270 (0.1891 %)
log Ki =7.3917(+2.1458 ) — 0.1880(0.0459 ) MDD ~ 0.5634(£0.203 1) LH

+0.4193(10.2159) HOMO
r = 0.82256, 2 = 0.67661, s = 0.63894, F = 9.06649 (0.1676 %)
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20(:1:4 \834)+2 9956(2 1519)1-1 o =11.3662(+5. 3141)qC02

. ~0.8652(+0.2320) LH - 0. 1528(:t0 0447 ) MD
©r=0.87255, r2 = 0.76135, s = 0.57129, F = 8.81270 (0.1891 %)

. ‘vdonde MD es el momento dipolar, LH es la diferencia de energfa LUMO-HOMO,
"HOMO es la energfa del HOMO, Hco,- es la contribucién del CO,- al HOMO, gCO,~
es la carga del carboxilato, POC es el dngulo P-O-C y OCC es el dngulo O-C-C. La
colinealidad entre las variables se muestra en la siguiente tabla:

VARIABLE 1 VARIABLE 2 r2
MD LH 0.19915
MD cco 0.02368
MD pPOoC 0.06506
MD qCOy- 0.37054
MD HoMO 0.12606
MD . Heo,- ’ 0.09250
LH cco 0.04036
LH POC 0.00872
LH qCO5- 0.51127
LH HoMO 0.06779
LH Heoy 0.05108

qCO,- HCO;‘ 0.16360

Como podemos observar, la colinealidad entre las variables es muy baja, excepto para
las variables involucradas en la peniitima ccuacién (MD, LH y qCO,-). Las
ecuaciones encontradas son de calidad aceptable (con valores bajos de r, y altos de F),
y al parecer pueden ser utilizadas para reproducir tendencias en la actividad de los
inhibidores. La penmiltima ecuacién permite obtener la siguiente grifica del valor
predicho para el log Ki contra el valor experimental:
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™ ~T T ™

o 3 B H
log Ki (exp.)

De esta iiltima ecuacién podemos obtener informacién sobre cudles son los
factores que intervienen en la unién al sitio activo segiin las propiedades calculadas al
nivel de MNDO. Al parecer, el incremento ¢n ¢! momento dipolar (represcntative de
interacciones electrostdticas no especfficas), el incremento de la carga det carboxilato
(representativo de interacciones electrostdticas especificas) y el incremento en la
diferencia de energfa LUMO-HOMO, se traducen en una mayor fuerza de unién de
todos los inhibidores al sitio activo. Con respecto a la contribucién de la variable LH,
creemos que debe ser interpretada en términos de la relacién que guarda con la
electronegatividad (y), la cual se puede calcular de forma aproximada, segin la
definicién de Mulliken, como x = % (Pl + AE) = % (Eryao ~ Enomo)- Al parecer,
eli en la capacidad de los de atraer electrones, posiblemente en
procesos de transferencia de carga, repercute en una mayor fuerza de inhibicién. Esto
puede tener relacién con el mecanismo de accién de la PEPC propuesto por Janc et al
(6), en el cual se supone que participan al menos dos bases. Suponemos que es posible
que existan otras bases en el sitio activo que participen decisivamente en la unién de los
inhibidores. La ecuacién anterior predice un valor de 5336.80 UM para la Ki del PEP.

Popees
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ANALOGOS AL PEP. Se consideraron los diez inhibidores andlogos al PEP, y se

obtuvieron las siguicntes tres mejores correlaciones biparamétricas:

log Ki = 18.2498(+6.8847 ) + 8.4789( +3.7783 )gPO2" ~ 0.1415(%0.0397 ) MD
r = 0.81362, r2 = 0.66198, s = 0.51383, F = 6.85433 (2.2455 %)

k IdgKi,: 8.6126(42.3307) - 0.6008(+0.2398) LH — 0.1471(+0.0384 ) MD
r = 0.83279, r2 = 0.69354, s = 0.48925, F = 7.92086 (1.5933 %)

- log Ki = 15.6678(£6.1657) +7.0820(+3.3989)gPO;~ ~ 0.0648(+0.0164)VR,,,
S p= 0.84023, 12 = 0,70598, 5 = 0.47922, F = 8.40405 (1.3782 %)

dondg qPOZ- es la carga en el fosfato, MD es el momento dipolar, LF/ es la diferencia
de energfa LUMO-HOMO y VR, es el volumen de van der Waals del sustituyente en
cis. La colinealidad entre las variables se muestra en la siguiente tabla:

VARIABLE 1 VARIABLE 2 2
MD LH 0.15751
MD qPO2 0.13333
qPO2 VR.is 0.06848
LH GPO4 - 0.14300

De Ia tabla anterior se ve que todas las ecuaciones cumplen claramente con el
requisito de que sus variables sean independientes entre si. Hubo sélo una ecuacién de
tres variables con una ligera mejorfa de su calidad estadistica:

log Ki =19.3110(+5.3546) - 0.1646(+0.0323) MD — 0.4825(+0.2029 ) LH

+6.5035(+3.0439 )qPO3"
r = 0.90882, r2 = 0.82596, s = 0.39825, F = 9,49803 (1.0731 %)

Las dos ultimas ecuaciones permiten obtener las siguientes grificas del valor predicho
para el Jog Ki contra el valor experimental:

=
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log Ki =15.6678 + 7.0820qP03" — 0.0648VR,,
r = 0.84023, 12 = 0.70598, s = 0.47922, F = 8.40405 (1.3782 %)

| logKi=19.3110— 01646 MD~ 0.4825LH + 6.50354P0F
r=0,90882, 12 = 0.82596, s = 0.39825, F = 9.49803 (1.0731 %)

log Ki (t0.)
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De las ecuaciones anteriores podemos obtener informacién sobre cudles son los
factores que intervienen en la unién al sitio activo segtin las propiedades calculadas al
nivel de MNDO. Los incrementos en la carga negativa del fosfato (representativa de
interacciones electrostdticas especificas) y en el volumen de van der Waals del
sustituyente en cis repercuten en una mejor unién al sitio activo.  Asimismo,
encontramos de nuevo que el incremento en la separacidn de energfa LUMO-HOMO
contribuye favorablemente a la actividad de los inhibidores. La mejor ecuacién de dos
variables predice un valor de 146.23 uM para la Ki del PEP. La ccuacién en tres
variables predice un valor de 64,81 uM para la Ki del PEP.

NO ANALQGOS AL PEP. En el andlisis de Jos resultados para los siete inhibidores
no andlogos al PEP se obtuvieron las siguientes mejores correlaciones:

log Ki =11.502(+0.3618) — 0.3889(+0.1 175} LH
= -0.82861, r2 = 0.68659, s = 0.34737, F = 10.95333 (2.1250 %)

log Ki =6.3017(£1.0387) — 1.2535(40.3374) MD
r = -0.85680, r2 = 0.73411, s = 0.99732, F = 13.80456 (1.3778 %)

log Ki =16.3681(+5.0439 ) ~ 0.0667(+0.0333 VR, ~1.2522(+0.4934 ) LH
r=0.91838, 2 = 0.84343, s = 0.58485, F = 9.69137 (4.9070 %)

--~log Ki=17.7857(%2.9530)—0.1107(+0.0281 VR, —,1.3882(+0.2860 ) LH
r = 0.96745, r2 = 0.93597, 5 = 0.37402, F = 38.82284 (0.7175 %)

donde LH es la diferencia de enegia LUMO-HOMO, MD es el momento dipolar y VR,
y VR; son los volimenes de van der Waals de los sustituyentes que penetran y salen,
respectivamente, del plano ya definido de la molécula. La colinealidad entre las
variables se muestra en la siguicnte tabla:

VARIABLE 1 VARIABLE 2 2
LH VR, 0.27007
LH VR, 0.11168



De la tabla anterior se ve que las dos ecuaciones biparamétricas cumplen con cl
requisito de que sus variables sean independientes entre si. La (ltima ecuacién permite
obtener la siguiente grdfica del valor predicho para el log Ki contra ¢l valor
éxpcrimemal:

log Ki=17.7857=0.1107VR, — 1.3882 LH
r = 0.96745, r2 = 0.93597, s = 0.37402, F = 38.82284 (0.7175 %)

log Ki (mo) i

log Ki (exp.)

Como se puede observar, en las dos ecuaciones biparamétricas mostradas, el
pardmetro LA aparece con €l mismo signo y con valores similares de contribucién a la
ecuacién. En funcién de la calidad de estas ecuaciones y de aquélla de una sola
variable con dicha variable, consideramos que se puede afirmar que la diferencia de
energfa LUMO-HOMO (interpretada por su relacién directa con la electronegatividad
global de las moléculas) es el factor primordial que permite predecir Ja actividad de los
inhibidores. Para el caso de las regresiones de una variable (las mds adecuadas en
virtud del nimero de puntos), la mds significativa fue aquélla del momento dipolar, lo
que puede permitimos afirmar que la mejor correlacién predice que e incremento en el
momento dipolar permite una mejor interaccién electrostdlica no especifica de los
inhibidores con el sitio activo. La grdfica para dicha ecuacién es la siguiente:
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M.D. (Debyes)

(C) AMI.

Se realiz6 nuevamente un andlisis multiparamétrico de Jas mismas propiedades
electrdnicas calculadas por ¢l método MNDO, pero en este caso por el método AMi:
cargas netas en el fosfato, carboxilato, C-3, doble enlace (C-2 + C-3), sustituyentes en
cis y trans; contribuciones al HOMO del fosfato, carboxilato y el dobie enlace; energfa
del HOMO y diferencia de energfa LUMO-HOMO,; drdenes de enlace en el doble
enlace y en el enlace del puente de éster fosfato P-O; y momento dipolar. A partir de
las geometrfas finales obtenidas por este método se consideraron también los 4ngulos
O-C-C y C-O-P y las distancias C3-Rpj5 C3-Rypqyy y entre el carbono del carbonilo y ¢l
fésforo. Se consideraron también los volimenes de van der Waals de los sustituyentes
en cis y trans.

Para la descripcién de los compuestos no andlogos de nuevo no se consideraron
las propicdades del doble enlace (carga, orden de enlace y contribucién al HOMO), las
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distancias entre el C-3 y los sustituyentes en cis y frans ni la carga en el C-3 y los
sustituyentes en cis y trans, pues obviamente carecen de estos pardmetros. Por otro
. lado, se incluyé la suma de las contribuciones al HOMO de los sustituyentes y el
carbono central. Se consideraron los vohimenes de van der Waals de los sustituyentes
“salientes" y “entrantes”, ya definidos.

Se investigaron todas las correlaciones de una sola variable y de todas las
posibles combinaciones de dos y tres variables variables considerando los 17
inhibidores juntos, y no fue posible encontrar una correlacién que pudiera explicar mas
del 60% de la variabilidad de los datos. Esto permite conciuir que, al nivel de las
propiedades descritas por el método AMI, no es posible encontrar un OSAR
significativo que describa la actividad de todos los inhibidores competitivos de fa
PEPC.

ANALOGOS AL PEP. Al considerar los diez inhibidores andlogos estrictos al PEP, s
obtuvieron las siguientes mejores correlaciones biparamétricas:

log Ki = 4.2498(+0.7736) — 2.3041(+1.2874 ) H_c- - 0.1176(+0.0481) MD
r=0.80070, 22 = 0.64112, 5 = 0.52945, F = 6.25256 (2.7690 %)

log Ki =5.5205(+09349 ) — 1.8806(+1.2991 ) Hc.c - 1.6018(+0.6152)C,R,,,
r = 0.81363, r2 = 0.66198, s = 0.51382, F = 6.85473 (2.2452 %)

* log Ki =9.8097(+3.4701) — 2.5235(+0.6926 )C, R, +2.3683(£1.6122 )qPOZ"
r = 0.81504, 12 = 0.66429, 5 = 0.51207, F = 6.92565 (2.19220 %)

log Ki = 16.3672(£7.6734 ) — 1.9150(£0.5639 )C; R,,, + 12.4460(+8.2487 }gCO;
r = 0.81767, r2 = 0.66858, 5 = 0.50879, F = 7.06076 (2.0956 %)

log Ki =9.7194(+3.1397 ) - 2.1781(£0.5746 )C; R, — 0.4709(£0.2940 ) LH
r = 0.82378, r2 = 0.67861, s = 0.50104, F = 7.39006 (1.8821 %)

log Ki =6.2537(+1.0578) — 2.8044(£1.4845)O,_,, — 2.5802(+0.6275)C, R
r = 0.84208, r2 = 0.7091, 5 = 0.47667, F = 8.53177 (1.3277 %)
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2.7953(12.3916) + 1.2986(+0.5324)C, P - 0.1519(£0.0413) MD
= 0.84690, r2 = 0.71724, 5= 0.46995, F = 8.87817 (1.2021 %)

log Ki = =0,1383(2.3964) - 1.9521(£0.5006)C, R,,, + 1.1106(0.5089 )C, P
) r = 0.85944, r? = 073863, s = 0.45183, F = 9.89103 (0.9128 %)

donde C3R; es 1a distancia de enlace entre el C-3 y el sustituyente en ¢is, Ho-c es la
contribucién al HOMO del doble enlace C=C, g¢p,- s la carga en el carboxilato,
qpo2- €s 1a carga en el fosfato, Op.p es el orden del enlace O-P, MD es el momento
dipolar, LH es la diferencia de energfa LUMO-HOMO y C.P es la distancia entre el
carbono del carboxilo y el fosfato. La colinealidad entre las variables se muestra en la
siguiente tabla:

VARIABLE 1 VARIABLE 2 2
C3Reis Og.p 0.29189
CsReis LH 0.06706
C3R,i acor 0.00084
CaRei P02 0.32920
CiReis Heee 0.14403
CiReis C.P 0.00013

MD CF 0.01155
MD Heoc 0.07466

De la tabla anterior se ve que todas las ecuaciones (salvo la tercera y la sexta,
donde existe cierta colinealidad entre las variables) cumplen claramente con el requisito
de que sus variables sean independientes (ortogonales) entre sf. Con respecto a la
dltima ecuacidn hay que destacar que es de calidad aceptable, si bien su r no es muy
alta, pero Jas variables involucradas son perfectamente independientes cntre sf y el
valor de la F ¢s excelente. Podemos obtener de dicha ecuacidn cierta informacién con
respecto a los factores que intervienen en la unién de los inhibidores al sitio activo.
Como podemos observar, las dos variables involucradas son exclusivamente
estructurales (geométricas). Conforme se incrementa la distancia entre el C-3 y ¢l
sustituyente en cis y se disminuye la distancia entre el carbono del carbonilo y et
fésforo, hay un aumento en la fuerza de unidn al sitio activo. Si observamos todas las
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ecuaciones que hemos reportado para describir a los andlogos estrictos al PEP, nos
daremos cuenta que la variable C;R.;, aparcce sistemdticamente (como sucedia en las
correlaciones para estas mismas moléculas sepin la descripcién de mecdnica
molecular); esto sugiere que dicha distancia es el factor primordial que determina la
actividad de los inhibidores andlogos al PEP. Ademds, la mejor correlacién de una
sola variable fue precisamente aquélla con la variable C3R

log Ki =2.0181¢+0.2046) - 0.2891¢+0.0905)C; R,
= -0,74886, r2 = 0.56079, s = 0.21152, F = 10.2148 (1.2687 %)

La dltima ecuacién biparamétrica predice un valor de 242.48 uM para la K/ del PEP, y
la gréfica del valor predicho para el log Ki contra el valor experimental es la siguiente:

" log Ki = ~0.1382 - 1.9522C; R, + 1.1106C_ P
r = 0.85944, r2 = 0.73863, s = 0.45183, F = 9.89096 (0.9128 %)

log Ki (teo.)

o3 10 18 20 25 30 as
log Ki (exp.)

Las correlaciones triparamétricas no resultaron en un incremento muy
significativo en la calidad de las ecuaciones, como se observa en las siguientes cinco
mejores correlaciones:
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= 0.3'137(£2.5759 )= 3.1540(£1.8173)C;R,,, + 1.2793(£0.5828)C, P
+0.0380(+0.0550 J/R,,,
0. 87055 r2 0.75786, s = 0.46974, F = 6.25965 (2 8084 %)

O81(£2. 7157) ~1.1748(+£1.0177 JC,R,,, + 1.2003(+0.5271)C.P
£ 20.0712(0.0807) MD
0. 87671 =0, 7686.., s = 0.45918, F = 6.64387 (2.4625 %)

0155(12 3927) - 1.1292(£1.1022 )qR,,,, + 1.0203(10.5147 )C,.P
~1.7942(£0.5221)C,R,;,
= O 88179, 12 = (0.77754, s = 0.45024, F = 6.99056 (2.1974 %)

: jbgl(i: —0.‘6935(12.3299) — 1.8506(+0.4847)C, R.,, +1.1615(+0.4879)C, P
' , +0.0193(£0.0149 JVR,,.... ‘
7 r=0.89188, r2 = 0,79545, s = 0.43175, F = 7.77734 (1.7222 %)

log Ki=—15.4169(+4.0838) — 5.3179¢+1.3819 )gP0;" ~ 4.3451(£1.1163}qR,, ...
+1.8038(£0.5289 )C_P
r = 0.89978, r2 = 0,80960, 5 = 0.41654, F = 8,50417 (1.3976 %)

donde, adicionalmente a las variables ya definidas, VRppus ¥ VR, S0n los volimenes
de van der Waals de los sustituyentes en frans y cis, respectivamente. La colinealidad
entre las variables (no descrita en la tabla anterior) se muestra en fa siguiente tabla:

VARIABLE 1 VARIABLE 2 r2
CaReis MD 0.74351
CsReis YR, rans 0.02644
C3Rri.r VR,;,,( 0.90194
CsReis cr 0.00013
CiReis TRirans 0.08391

CP VR rans 0.00665

c.P - VR 0.01453
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VARIABLE 1 "VARIABLE 2 rZ

c.r Rerans 0.0258
C.P qPO2- 0.20682

: De la tabla anterior se ve que s6lo para la primera y segunda ecuaciones no
cumplen con el requisito de que sus variables scan independientes entre sf. La
peniitima y iltima ecuaciones no son de muy bucna calidad, particularmente porque
incluyen, como todas las etras, un exceso de variables (3) para el ndmero de puntos
considerados (10); sin embargo, consideramos que pueden ser ltiles para reproducir
mejor las tendencias en actividad dentro del grupo de moléculas estudiadas. La
penidltima ecuacién indica que el incremento en la distancia entre el C-3 y el
sustituyente en cis, junto con un decremento del volumen del sustituycnte en trans y de
1a distancia entre ¢l carbono del carbonilo y el fdsforo, se traducen en un aumento de la
fuerza de unidn al sitio activo. La tltima expresidn indica que, adicionalmente, el
incremento en las cargas del fosfato y del sustituyente en r7ans permiten una mejor
unién del inhibidor al sitio activo; asimismo predice un valor de 90.58 pM para la Ki
del PEP y permite obtener la siguiente gréfica del valor predicho para el log Ki contra
el valor experimental:

log Ki = -15.4169 — 5.3179qP0Y" - 4.3451qR,,,, + 1.8038C. P
r = 0.89978, r? = 0.80960, s = 0.41654, F = 8.50417 (1.3976 %)

Tog Ki (ic0.}

mu,;/ ) s 20 ERIY X
log Ki (expl). - .o
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NO ANALOGOQS AL PEP. Se encontraron las siguientes mejores nueve correlaciones
de una y dos variables al- tomar. en cuenta a Jos diez inhibidores no andlogos estrictos al
PEP:

AogKi =12, 0872(10 4240) 0.3127(+0.1377)LH _
r= -0 7i255 r2 =0. 50773 ;5= 0. 40706 F.=5.15706 (7.2356 %) -

7.270](&:6.426) - 0.3935(1:0.1872)MD— 1.1904( +0.5883 ) LH
= 0;87530 r2'=0.76615, s = 0.71476, F = 6.55237 (5.4687 %)

K 'IogKl 30 176](:(:7 0683) -0.0166/40.0072 )OCC — 2.2927(+0.5978) LH
: ir=0, 88838 r2 = 0,78921, s = 0.67859, F = 6.16534 (8.6564 %)

" log Ki =16.7208(+6.1146 ) — 0.1232(+0.0528 VR, ~ 1.1919(+0.5522 ) LH
W r = 0,88963, 12 = 0.79145, 5 = 0.67499, F = 7.58994 (43494 %)

- log Ki==3.3803(£1.4102) + 3.5717(20.830)H,,.. +0.9887(+0.2679)H
r = 0.91589, r2 = 0.83885, s = 0.59335, F = 10.41063 (2.5970 %)

: log Ki=1.1450(+8.4081) - 22.9398(£7.7748 )qCO; — 1.8894(+0.4575)LH
r=0.91925, r2 = 0.84502, 5 = 0.58187, F = 10.90507 (2.4018 %)

log Ki = 51.3179(8.5213) ~ 3.5264(0.5922)LH — 2.2‘192(10.5519)6'(1’
r=0.94993, r2 = 0.90236, s = 0.46184, F = 18.48418 (0.9533 %)

donde MD es el momento dipolar, LH cs la diferencia de encgia LUMO-HOMO, H es
ia cnergfa del HOMO, Fpg2- es la contribucidn del fosfato al HOMO, qCO;" ¢s la
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carga del carboxilato, gPO4?" es 1a carga del fosfato, VR, es ¢l volumen de van der
Waals del sustituyente “entrante”, OCC es ¢l dngulo O-C-C y C.P es la distancia
interatémica entre cl carbono del carbonilo y el fé6sforo. La colinealidad entre todas las
variables anteriores se muestra en la siguiente tabla:

VARIABLE 1 VARIABLE 2 I
LH qCO," 0.03876
LH occ 0.23444
LH MD 0.12275
LH qPO 2 0.20883
LH VR, 0.11232
LH C.P 0.63858
Hpo 2 H 0.21559

Como revela la tabla anterior, las variables no estdn correlacionadas entre sf,
excepto por aquéllas involucradas en la dltima y mejor ecuacidn presentada. La dltima
ecuacién permite obtener la siguiente grifica del valor predicho para el log Ki contra el
valor experimental:

log Ki=51.3179—3.5264LH — 2.2192C, P
r = 0.94993, r2 = 0,90236, s = 0.46184, F = 18.48418 (0.9533 %)

4.5 o

Tog Ki (teo.)

T
< 1og Ki {exp.)

-

-T
3

e
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Como se puede observar en seis de las siete ecuaciones biparamétricas mostradas,
aparece el pardmetro LH, aproximadamente con ¢l mismo signo y orden de
contribucién a la ecvacién. En funcién de la calidad de eslas ecuaciones, y de la’
existencia de una correlacién (aunque de hecho no muy aceptable) de una variable para
dicho mismo pardmetro, consideramos que se puede afirmar que la diferencia de
energfa LUMO-HOMO es el factor primordial que permite predecir la actividad de los
inhibidores no andlogos estrictos al PEP. Es importante mencionar que este mismo
resultado se obtuvo del andlisis de los resultados de los cdlculos realizados con el
método MNDO. Al parecer, al aumentar la capacidad de los inhibidores de atraer
electrones se incrementa su capacidad inhibitoria. La dltima ecuacidn puede ser
utilizada para predecir la actividad de otros compuestos, a pesar de que la colinealidad
entre las variables involucradas es bastante alta.

Una expresién que es interesante desde el punlo de vista fisico es la
antepemiltima de las ecuaciones anteriores. Esta ecuacion tiene la siguiente grdfica del
valor predicho para el Jog Ki contra ¢l valor experimental:

log Ki=-3.3803+3.5717H .. +0.9887H

PO}
r = 0.91589, r2 = 0.83885, 5 = 0.59335, F = 10.41063 (2.5970 %)

log Ki {teo,)

i 7 . 3 4
o Jog Ki (exp.)

En esta ecuacién se indica que la disminucién de la energfa. del HOMO se
traduce en up incremento en la unién de los inhibidores al sitio activo, probablemente
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porque existe algin proceso de transferencia de carga desde el sitio activo de la enzima
bhacia el inhibidor, lo que estabiliza dicha interaccién. Por otro lado, la disminucién de
1a fraccién porcentual del HOMO en el fosfato también resulta en un incremento en la
unidn al sitio activo, quizd como resultado indirecto de la transferencia de carga antes
mencionada a otros sitios (hasta ahora no identificados) de !a moléculas, cuyas
fracciones porcentuales del HOMO se incrementan de forma no especifica. Al parecer,
se puede concluir que, al nivel de las propiedades descritas por el método AM1 , las dos
variables anteriores son de las mds importantes que determinan la actividad de los
inhibidores no anglogos estrictos al PEP.

(D) RELACIONES LINEALES DE ENERGIA LIBRE,

Con los pardmetros oy, oy, %, E; y MR se procedié al andlisis estadistico
multiparamétrico con las siguientes consideraciones:

(1) No se incluyeron los compuestos andlogos no estrictos al PEP debido a la escasa
variacién en los sustituyentes que poseen (siempre H o CH;). Estos compuestos son el
fosfato del 4cido I-hidroxiciclopropanoico, el L-2-fosfolactato, el fosfoglicolato, el
fosfonoacetato, cl fosfomalato y el fosfonopropionato.

(2) Las regresiones sc obtuvieron con base en las variables ya mencionadas, pero
tomando éstas siempre como la suma de las constantes individuales para ¢! sustituyente
en cis y el sustituyente en trans. Esto impide, por supuesto, un andlisis combinado de
los fisicoquimicos con la g fa (lugar de sustitucién), pero se realizé de
esta manera ante el nimero limitado de compuestos (observaciones) de los que se
dispone: un total de diez en el mejor de los casos.

(3) Una segunda aproximacién implicé la eliminacién de los compuestos que
presentaban variacién estructural en el oxfgeno del puente del éster fosfato (sustitucion
por azufre o un grupo -CHj,-), es decir, el 3,3,-dicloro-2-dihidroxifosfinoil-metil-2-

£,

propenoato, el fosfoenolpiruvato fosfonato y el fosfoenoltiopiruvato. Esto se hizo
debido a que en la aproximacién de Hansch que se siguié no hay forma de incluir
variables fisicoquimicas que contabilicen este cambio estructural.

(4) Finalmente se lleg6 al extremo de incluir sélo los compuestos con sustituyentes en
posicién cis, es decir, aquéllos con configuracién Z, con el fin de encontrar alguna
correlacién en extremo buena para describir esta serie.
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Para el caso descrito en el inciso (2) anterior, donde se incluyeron todas las
moléculas andlogas estrictas al PEP, no se encontrd ninguna correlacién (de una, dos o
incluso tres variables) que pudiera explicar siquiera el 50% de la variacién en las

* observaciones. Sélo mencionaremos que s¢ analizaron todas las posibles
combinaciones de variables, cuyas correlaciones no mostramos, ya que carecen de
significado estadistico y fisico.

Cuando se tomaron en cuenta Unicamente las moléculas con variaciones
estructurales en sus sustituyentes (cis o frans), como ya se describié en el inciso (3)
anterior, sélo se encontrd la siguiente correlacién significativa de dos variables de entre
todas las combinaciones posibles que se analizaron:

log Ki = 1.50975(40.39771) — 1.13204(40.43618) E, — 1.86221(10.54524) =
7= 0.86297, 12 = 0.74473, 5 = 0.47694, F = 5.83467 (6.5165 %)

Un problema adicional con la ecuacién anterior, aparte del bajo valor de r y los altos
valores de s, lo constituye la alta colinealidad entre las variables involucradas, E; y m:
r2 = 0.5577.

La expresidn anterior tiene un serio inconveniente en cuanto a que no es capaz
de distinguir entre los isémeros cis y frans. La ccuacidn anterior nos puede dar, sin
embargo, cierta informacidn con respecto al papel que juegan los sustituyentes en
conjunto sobre la actividad de fos compuestos estudiados. El signo de 1a contribucién
de = revela que el incremento en la hidrofobicidad global de los sustituyentes favorece
la unién al sitio activo, posiblemente con regiones hidrofébicas. A su vez, la
contribucidén de E; revela que el incremento en el impedimento estérico (en este caso tal
vez visto bajo su correlacion con el radio de van der Waals) que producen ambos
sustituyentes favorece 1a unidn al sitio activo. La ecuacién anterior predice un valor de
32.34 uM para la Ki del PEP,

No se encontré ninguna otra correlacidn importante de dos variables, y la
adicién de una tercera variable no representd ninguna mecjoria apreciable en la
correlacién observada.
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La gréfica del valor predlcho para el log Ki contra el valor expenmemal para la
iiltima ecuacién se muestra a continuacién; .

log Ki = 1.50975~-1.13204E, —1 862217r ..
r =0.86297, r2 = 0.74473, s = 0. 47694 F=5. 83467 (6 5165 %)

~20 0

lo;m fla)

(Y ) i3 20 25 30 35
- log Ki {exp.)

Finalmente, se analizaron las correlaciones para una y dos variables para la serie
de compuestos con sustituyentes en posicién cis, como se menciona en el inciso (4)
_anterior, y la tinica correlacién que se obtuvo {uc la siguiente:

log Ki = 2.38707(%0.01287) + 5.36256(+0.10788) r~ 0.62149(+0.01015)MR
r = 0.99993, rZ = 0.99986, 5 = 0.01026, F = 3663.86 (1.168! %)

La ecuacién anterior revela una correlacién en extremo buena, con una s muy baja; sin
embargo, su principal problema radica en que se han empleado dos variables cuando
que sélo se cuenta con cuatro observaciones (moléculas), Finalmente, las variables
tienen una altfsima colinealidad entre sf: rZ = 0.96869.

La gréfica del valor predicho para el log Ki contra cl valor experimental se
muestra a continuacién:
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log Ki=2.38707+5.36256 7~ 0.62149MR. .~
r = 0.99993, 12 = 0.99986, 5 = 0.01026, F =3663.86(1:1681 %) *-

o8 - 1¢ PR 1?‘ \.‘6, 13 20
’ log Ki {e+p.)

Al parecer, el signo de la contribucién de MR habla de que el incremento en las
- fuerzas de dispersién en la regidn de los sustituyentes facilita la unidn de las moléculas
con grupos de polaridad intermedia en el sitio activo. Por otro lado, la contribucién de
n indica que conforme aumenta la hidrofobicidad de los sustituyentes en cis, la fuerza
de 'unidn al sitio activo disminuye. Esto estd en cierta contradiccidn con la primera
ecuacidn que mostramos, donde sefialainos que el efecto era el contrario, en ese caso
considerando cn conjunto a los sustituyentes en c¢is y en rrans. No nos fue posible
resolver este problema buscando correlaciones entre las variables involucradas en
ambas ecuaciones (%, MR y E;) para posicioncs especificas, como puede ser el caso de
T.is con Eg (en trans o global), o n (global) con MR, ni buscando correlaciones para
tres variables. Lo tnico que podemos concluir es que las dos ecuaciones anteriores nos
permiten reproducir (segin la calidad de cada una) las tendencias dentro del grupo de
moléculas estudiadas, pero que en forma alguna constituyen una correlacién tinica que
dé informacién veraz sobre las fuerzas que intervienen en 1a unién de los inhibidores al
sitio activo receptor. La iiltima ecuacién predice un vator de 55.84 pM para la Ki del
PEP.
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"(D). ANALISIS DE DISCREMINANTES.

En esta seccién nos proponemos hacer énfasis en los resultados obtenidos en las
"correlaciones multiparamétricas, con el objcto de presentar evidencias adicionales
derivadas de andlisis de discriminantes por la técnica de cimulos que parecen indicar
que sf es posible subdividir a los compuestos inhibidores competitivos de ta PEPC en
dos pgrupos estructuralmente distinguibles y caracterizables por sus propiedades
electrdénicas, y que corresponden precisamente a los denominados andlogos estrictos al
PEP y no andlogos estrictos al PEP.

En la siguiente tabla se resumen los mejores resultados obtenidos de todas las
regresiones multiparamétricas, considerando que A se refiere a los andlogos, NA a los
no andlogos y MM a mecénica molecular.

Método Caso #de # de Mejor # de Mejor

moléculas  variables r? variables r2

MM A+N 15 2 <0.30 3 ---
MM A 9 2 0.64716 3 <0.70
MM N 6 1 0.69999 2 0.97027
MNDO A+N 17 2 < 0.60 3 0.72281
MNDO A 10 2 0,70598 3 0.82596
MNDO N 7 1 0.73411 2 0.93597
AM1 A+N 17 2 <0.60 3 < 0.60
AMI A 10 T2 0.73863 3 0.80960
AM1 N 7 1 0.52675 2 0.90236

En primer lugar hay que destacar el hecho de que no fue posible encontrar un
Q@SAR que explicara siquiera ¢l 60% de la variancia de los datos para todos los
inhibidares juntos, excepto para los resultados de las regresiones de tres variables de los
resultados de MNDO.

Como podemos observar en Ia tabla anterior, el nivel de descripcidn en funcién

del nimero de observaciones y variables empleadas nunca llegé a tener el minimo de
calidad (como por ejemplo, un valor de r2 superior a 0.8) para considerdrsele como una
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indicacidn de que se tenfa una correlacién altamente significativa para explicar la
actividad de tedos los inhibidores por los distintos métodos empleados. Por otro lado,
el-nivel de descripcién generalmente fue significativamente mejor cuando se tenfan a
los grupos de inhibidores por separado.

Consideramos que una forma de comprobar auestra teorfa era recurrir al andlisis
de discriminantes por medio de cimulos. Como mencionamos en la seccién titulada
"Relaciones Cuantitativas Estruclura-Actividad®, lo que se persiguc con estos métodos
es encontrar un hiperplano que bisecte de 1a mejor manera a dos cimulos de puntos
(cuyas coordenadas son los valores numéricos de dos o mds de sus descriptores
moleculares), de tal forma que sea posible clasificar a un compuesto cn alguno de los
dos grupos. Usuaimente el enfoque es separar compuestos quimicos en grupos de
activos/inactivos. Nosotros adaptamos la técnica para corroborar la subdivisidn de los
inhibidores estudiados en grupos de andlogos/no andlogos.

Para seguir esta técnica, consideramos aquéllas variables estructurales que eran
comunes a todos los inhibidores, que habian sido las mds significativos en las
correlaciones encontradas para cada grupo, y que como maximo era necesario eliminar
un punto (compuesto) en caso de ausencia de dicho pardmetro (como un grupo fosfato),
Los resultados se presentan por medio de gréficas para facilitar su comprensién.

En el caso de las variables de mecdnica molecular debemos precisar que
no nos fue pasible encontrar ninguna separacién limpia de cimulos, por lo que, dentro
de este nivel de descripeidn, sélo contamos con los resultados del anidlisis de regresidn
muiltiple para apoyar nuestra teorfa.

En los resultados con el método de MNDO encontramos los siguientes
discriminantes quc confirman nuestra hipétesis:
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En los resultados con el
discriminantes:
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Con base en los resultados de las regresiones multiparamétricas y en el anélisis
de discriminantes, creemos justificado afirmar que, dentro de la calidad de los
resultados que proporcionan los métodos de cilculo utilizados, existen dos grupos de
inhibidores (seglin los denominamos: andlogos y no andlogos) que pueden ser
distinguibles por sus propiedades electrénicas.

Consideramos igualmente que esto también es un indicador de que es muy
posible que los mecanismos de interaccién con ¢l sitio activo de estos dos grupos sean
distintos. Para ello hacemos particular énfasis en el primer discriminante (de MNDO)
presentado, donde la conjuncién de las diferencias en las cargas nctas del fosfato y del
carboxilato entre los andlogos y los no andlogos constituyen una evidencia clara de que
las interacciones electrostdticas que puedan ocurrir en el sitio activo, y aun cuando no
sean las que principalmente determinen la fuerza de unién al mismo, no ocurren de
igual forma para ambos grupos de inhibidores por Ja desigual distribucién de la carga
que hemos descubierto.

También ¢s importante destacar que la diferencia de energfa LUMO-HOMO (o
bien, la electroncgalividad) permite separar, en conjuncién con otros descriptores
moleculares, a los inhibidores no andlogos (cuya actividad siempre correlacioné mejor
con dicha variable) de los andlogos.

(E) QSAR Y EL SITIO ACTIVO.

Dado que consideramos justificada la separacién de los inhibidores en los dos
grupos ya trabajados, analizaremos por separado la informacién que se obtiene
indirectamente del sitio activo a partir de las correlaciones ya reportadas.

En el caso de los anflogos, suponemos que la distancia entre el C-3 y el
sustituyente en cis es el factor mds importante que determina la fuerza de unién al sitio
aclivo. Al parecer se consigue un mejor "ajuste” espacial de dicha porcién de las
moléculas con la parte del sitio activo con la que interactian. Este cfecto sc logra
modelar con la distancia interatémica ya mencionada, y al parecer puede tratarse de un
acoplamiento a una regién grande del sitio activo, pues el volumen del sustituyente en
cis correlaciond bien con la actividad segiin uno de los resultados de MNDO. Si
consideramos aqui los resultados que se obtuvieron con el método de Hansch para los
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compuestos s6lo con sustituyentes en posicién cis, podemos suponer que el incremento
en la distancia entre el sustituyente y el resto de la molécula permite una mejor
interaccién con grupos de polaridad intermedia el sitio aclivo mediante fuerzas de
dispersién, siempre y cuando no se incremente 1a hidrofobicidad del sustituyente (que
contribuye de forma negativa a la actividad). Con base en la representacién
esquemdtica que sc ha hecho del sitio activo, y que volvemos a reproducir a
continuacidn, recordaremos que no hay informacidn alguna con respecto al tipo de
aminodcidos con los que pudicran interaccionar de forma directa los sustituyentes en cis
de los inhibidores. Esto impide, por supuesto, que confrontemos nuestras
conclusiones. En la descripcién de los inhibidores con cambios estructurales sélo en
sus sustituyentes en cis y rrans, siguiendo el método de Hansch, se encontré que el
incremento en la hidrofobicidad y el tamafio de dichos sustituyentes favorece la unién
al sitio activo. Esto puede ser el resultado global de la interaccién con una regién
amplia e hidrofébica en el sitio activo.

Madelo del sitio activo de Ia PEPC propuesto por Andreo ef ol (3).

El modclo anterior sélo nos es valido para confrontar resultados donde las
interacciones que parezcan ser las responsables de la unién al sitio activo sean de tipo
electrostdtico, hidrofébico o de dispersién. En este sentido, no es posible hacer
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comentarios con respecto a la aparente importancia que tienen variables estructurales
como los dngulos de enlace y las distancias interatémicas que se descubrié que son
relevantes para predecir la actividad.  Aquf al parecer es particularmente importante Ja
distancia entre el carbono del carbonilo y el fésforo (segin los resultados de AM1), ya
que si esta distancia aumenta, la capacidad de unién al sitio activo de los inhibidores
andlogos disminuye (y, de hecho, Ja de los inhibidores no andlogos aumenta).

Dado que en las distintas correlaciones que se obtuvieron con los diferentes
métodos aparecen frecuentemente términos que describen las cargas netas de
fragmentos estructurales de los inhibidores, no es dificii justificar su presencia en
términos de la interaccién electrostdtica de dichos fragmentos con las diferentes
porciones del sitio activo, donde observamos que predominan amino4cidos con carga o
polares, Esto puede ser la explicacién de que el momento dipolar haya aparecido como
el factor de mayor peso segtin las descripciones de MNDO y AM1.

En el caso de los no_aniloges, parcce que la electronegatividad es la principal
responsable de la actividad, lo que sugicre ciertamente que deben existir regiones
bdsicas en el sitio activo que faciliten la unién por medio de procesos de transferencia
de carga. Las interacciones electrostdlicas no especfficas que modela el momento
dipolar son también responsables en gran medida de la unidn eficiente al sitio activo.
Algo importante que se descubrié es que la superficiec no polar saturada de estos
compuestos (y que cubre a los sustituyentes de estos compuestos) contribuye de forma
negativa a la actividad. Esto se puede relacionar con la regién del sitio activo con la
que interactian los sustituyentes de los andlogos, que al parecer tiene propiedades
hidrofébicas. Dado que la superficic no polar saturada se relaciona con la
hidrofobicidad, al parecer existen regiones polares en el sitio activo (donde interactian
los sustituyentes de los no andlogos) adyacentes a las regiones hidrofébicas con las que
interactian los sustituyentes de los andlogos. También se descubrié que la actividad es
dependiente del volumen de los sustituyentes de estos compuestos, lo que significa que
la regién con la que interactian, al igual que con los andlogos, es grande.

(F) COMENTARIOS FINALES.

En el capitulo titulado "Bioquimica de Ja Enzima Fosfoenclpiruvato
Carboxilasa" presentamos una sintesis de las hipétesis que han presentado algunos
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autores con respecto a cudles factores moleculares consideran ellos que son los mas
importantes para una unién cfectiva de los inhibidores competitivos con el sitio activo.
.En esta seccién nos proponemos contrastar nuestros resultados con dichas hipStesis.

O'Leary comenta (17), como ya se menciond en su momento, que la actividad
de los inhibidores se incrementa conforme el d4ngulo en torno al C-2 varfa de 109° (en
el fosfoglicol incr dndose sucesi en el L-2-fosfolactato, en el Z-
fluoro-fosfocnolpiruvato, en et Z-bromo-fosfoenolpiruvato, hasta llegar a 120° en el
fosfato del 4cido 1-hidroxiciclopropanoico. Veamos a continuacién los resultados que
nosotros obtuvimos:

MOLECULA MEC. MOL. MNDO AM1
Fosfoglicolato 114.40 114.17 116.86
L-2-fosfolactato 99.35 112.19 113.57
Z-fluoro-PEP ., 117.56 116.04 117.53
Z-bromo-PEP 119.03 - 115.53 119.66
1-HCP 116.34 112.50 114.56
PEP 117.48 115.15 115.47

Como podemos observar, ni los dngulos ni las tendencias que se predicen se
verifican en ninguno de los resuitados obtenidos por los tres métodos. Sin embargo, es
evidente que aquf se puede sugerir realizar cilculos @b inirio con una base apropiada
para optimizar las geometrias de estos compuestos (y todos los demds) y posiblemente
obtener resultados mds confiables.

Esta autora comenta igualmente (37) que la densidad electrénica en torno al
doble enlace del PEP es muy parccida a aquélla en torno al anillo de ciclopropano
presente en el fosfato del &dcido 1-hidroxiciclopropanoico (1-HCP). Veamos qué
resultados obtuvimos nosotros para las cargas netas de estos fragmemos estructurales
con los dos métodos semi-empfricos que utilizamos:

MOLECULA MNDO AM1
PEP -0.1600 -0.1785
1-HCP -0.0901 -0.1026
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Consideramos que las diferencias en las cargas netas entre ambos compuestos

(- 'son poco significativas, por lo que podemos, en principio, confirmar la hipdtesis de

- O‘Lcary. Es probable que un cdlculo mds preciso de dichas cargas permita tener
resultados més confiables.

O'Leary y colaboradores (17,29) y Jenkins y colaboradores (3,32) mencionan
que -las propiedades del oxfgeno del puente del éster fosfato (C-O-P) son muy
importantes para determinar las diferencias en actividad de los compuestos que tienen
variaciones estructurales en dicho lugar, por lo que propone comparar esenciaimente la
carga neta en el oxfgeno (o el grupo que esté presente) y el dngulo C-O-P entre los
compuestos PEP, Fosfoenoltiopiruvato y Fosfoenolpiruvato fosfonato (para los
andlogos), y fosfoglicolato, fosfotioglicolato y fosfonopropionato (para los no
andlogos). Veamos a continuacién qué resultados obtuvimos nosotros por los dos
métodos semiempiricos trabajados para estas propiedades, y el tipo de correlaciones que
se obtienen para dichas propiedades contra la actividad inhibitoria.

Carga en el puente det Angulo de enlace P-0-C
éster fosfato (g0) (POC)
Molécula MNDO AMI MNDO AM1
PEP -0.4995 -0.6620 137.97 137.44
Fosfoglicolato -0.5655 -0.7303 127.21 112.13
PEP fosfonato -0.2731 ~0.6017 125.62 131.95
Fosfoenoltiopiruvato -0.4389 -0.7417 125,88 126.02
Fosfonopropionato -0.3149 -0.6502 119.78 109.36
Fosfotioglicolato -0.5150 -0.9230 116.07 116.10

El tnico resultado satisfactorio que se obtuvo fue la siguiente correlacién para
los cinco inhibidores anteriores, segiin los resultados obtenidos por los célculos
realizados con el método MNDO:

log Ki =23.1658(+6.1499 ) + 0.5744(+1.8808 )q0 - 0.1598(+0.0495) POC
r=0.91647, r2 = 0.83991, 5 = 0.47264, F = 5.43128 (15.549%)
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Del resultado anterior se concluye que a medida que la carga sobre el grupo det
puente del &ster fosfato (oxfgeno, metileno o azufre) se hace mds negativa, y ¢l dngulo
P-0-C en torno a dicho grupo se incrementa, la fuerza de unién al sitio activo aumenta.
"La correlacién obtenida posee variables perfectamente ortogonales (2 = 0.00024),
pero no es de muy buena calidad por el bajo valor de F y el "sobreajuste” debido al
bajo mimero de puntos con respecto al nimero de variables. Concluimos que esta
primera aproximacién parece corroborar dentro de cicrtos limites las hip6tesis
originaimente planteadas por los autores anteriormente mencionados.

La gréfica del valor predicho del log Ki contra el valor experimental para la
ecuacién anterior es la siguiente:

log Ki = 23.1658 + 0.574490 — 0.1598P0C
r=0.91647, r? = 0.83991, s = 0.47264, F = 5.43128 (15.549%)

s 1

4.0
-
8 33
<
2
g
= 3.0+

2.5

20 25 ¥o s 40 &5

log Ki (exp.)

Por otro lado, al parecer hemos encontrado evidencia en favor de las
afirmaciones de Andreo y colaboradores (2) en el ido de que las sustituci en cis
favorecen 1a unién al sitio, pero ain no es claro cudl el papel que juegan las
sustituciones en trans, si bien los resultados de mecénica molecular parecen afirmar que
el incremento en la distancia entre el C-3 y el sustituyente en rrans desfavorece la unién
al sitio activo.
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. CONCLUSIONES

<

Con base en la calidad de las regresi multif icas realizadas y el
andlisis de discriminantes consideramos que se pueden concluir los siguientes puntos:

(1) Existen evidencias a nivel de las propiedades electrénicas de los inhibidores
competitivos de ta PEPC de que éstos se pucden subdividir en dos grandes grupos: los
andlogos al PEP (que poseen Ja tipica estructura de doble enlace) y los no andlogos al
PEP (que no poseen dicho doble enlace). Al parecer, las cargas netas en los grupos
fosfato y carboxilato de los inhibidores son las propicdades moleculares clectrénicas
que permiten corroborar esta separacién en cuanto que sugieren que cxisten diferencias
en las interacciones electrostdticas de los inhibidores (debido a estos grupos qufmicos)
con el sitio activo, sin que esto pueda ser utilizado para predecir la actividad de alguno
de los grupos de moléculas. Algo relevante es que la diferencia de energfa LUMO-
HOMO, que sf se correlaciona muy bien con la actividad (particularmente de los no
andlogos), junto con otros descriptores, también permite discriminar a ambos grupos de
inhibidores.

(2) Es posible formular ecuaciones que dependan de uno o varios descriptores
moleculares para reproducir las tendencias en la actividad de cada uno de los grupos de
inhibidores. Estas ecuaciones podrian ser utilizadas para predecir la actividad de
nuevos compuestos, siempre y cuando los valores de sus descriptores moleculares se
encuentren dentro de los Ifmites que tenga el grupo original de compuestos de donde se
obtuvieron.

(3) La informacidén que sec obtuvo acerca del sitio activo proporcioné nueva
informacién acerca del medio quimico y del tipo de fuerzas involucradas en la
interaccién con los sustituyentes de los inhibidores, Se hace preciso contar con un
mayor mimero de compuestos inhibidores con el fin de caracterizar mejor dichos sitios
de interaccion y para probar variaciones estructurales en ¢l grupo fosfato.

{4) En virtud de que no fue posible del todo encontrar correlaciones para los mismos
descriptores con los resultados de cada uno de los métodos de cdlculo empleados,

153




i1

¢

s que 1a sigui etapa de este proyecto de investigacién es la realizacién
de cdlculos ab initio. Tenemos confianza en que estos cdlculos podrdn proporcionar
geometrfas de equilibrio y propicdades electrénicas mucho mds confiables que
permitirdn verificar los resultados que hemos presentado en esta tesis. Creemos que
también serd importante obtener los potenciales clectrostaticos de los inhibidores, con el
fin de visualizar en conjunto las propiedades volumétricas y las electrostdticas.

(5) Creemos que todo estudio de QSAR debe cc con resultados obtenidos de
cdlculos al nivel de aquéllos que nosotros empleamios para nuestro trabajo de tesis, pues
pueden proporcionar informacién acerca de las variables estructurales que son
relevantes para la actividad y cuyo cdlculo conviene mejorar, Con base en ia
experiencia obtenida de este trabajo, consideramos necesario mencionar que las
propiedades gecométricas y electrénicas que se obtienen a través de métodos semi-
empfricos (y de mecdnica molecular) deben ser tomadas con reserva para estudios de
este tipo, particularmente si no se cuenta con una serie de moléculas lo sufici

grande como para abarcar intervalos amplios en los valores de sus descriptores
moleculares y compensar as{ los errores propios de los métodos.

(6) El estudio tedrico de los compuestos inhibidores y activadores alostéricos deberd
realizarse en un futuro tomando en cuenta las propiedades geométricas y electrénicas
que determinan la actividad de los inhibidores compelitivos. Et objetivo deberd ser, en
principio, realizar un andlisis de discriminantes con aquellos descriptores moleculares
que tengan en comin todos los tipos de moduladores de la actividad de fa PEPC, con el
fin de poder encontrar las propiedades intrinsecas de los compuestos que determinen el
tipo de comportamiento bioqufmico que exhibirdn. La busqueda de un QSAR para los
inhibidores y activadores alostéricos sélo podré lograrse cuando éstos puedan agruparse
en funcién del sitio regulador de la enzima con el que interactiien.
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APENDICE

SIGNIFICADO DE Km y Vinax,

La Km es una combinacién de constantes de velocidad que puede interpretarse
fisicamente como la concentracién de sustrato que produce la mitad de la velocidad
méxima de una reaccién enzimdtica, por lo que de hecho se le considera una medida de
la especificidad de una enzima por su sustrato. La Vmax es la velocidad méxima de
reaccidn a la que se puede llegar en una reaccién enzimética, a una concentracién
constante de enzima, al irse incrementando la concentracién de sustrato hasta saturar
los sitios activos disponibles.

El criterio Vimax/Km se emplea a menudo para decidir cuil de entre varios
sustratos posibles (o formas quimicas distintas de un mismo sustrato debidas, por
ejemplo, a su grado de disociacién) es el que prefiere la enzima. Considerando que la
Vmax de una enzima es cc al depender tni de su concentracién (o sea,
del nimero de sitios actives), los cambios en la Km para distintos sustratos permiten
identificar al sustrato preferido. Si la enzima es mds afin por cierto compuesto, éste
tendrd una Km menor y el cociente Vmax/Km serd mayor para dicho compuesto.

DEFINICION Y SIGNIFICADO DE LA CONSTANTE DE INHIBICION Ki.

Cualquier sustancia que reduce la velocidad de una reaccién catalizada
enzimdticamente se considera como un inhibidor. Un inhibidor competitivo es una
sustancia que se une a la enzima libre de forma tal que impida la unién con el sustrato.
Esto implica que el sustrato y el inhibidor son mutuamente excluyentes, en gencral
debido a que compilen por el mismo sitio en la enzima. Desde el punto de vista
cinético, ¢l efecto de un inhibidor competitivo es el de incrementar la Km aparente del
sustrato. Conforme se incrementa la concentracién del inhibidor, la Km aparente
aumenta. La velocidad mdxima de la reaccién (Vmax) no se altera, pero en presencia
de un inhibidor competitivo se requiere de una mucha mayor concentracién del sustrato
para que la reaccién llegue a cualquicr velocidad dada. El grado de inhibicién depende



de las concentraciones del sustrato [S] y el inhibidor [1], asil como en la Km y Ki. El
incremento en {S] a una [I] constante disminuye el grado de inhibicién. El incremento
en [I] a una [S] constante aumenta el grado de inhibicién, Mientras mds pequeiio sea el
valor de Ki, mayor scrd cl grado de inhibicién a unan [S] y (I] dadas. La Ki es
equivalente a la concentracidén de inhibidor que duplica el valor de la pendiente en una
gréfica de Lincweaver-Burk (1/v contra 1/[S]). La ccuacién de la velocidad para una
inhibicién competitiva, en su forma recfproca, cs la siguiente:

=1+ )+ iz
de donderse puede ver que

K,

‘m& l’mm—l.r[l-]*'%'
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