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ESTUDIOS DE INTERACCIONES MOLECULARES DE COMPUESTOS BIOACTIVOS
DE LA PROTEINA CALMODULINA PARA EL DISENO Y DESARROLLO DE NUEVOS
FARMACOS ANTI-CaM

RESUMEN

Los estudios de las interacciones a nivel molecular de los complejos proteina-
ligando son la base para el desarrollo y descubrimiento de nuevos farmacos, asi como
para describir los mecanismos de accion de los mismos. La Calmodulina (CaM) es una
proteina intracelular que une varios antagonistas que son utilizados en la terapéutica de
algunas patologias neurodegenerativas como el Alzheimer, enfermedades del
comportamiento y algunos tipos de cancer. Esta proteina actia como mediadora en el
proceso de sefializacion por Ca?* de muchas enzimas y canales iénicos presentes en las
células e interacciones a nivel celular con otras proteinas blanco. Las interacciones de la
CaM estan implicadas en algunos procesos fisiopatolégicos entre los que se encuentran
la inflamacion, la memoria a corto plazo, la invasion viral, la respuesta inmune y el ciclo
celular. El objetivo de este trabajo es el estudio de las interacciones a nivel molecular de
cinco compuestos bioactivos para la CaM (Trifluperazina, Compuesto 48/80, Fluperazina,
Rutenio rojo y la serie de compuestos llamada “W”), a nivel experimental y tedrico;
utilizando un biosensor fluorescente de la CaM (hCaM M124C-mBBr) y herramientas de
modelaje molecular, con la finalidad de contribuir al disefio y desarrollo de nuevos
farmacos anti-CaM. Para cada compuesto se obtuvieron cinco constantes de disociacion
(Kas) para los complejos Ca?*-CaM-ligando en funcién del grado de saturaciéon de Ca?*
(nimero de equivalentes de Ca?"), lo cual, resulta novedoso en este trabajo ya que
generalmente solo se reportan Kds a concentracion saturante. Los compuestos
Trifluperazina (TFP), Compuesto 48-80 (CMP 48/80) y Rutenio rojo (RRU), muestran una
Ka dependiente del grado de saturacién de calcio, es decir, a mayor niamero de
equivalentes aumenta la afinidad del ligando por la CaM. Para el caso de Fluperazina
(FPZ), la Ka es independiente del grado de saturacion de Ca?*. Con respecto a la serie
"W”, estos no mostraron unirse al biosensor utilizado en este estudio, lo que nos indica
posiblemente que estos compuestos no se unen de forma directa a la CaM, si no
probablemente a algun complejo CaM-proteina. Por otro lado, los resultados de los
estudios teoricos, como las dinamicas moleculares, son consistentes y complementarios

con los resultados experimentales obtenidos.
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Calmodulina humana

Orbital Molecular Ocupado de mayor energia, High energy Occupied
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Microgramos
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Met Aminoacido Metionina

MLC Cadena Ligera de la Miosina, Myosin light-chain

MLCK Cinasa de la Cadena Ligera de la Miosina, Myosin light-chain kinase
M124C Modificacion del aminoacido metionina 124 por una cisteina
N Normalidad

Na?* lon Sodio

NaCl Cloruro de sodio

NH: Radical amino

nm Nanometros

NMR Resonancia Magnética Nuclear

NO Oxido Nitrico

NOS Oxido Nitrico Sintasa, Nitric Oxide Synthase

nNOS Oxido Nitrico Sintasa neuronal, neuronal Nitric Oxide Synthase
ns Nanosegundos

PDE Fosfodiesterasa, Phosphodiesterase

Po Concentracién de la proteina

ps Picosegundos

P+ Concentracion total de la proteina

R Constante general de los gases

r Anisotropia
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RMSD Desviacién Media cuadratica, Root-Mean-Square Deviation
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So Estado basal
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SIDA Sindome de Inmunodeficiencia Adquirida

T Tiempo de vida

T° Temperatura

TFM Tubos Fotomultiplicadores

TFP Trifluoperazina

Tris Tris(hidroximetillaminometano

Trp Triptofano

u.a. Unidades arbitrarias

Vv Frecuencia

w7 (N-(6-aminohexil)-5-cloro-1-naftaleno sulfonamida), N-(6-Aminohexyl)-5-
chloro-2-naphthalenesulfonamide HCL

W7I Isémero de (N-(6-aminohexil)-5-cloro-1-naftaleno sulfonamida)

W5 N-naftaleno(6-aminohexil)-1-sulfonamida, N-(6-aminohexyl) naphtalene-
1-sulfonamide

W5I Isémero de clorhidrato de N-naftaleno(6-aminohexil)-1-sulfonamida

W12l Clorhidrato de N-(4-aminobutil)-2-naftalenosulfonamida, N-(4-

Aminobutyl)-2-naphthalene sulfonamide hydrochloride

W13l Clorhidrato de N- (4 - aminobuitil) - 5 - cloro - 2 - naftalenosulfonamida, N-
(4-Aminobutyl)-5-chloro-2-naphthalenesulfonamide hydrochloride
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INTRODUCCION

Interacciones moleculares entre blancos moleculares y farmacos.

Las macromoléculas son elementos fundamentales de los organismos vivos, ya
gue forman parte esencial de las células. Las proteinas son consideradas
macromoléculas y estan constituidas por cadenas lineales de aminoacidos que van desde
unas decenas hasta varios cientos de estos; participan en diversas funciones celulares
tales como: comunicacion, soporte, integridad, metabolismo, regulacién, étc. La
participacion de muchas proteinas en diferentes rutas bioquimicas destaca la importancia
de estas macromoléculas, ya que la modulacion de las rutas metabdlicas repercute a nivel

sistémico en procesos fisioldgicos y patoldgicos.

Aquellas proteinas que modulan su actividad a través de ligandos endégenos o
exdgenos son consideradas farmacol6gicamente blancos moleculares. Las proteinas
integran a la clase mas numerosa y mejor descrita de blancos moleculares, constituyendo
receptores clasicos de hormonas, enzimas, canales idnicos y elementos estructurales
(Figura 1). La mayoria de estos actlan en las principales rutas metabolicas claves de
regulacién en el cuerpo humano o en algin organismo patégeno, y al interaccionar con

diferentes ligandos pueden inhibir o potenciar su actividad.

Otros Integrinas Transportadores

Otros DNA
Receptores 1% 1% 4% Canalesiénicos Receptores
4% 7% Nucleares
Hormonales

Enzimas
47%

RAPGs
30%

Figura 1. Principales blancos moleculares de farmacos.




Los blancos moleculares participan en la transmision de sefales quimicas entre
las células, asi como en su interior, estos pueden estar localizados en la superficie celular,
en el citoplasma o en el nucleo. También pueden ser modulados, ya que regulan
diferentes procesos bioquimicos, como conductancia de iones, actividades enzimaticas,
transcripcion de genes y transduccion de sefiales. Las moléculas como los farmacos,
hormonas, toxinas, neurotransmisores y otros mediadores (ligandos) influyen en el

comportamiento celular al unirse a los diferentes blancos moleculares.

La interaccion molecular de un farmaco con un blanco molecular implica un
proceso conocido como reconocimiento molecular, el cual, se presenta en una zona
especifica de la macromolécula llamada sitio de unién. Las interacciones moleculares que
contribuyen a definir la afinidad y especificidad de éstas en el complejo receptor-ligando
incluyen interacciones de tipo electrostaticos e ionicos, puentes de hidrégeno, Van der
Waals, dipolo-dipolo e hidrofobicas. De esta manera, los diferentes grupos quimicos de
ambas partes participan activamente en la formacién de enlaces i6nicos e inducen la
atraccibon de cargas opuestas en la interfase de las superficies moleculares

complementarias que interactdan.*

Mecanismos

L +R <_’ LR — > cefectores ——» Respuesta
(agonismo)

Figura 2. Interaccion receptor-ligando. Los ligandos libres (L) y los receptores
(R) interactiian para formar complejos receptor-ligando (LR), lo que corresponde
a la funcién de unién afin de los receptores.

Caracteristicas de la union ligando—-receptor

La afinidad y especificidad son dos caracteristicas importantes en la formacién del
complejo receptor-ligando (Figura 2). Desde la perspectiva cuantitativa, la afinidad es una
medida de la fuerza de la unién no covalente entre el ligando y su receptor, dicho de otra
manera, es la probabilidad de que el receptor sea ocupado cuando existe una
concentracion determinada de ligando. Por otro lado, la especificidad refleja el grado de
complementariedad que caracteriza a las interacciones receptor-ligando. La especificidad
de estas y los eventos de sefializacion distales que resultan, determinan en parte el flujo

ordenado de informacién que dirige funciones bioldgicas estructuradas.!
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La estructura quimica del ligando tiene un efecto determinante sobre su actividad
(relacidn estructura-actividad). De acuerdo con la evidencia experimental, se indica que
los farmacos interactian con receptores proteicos que tienen conformaciones
tridimensionales especificas, y por lo general, requieren un minimo de tres puntos de
interaccidon para permitir la unién, pero si se presentan cambios ligeros de estructura o
composicion del farmaco se puede alterar notablemente su afinidad y especificidad; y por

consiguiente su actividad farmacologica.

Existen dos clases de ligandos, los agonistas y los antagonistas. Los primeros
poseen actividad intrinseca, es decir, la interaccion receptor-ligando activa mecanismos
efectores distales que conducen a una respuesta biolégica, permitiendo que la
informacion denominada transduccion de sefiales se traduzca en una respuesta celular.
Los segundos muestran una funcion de unién, pero carecen de actividad intrinseca, es
decir, se unen a los receptores sin activarlos, con lo que inhiben la capacidad de los
agonistas para activar y por lo tanto bloguean las funciones de sefalizacion y las
respuestas distales. Los antagonistas se clasifican en reversibles e irreversibles, los
reversibles se pueden disociar de su receptor, donde la unioén del antagonista impide la
unioén del agonista a sus receptores (antagonismo competitivo); los irreversibles forman
un enlace covalente con su receptor, donde el antagonista y el antagonista pueden unirse
a los receptores de manera simultanea, pero la union de antagonistas reduce o impide la

accion del agonista (antagonismo no competitivo).

La mayoria de las interacciones receptor-ligando son de tipo reversible (el ligando
se une, transmite la sefial y después se separa del receptor), esto permite la induccién de
eventos de sefializacion distales una vez que ocurre la asociacion receptor-ligando y la
ocupacion de los receptores, eventos que terminan cuando se produce una disociacion

del complejo receptor-ligando.

Mecanismos de accion de algunos complejos receptor-ligando

Cuando el complejo receptor-ligando se encuentra anclado en la membrana, se
ponen en marcha otros procesos; el proceso en su totalidad, desde que el mensaje
extracelular es detectado por la célula hasta producir la o las respuestas finales, lo que

se conoce como transduccion de sefial.?
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Algunos ejemplos de mecanismos de complejos receptor-ligando son los

siguientes:

1)

2)

3)

4)

5)

Ligandos unidos a receptores intracelulares que fungen como reguladores de la
transcripcion, al reconocer y unirse a elementos especificos en el genoma
alterando la expresién de las proteinas. Los corticoesteroides y sus receptores son

un ejemplo de estos.?

Complejo ligandos-enzimas. Se altera la actividad enzimatica, lo cual influye sobre
la actividad celular como es el caso de activadores enzimaticos, quienes, al unirse

a las enzimas incrementan su actividad.

Complejos ligandos-canales de calcio. Se modifica su conductancia influyendo
sobre la actividad celular. Los antagonistas de los canales de calcio interrumpen el
flujo del ion hacia el interior de la célula a nivel de la membrana plasmaética, lo cual
induce la relajacion del muasculo liso vascular en la hipertension y remodelacion de

la matriz extracelular en las enfermedades del tejido conectivo.*

Complejos proteinas-ligandos de la superficie celular. Estimulan la produccién de
un segundo mensajero en el interior de la célula que regula respuestas fisioldgicas

que, a su vez, regulan los ligandos enddégenos, estos mecanismos incluyen:

a. Receptores como los receptores B adrenérgicos que estan acoplados a
efectores distales a través de proteinas de la union del nucleétido de
guanina como por ejemplo, las que activan a la adenilato ciclasa, cuyo

producto es el AMP ciclico.®

b. Receptores que activan a las guanilato ciclasas (GC), cuyo segundo
mensajero es el GMP ciclico.®

c. Receptores que activan cinasas como receptores de factores de crecimiento

y que fosforilan residuos de tirosina en las proteinas intracelulares.’

Complejos enzimas-inhibidores enzimaticos. La unién de un inhibidor puede
impedir la entrada del sustrato al sitio activo de una enzima y obstaculizar que la
enzima catalice, disminuyendo su actividad. Debido a que el bloqueo de una

enzima puede ser fatal para un organismo patdégeno o bien en el organismo

14
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afectado corregir un equilibrio metabdlico, muchos farmacos actian como
inhibidores enzimaticos. Dicha union puede ser de tipo reversible (union no

covalente) o irreversible (unién de forma covalente).

6) Proteinas reguladoras-inhibidores. Todas las proteinas tienen funciones
especificas. Por ejemplo, en la contraccion y relajacion del musculo liso, el factor
clave es el estado de fosforilacién de la cadena ligera reguladora de la miosina
(rMLC), ya que controla la interaccion actina-miosina. Esta fosforilacion esta
catalizada por una cinasa, la cinasa de cadenas ligeras de la miosina (MLCK), que
se activa cuando se une al complejo Ca?*-CaM, posteriormente la miosina
fosfatasa, invierte el proceso de fosforilacion y relaja el musculo. Por consiguiente,
la MLCK y la miosina fosfatasa ejercen un efecto equilibrado, favoreciendo la

contraccion y la relajacién muscular respectivamente.®

La importancia de estudiar a detalle las interacciones entre blancos moleculares
como son las proteinas y los ligandos (farmacos), radica en comprender y relacionar la
estructura-actividad de los complejos proteina-farmaco. Esto ultimo nos permite el
descubrimiento, desarrollo y disefio de nuevas entidades moléculas bioactivas, asi como
una mejor elucidacion del mecanismo de accién farmacoldgica para comprender los

posibles efectos colaterales que puedan presentar los farmacos.

La constante de disociacion (Kd)

La capacidad de un farmaco para interactuar con un blanco molecular depende del
grado de afinidad del farmaco, que es la probabilidad de que el farmaco llegue y ocupe
un sitio de unioén en la biomolécula en un instante dado. Por otro lado, de la actividad
intrinseca, que es el grado en que un ligando activa a una biomolécula y propicie una
respuesta celular. Tanto la afinidad como la actividad de un farmaco dependen de su
estructura quimica (propiedades fisicoquimicas de los grupos quimicos que posee la

molécula).

La relacién entre afinidad, concentracion de farmaco y ocupacion de los receptores
puede expresarse a través de la constante de disociacion en equilibrio, la concentracion

del ligando que permite la ocupacion de 50% de los receptores en condiciones de
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equilibrio. La constante de disociacion (Kd) es la expresion directa de la afinidad de un
complejo receptor-ligando. Cuando la afinidad de un compuesto en el complejo es alta,
se requieren concentraciones menores del ligando para producir la ocupacién del
receptor. Por el contrario, cuando la afinidad es baja, se requieren de concentraciones
mayores de ligando para lograr la ocupacion del receptor. La Kd es un parametro propio
para cada ligando en el complejo receptor-ligando y, ademas, representa la ocupacion del

50% de los receptores, de manera independiente a su nimero.!

La capacidad de unién a biomoléculas en diversas ocasiones se encuentra
afectada por factores externos y por mecanismos reguladores intracelulares. La cantidad
basal de blancos moleculares y la eficiencia de los mecanismos estimulo-respuesta no
son iguales en todos los tejidos. El numero y la afinidad de union de las biomoléculas
pueden aumentar (regulacion positiva) o disminuir (regulacion negativa) en funcién de los

farmacos, el deterioro celular (envejecimiento), las mutaciones genéticas y las patologias.

Disefio y descubrimiento de farmacos

A pesar de los avances cientificos producidos en el area de las ciencias de la salud,
aun encontramos una larga lista de enfermedades que no tienen una opcién terapéutica
tales como: enfermedades neurodegenerativas (Alzheimer, enfermedad de Hunginton® o
Parkinson), SIDA, algunos tipos de cancer,!® enfermedades genéticas, etc. Sin embargo,
nuestra sociedad requiere e incluso exige calidad de vida, cualidad que pasa por
amortiguar o evitar el dolor, el sufrimiento o incluso las molestias derivadas de una

enfermedad concreta.

El descubrimiento y desarrollo de farmacos es un proceso complejo y costoso en
el cual convergen diversas disciplinas cientificas tales como: la biologia, la quimica, la
farmacologia, la toxicologia, entre las mas importantes. Inicialmente se identifican los
compuestos que se unan a un blanco terapéutico de interés o que muestren actividad
biologica (hits) en un ensayo. El siguiente paso es encontrar compuestos que tengan
propiedades farmacéuticas atractivas como la baja toxicidad y ciertas propiedades

farmacocinéticas. Tales compuestos son llamados “lideres o cabezas de serie”.
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La mayoria de los medicamentos que estan en uso clinico son el resultado de un
proceso de investigacion complejo, ya que involucra varias etapas que abarcan desde la
identificacion de los blancos moleculares hasta las fases clinicas. Durante muchos afios
se han usado Unicamente métodos experimentales pero actualmente se ha enfocado en
la investigacion de metodologias de quimica tedrica (computacional) para conocer mas a
fondo el funcionamiento de enzimas y proteinas implicadas en diversas patologias;
metodologias para la produccién masiva de moléculas y en su modulacién posterior para

optimizar las propiedades farmacolégicas.!*

El uso de métodos computacionales también llamados métodos “in silico” han
acelerado el proceso de disefio y desarrollo de farmacos y a su vez, permiten codificar
con precision modelos tedricos con la capacidad de procesar grandes cantidades de
informacion. Adicionalmente estos métodos contribuyen a entender los mecanismos de
accion de los principios activos de los medicamentos o mejorar las propiedades de los
mismos. Sin embargo, es importante mencionar que los métodos de cOmputo no

reemplazan a los métodos experimentales, pero si son un excelente complemento.

Estrategias para identificar compuestos lideres

Existen diversas estrategias experimentales y computacionales para identificar
compuestos activos que se consideran lideres para implementar un programa de

optimizacion:

1) Optimizacion de farmacos ya probados para su uso clinico. La optimizacién
puede consistir en mejorar la eficacia del farmaco o reducir efectos

secundarios.

2) Ensayo biolégico sistematico de colecciones de compuestos. Un caso tipico
son las pruebas bioldgicas de alto rendimiento (high-throughput screening
[HTS]). En HTS se usan robots para evaluar en pocas horas colecciones

con miles o millones de moléculas.
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3) Uso de informacion biolégica disponible. Por ejemplo, si se conoce el
mecanismo de accion de un sustrato se disefian compuestos que se espera

sigan el mismo mecanismo de accion.

4) Disefio o identificacion de nuevos compuestos asistido por computadora
(DIFAC), seleccionar candidatos y optimizar lideres para mejorar las

propiedades deseadas y disminuir los efectos adversos.!?

Una de la estrategia utilizada para el disefio y descubrimiento de farmacos
comienza con el conocimiento de la base genética y molecular de una enfermedad
particular; con esta informacion se selecciona un blanco molecular terapéutico.
Posteriormente, se disefian ligandos que interaccionen con el blanco molecular, para
realizar el disefio se emplean diferentes estrategias entre las que destacan el disefio
computacional y la utilidad de librerias de moléculas bioactivas. El objetivo es encontrar
el mejor candidato, el cual, debe ser especifico y afin para el blanco molecular en
particular de la patologia, este ademas de tener las especificaciones ya mencionadas no

debe ser téxico y demostrar minimos efectos secundarios.

En el disefio de un agente terapéutico, es importante considerar la naturaleza del
blanco molecular, ya que cuando este se encuentra en la superficie exterior de la
membrana celular o se secreta, pueden utilizarse proteinas terapéuticas, como
anticuerpos monoclonales o péptidos. Sin embargo, cuando el blanco molecular se
encuentra en el interior de la célula, pueden emplearse de preferencia farmacos que sean
capaces de atravesar la membrana celular, como moléculas pequefias y de caracter
hidrofobo. También se debe contemplar la via de administracion y la forma farmacéutica

gue sea adecuada para el farmaco.

Conforme aumenta la diversidad y selectividad de los farmacos, resulta evidente
gue existen multiples subtipos de receptores. La clonacién molecular ha acelerado el
descubrimiento de subtipos nuevos de receptores, y su expresion como proteinas
recombinantes ha facilitado el descubrimiento de farmacos selectivos para cada subtipo.
El incrementar la selectividad de un farmaco en un tejido en particular tiene un beneficio

en las respuestas farmacoldgicas desencadenadas, y suele ser el elemento clave para
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gue los beneficios terapéuticos del farmaco superen sus efectos adversos y minimice los

colaterales.

La busqueda de nuevos receptores ha rebasado la busqueda de isoformas de
receptores conocidos y se ha orientado a la identificacién de cientos de genes en busca
de nuevos receptores. Muchos de ellos pueden asignarse a familias conocidas con base
en secuencias, y sus funciones tal vez se confirmen por medio de ligandos apropiados.
Sin embargo, existen innumerables receptores “huérfanos”, que es el nombre que se les
asigna a los receptores que se desconocen sus ligandos. Se espera que la identificacion
de los ligandos enddgenos y de las funciones fisioldgicas de receptores huérfanos permita

la obtencién de nuevos farmacos que controlen estados patoldgicos alun no tratables.!3

Calcio, un segundo mensajero citoplasmatico.

La entrada de Ca?* en el citoplasma es gobernada por varios canales: los de la
membrana plasmatica que son regulados por las proteinas G, el potencial de membrana,
el K* o el mismo Ca?*, y canales en regiones especializadas del reticulo endoplasmatico
gue responden a Inositol 1,4,5-trifosfato (IPs) o, en las células excitables, a la
despolarizacion de la membrana y el estado del canal liberador de Ca?*y sus depdsitos
de Ca?" en el reticulo sarcoplasmico. El Ca?* es eliminado tanto por extraccion
(intercambiador de Na*-Ca?* y ATPasa de Ca?*) como por recaptura en el reticulo
endoplasmico. El Ca?* propaga sus sefiales a través de una amplia variedad de proteinas
como enzimas metabdlicas, cinasas y proteinas reguladoras de unién a Ca?* (por
ejemplo., la calmodulina-CaM-), que regulan aun otros efectores finales e intermediarios

gue modulan una serie de procesos celulares.'?

La concentracién normal del ion calcio en casi todas las células del organismo se
encuentra en el intervalo de 10® a 107 M, cantidad que es insuficiente para activar el
sistema de la CaM. Sin embargo, cuando la concentracién de calcio aumenta entre 10y
10° M, el grado de uniéon es adecuado para desencadenar diversas acciones

intracelulares a través de la CaM.14
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Calmodulina (CaM)

La calmodulina (CaM), es una proteina llamada asi por Cheung,*® es una proteina
intracelular, conformada por 148 amino&cidos y de bajo peso molecular (16,706 Da),¢ es
ubicua y altamente conservada en células eucariotas; posee dos dominios conectados
por un segmento flexible. Presenta cambios conformacionales apreciables al unir
diferentes ligandos -farmacos, péptidos y moléculas bioactivas- (Figura 3), y actia como
mediadora en el proceso de sefializacion por Ca?* de muchas enzimas y canales ibnicos

presentes en las células, asi como las interacciones a nivel celular que presenta dicha

proteina con sus proteinas blanco.

Figura 3. Representacion de la proteina CaM. A la izquierda libre de ligandos (apo-CaM, 1CFD.pdb), en
el centro se observa la CaM unida a cuatro iones de calcio (4Ca2*-CaM, 1CLL-pdb) y a la derecha la CaM
se encuentra unida al inhibidor Trifluoperazina (CaM-TFP, 2060.pdb).

La CaM no tiene una actividad enzimatica como tal, pero actda en respuesta a la
concentracion de Ca?* intracelular para modular una amplia variedad de proteinas y a
través de estas interacciones regula un numero importante de procesos fisiolégicos vitales
tales como inflamacion, memoria a corto plazo, penetracion viral, respuesta inmune y ciclo
celular. Estructuralmente la CaM tiene cuatro dominios denominados “EF-hand”, estos
estan conformados por 2 o-hélices conectados por un asa de 12 residuos de

aminoacidos, adquiriendo una estructura de mancuerna.t’
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La CaM presenta diferentes estados conformacionales dependiendo del grado de
saturacion de Ca?*, la CaM libre de Ca?* se denomina “apo-CaM” y las a—hélices de los
motivos “EF-hand” estan colocadas en paralelo entre si, mientras la CaM saturada del ion
Ca?* se conoce como “holo-CaM”. La presencia de la “apo-CaM” es esencial para la
supervivencia de las células, y ahora se sabe que algunas enzimas como la 6xido nitrico
sintasa inducible (iNOS), la fosfodiesterasa 1 (PDE1), la glicogeno fosforilasa, la miosina

de vellosidades y las proteinas neuronales prefieren interactuar con la “apo-CaM”.*8

La unién del ion Ca?* ocurre de forma secuencial, primero en los sitios del dominio
C-terminal de la CaM, siendo los de mayor afinidad y posteriormente en los otros dos
sitios del dominio N-terminal. Sin embargo, en presencia de proteinas blanco, la union a
calcio se vuelve cooperativa para los cuatro sitios y la afinidad relativa de estos sitios
varia. Como consecuencia, hay un cambio estructural global de la proteina y a su vez
cambios caracteristicos entre los dominios terminales, por lo que se expone un par de
parches hidrofébicos entre ambos dominios de la CaM (“forma abierta”),’° los cuales
hacen posible la uniéon y modulacion con alrededor de 100 proteinas de interés

farmacoldgico.®

La CaM presenta cadenas laterales de metioninas (Met) en abundancia,
representando cerca de la mitad de la superficie hidrofobica de cada parche, los cuales
son los sitios con los que la CaM interacciona y modula a otras proteinas. Estos complejos
juegan papeles importantes en diversos procesos celulares tales como: la transcripcion
genética, la apoptosis, la homeostasis metabdlica, la fosforilacion y la desfosforilacion
proteica, la sintesis de proteinas, la division celular, la contraccion del musculo liso, la
tubulacién, la regulacion de canales idnicos, la proliferacion celular y la quimiotaxis, entre

las méas importantes.

Proteinas relacionadas con la CaM

Una de las proteinas sensibles a CaM es la fosfodiesterasa 1 (PDE1) para el
AMPc que contienen todos los tejidos de mamiferos, 2° donde la inhibicién de la activacion
de PDE1 mediada por CaM se ha relacionado con el efecto terapéutico relajante del

musculo liso de algunos farmacos.?!
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Las fosfodiesterasas (PDE) constituyen una familia de proteinas importantes de
sefales cuyas actividades son gobernadas por una transcripcion regulada, asi como por
segundos mensajeros (nucledtidos ciclicos y Ca?*) e interacciones con otras proteinas de
sefalizacion como arrestina B y cinasas. Estas enzimas son metalohidrolasas que
hidrolizan los nucledtidos ciclicos a sus correspondientes 5’-nucledsidos monofosfato en
presencia de cationes divalentes, ademas pueden ser especificos de AMPc, GMPc o bien
pueden utilizar ambos sustratos. Las fofodiesterasas tienen una estructura similar que
puede dividirse en tres dominios: un dominio extremo amino (NH2), una regidn conservada
0 dominio catalitico y un extremo carboxilo (COOH). En el caso de la PDE1, existen tres
genes (PDE1A, B y C) que dan lugar a multiples isoformas, teniendo como caracteristica
comun dos dominios de union a CaM localizados en el extremo amino. Todas las
isoformas de la fosfodiesterasa requieren Ca?* y CaM para su actividad, observandose
con la interaccion un aumento hasta 10 veces la actividad enzimatica. Esta familia también
presenta una amplia distribucién en tejidos periféricos como corazon, pulmon, rifidn,

testiculo, higado y musculo.??

Otra proteina de gran interés y relacionada con CaM es la cinasa de la cadena
ligera de la miosina (MLCK), una enzima reguladora clave en el proceso de relajacion-
contraccion de los musculos lisos. La actividad contractil en el masculo liso se inicia por
una auto-fosforilacién dependiente de Ca?*-CaM del MLCK,?3 es decir, en el musculo liso
la contraccion se ve iniciada por la fosforilacion de la miosina de cadena ligera (MLC),
causando que se desprenda de los filamentos de actina. Esta fosforilacion es catalizada
por la MLCK dependiente del complejo Ca?*-CaM. De esta manera, cualquier molécula
capaz de evitar la formacion del complejo Ca?*-CaM-MLCK podra interferir con la

activacion de la cinasa y la consiguiente contraccion del muasculo liso.'©

También se encuentran las isoenzimas de la 6xido nitrico sintasa -NOS- (iNOS,
eNOS y nNOS), quienes son fundamentales para el control de la biosintesis del oxido
nitrico (NO) y funcionalmente “bimodales”, ya que combinan actividades de oxigenasa y
reductasa asociadas a diferentes dominios estructurales. EI dominio oxigenasa contiene
un grupo hemo, mientras que el dominio reductasa se une al complejo Ca?*-CaM, de este
modo, la actividad de las isoenzimas constitutivas de la 0xido nitrico sintasa (NOS) esta

controlada por el complejo Ca?*-CaM intracelular y la sensibilidad al complejo se controla
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por la fosforilacion en lugares especificos de las enzimas. Este control se ejerce de dos
maneras: 1) la mayoria de los agonistas dependientes del endotelio (por ejemplo, la
acetilcolina y la bradicina) aumentan la concentracién citoplasmatica de iones Ca?*; el
consiguiente aumento del complejo Ca?*-CaM activa a eNOS o nNOS. 2) La fosforilacion
de residuos especificos en eNOS la hace mas o menos activa a una determinada
concentracion de Ca?-CaM. Esto puede modificar la sintesis de NO en ausencia de

variaciones en la concentracion de iones Ca?*.8

De acuerdo con los ejemplos anteriores, la proteina CaM es un blanco molecular
de una variedad de farmacos, ya que se encuentra asociada de manera directa o indirecta
con algunas patologias como SIDA, Alzheimer, la esquizofrenia y varios tipos de cancer,
neuropatias, dolor, étc. Lo anterior nos indica que la CaM es un blanco molecular y un
excelente prototipo para el estudio de mdltiples interacciones, enfocandonos al
descubrimiento y desarrollo de nuevas moléculas bioactivas que puedan interferir con la
regulacion, lo que conllevaria al desarrollo de farmacos especificos para las

enfermedades implicadas en dichas regulaciones.?4-26

Farmacos anti-CaM

La CaM une varios antagonistas clasicos reportados tales como Trifluoroperazina
(TFP), Clorpromacina (CPZ), Flupenazina (FPZ). Malbranqueamidas (MBC), Xantonas,
Tamoxifen?’, Cloruro de calmidazolio (CMZ),?® Haloperidol?® y Lubeluzol,*° entre otros.
Estos inhibidores son utilizados en la terapéutica de algunas patologias y pueden actuar
en diferentes formas, ya sea uniéndose directamente a la CaM, o bien al complejo Ca?*-

CaM 6 Ca?*CaM-ligando dependiente (proteina, enzima, farmaco o ion).1°

Se ha descubierto un amplio grupo de productos naturales obtenidos de animales,
plantas y microorganismos que han sido reportados como ligantes de la CaM, siendo los
microorganismos una de las fuentes naturales mas ricas para la obtencion de moléculas
con diversas actividades bioldgicas. Estos productos presentan una diversidad estructural
y pertenecen a diferentes categorias de metabolitos secundarios, incluyendo alcaloides,
terpenoides, cumarinas, antraciclinas, antraquinonas, lignanos, estilbenoides, asi como

flavonoides y otros compuestos de tipo fendlicos.'® Segun el estudio quimico realizado
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por Madariaga-Mazon y colaboradores, en el ascomiceto Purpureocillum lilacinum (Thom)
se logré el aislamiento de dos compuestos de tipo xantona-antraquinona, la
acremoxantona C y la acremonidina A, de los cuales se evalug la afinidad por la CaM
usando el biosensor fluorescente hCaM M124C-mBBr, indicando que ambos productos
interaccionan directamente con la CaM. Dentro de los alcaloides obtenidos a partir del
hongo Malbranchea aurantiaca, se lograron aislar a la malbranqueamida,

malbranqueamida b e isomalbranqueamida b, las que se unen con alta afinidad a la CaM.

La Figura 4, muestra los inhibidores de la CaM estudiados en este trabajo. 1)
Trifluoperazina (TFP), es un compuesto fenotiazinico permeable a las células con efectos
antiadrenérgicos y antidopaminérgicos que facilitan la elevacion inducida por agonistas
del calcio citosélico a bajas concentraciones (10 uM) y antagoniza la CaM a
concentraciones mas altas. Es un inhibidor potente e irreversible de los canales cationicos
cerrados con cAMP;3! 2) Compuesto 48/80 (CMP 48-80), reportado Uinicamente como
inhibidor competitivo de CaM con una ICso para el complejo CaM-PDE de 0.3 pg/mL y
para el complejo CaM-ATPasa de 0.85 ug/mL;%? 3) Flupenazina (FPZ), un inhibidor
irreversible de la activacion inducida por CaM de la CNPasa (nucledtido ciclico
fosfodiesterasa) con una ICso reportada para el complejo CaM-PDE de 10 uM;* 4)
Rutenio rojo (RRU), bloquea la captacién de Ca?* y la liberacién de las mitocondrias, es
un inhibidor de CaM y Troponina C que tiene un mecanismo diferente de inhibicién, con
una ICso de 15 uM®** y 4) La serie de “W” donde N-(6-aminohexil)-5-cloro-1-naftaleno
sulfonamida (W7), esta reportado como antagonista de la CaM,%® al igual que su forma
isomérica W7I, quien ademas, esta reportado como inhibidor de proliferacion celular; el
N-naftaleno(6-aminohexil)-1-sulfonamida (W5) esta reportado como un antagonista de
CaM que inhibe las actividades reguladas por el complejo Ca?*-CaM. Esto incluye la
cinasa de cadena ligera de la miosina (MLCK) con una ICso de 230 uM y PDE
(fosfodiesterasa) dependiente de Ca?*-CaM con una ICso de 240 uM, mientras que W5
s6lo esta reportado como inhibidor de la CaM;3¢ 37 el N-nafltaleno(4-aminobutil)-2-
sulfonamida (W12l) es un antagonista de CaM que inhibe MLCK (quinasa de la cadena
ligera de miosina), con una ICso de 300 uM, e inhibidor de la PDE dependiente de Ca?*-

CaM con una ICso de 260 uM3® 39 finalmente el N-(4-aminobutil)-5-cloronaftaleno-1-
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sulfonamida (W13I) exhibe actividad antagonista de CaM, asi como la inhibicion de

células de cancer de mama resistente al tamoxifeno.3’
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Figura 4. Compuestos con propiedades bioactivas para la CaM.
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METODOS GENERALES UTILIZADOS PARA EL ESTUDIO DE LAS INTERACCIONES
ENTRE BIOMOLECULAS Y LIGANDOS

Se han desarrollado diferentes metodologias para estudiar la unién de ligandos a
biomoléculas, en el caso particular del complejo CaM-ligando las mas utilizadas incluyen:
ensayos enzimaticos funcionales, electroforesis en geles de poliacrilamida en estado
nativo, cromatografia de afinidad, mutagénesis sitio dirigida, cristalografia de rayos-X,
espectroscopia de UV-Visible, dicroismo circular,*® espectroscopia de Raman,
resonancia magnética nuclear (NMR), calorimetria de titulacion isotérmica (ITC),*
espectroscopia de masas, métodos fluorescentes como transferencia de energia
resonante (FRET),*? métodos computacionales y biosensores fluorescentes.l® 43 La
Figura 5, muestra algunas de la metodologias antes mencionadas. En este trabajo, se

utilizaron métodos computacionales y biosensores fluorescentes.
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Figura 5. Técnicas utilizadas para el estudio de las interacciones biomoléculas-ligandos. a) Ensayos
de fluorescencia, b) Calorimetria de Titulacion Isotérmica (ITC), ¢) Ensayos de actividad, d) Métodos in silico
(Dinamica Molecular), e) Movilidad Electroforética (Nativa).
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METODOS COMPUTACIONALES

Acoplamiento y reconocimiento molecular (Docking)

El acoplamiento molecular se ha convertido en una herramienta cada vez mas
importante para el descubrimiento y desarrollo de farmacos. Este método se utiliza para
modelar la interaccion de una molécula pequefia y una proteina a nivel atbmico, lo que
nos permite caracterizar el comportamiento de pequefias moléculas en el sitio de union

de las proteinas de interés y a su vez, explicar los procesos bioquimicos fundamentales.

El proceso de acoplamiento molecular implica dos principales pasos que estan
relacionados con métodos de muestreo y esquemas de puntuacion: 1) la predicciéon de la
conformacién del ligando, asi como su posicion y orientacién dentro del sitio de unién; y
2) la evaluacion de la afinidad de unién, respectivamente.** Por medio de este método,
se puede obtener informacién sobre los sitios probables de unién de ligandos (farmacos)
en la proteina diana, en una familia de proteinas similares o con proteinas co-cristalizadas

con otros ligandos.

Dindmica molecular

La dindmica molecular (DM) es una simulacion molecular computacional que
permite analizar el comportamiento o evolucion de un sistema (fisico, quimico o biolégico)
a través del tiempo, calculando las fuerzas entre los atomos que lo conforman mediante
las ecuaciones de movimiento descritas por Newton.*® Por medio de este método, se
pueden calcular algunas propiedades fisicoquimicas del sistema tales como la energia
libre de Gibbs (AG), entropia (AS), entalpia (AH), solubilidad, viscosidad, presion,
temperaturas de cambio de fase, etc., lo cual, permite estimar la afinidad de union (Ka)
entre posibles farmacos y sus dianas biomoleculares o receptores, e incluso, describir el
comportamiento de una proteina y moléculas complejas bajo ciertas condiciones de
temperatura, presion y grado de solvatacion, por mencionar algunas de sus

capacidades.*6

A comparacion de otros métodos de simulacion molecular al vacio, la DM con

solvente explicito nos permite seguir la evolucion de dicho sistema a través del tiempo.

27

——
| —



Puesto que se pueden monitorear las velocidades de los atomos, calcular la energia
cinética y potencial del sistema. Otras de las ventajas de este método son que la DM nos
permite observar cambios conformacionales del receptor y del ligando al interaccionar
entre ellos, siendo de gran utilidad para el disefio de nuevas moléculas prototipo de
farmacos.*’ Este tipo de simulaciéon contempla el disolvente (como agua) el cual rodea el
complejo proteina-ligando, asi como la inclusion de iones para balancear la carga neta
del sistema, regular la temperatura o la presion, puede incorporar diferentes entidades
quimicas (metales, carbohidratos, grupos prostéticos) que usualmente no son
consideradas en otros métodos de simulacién computacional debido a sus limitaciones
en la parametrizacion de estos. Esto ultimo resulta muy interesante, pues el sistema a
analizar adquiere gran representatividad, aunque se debe considerar que la inclusién de
estas entidades quimicas incrementa la complejidad del sistema de estudio, y en

consecuencia el tiempo de computo requerido para la simulacién.*®

BIOSENSORES FLUORESCENTES

Los biosensores son dispositivos biotecnolégicos capaces de proporcionar
informacion analitica cuantitativa y semicuantitativa, conformados por un elemento de
reconocimiento biolégico (receptor, acido nucleico, enzima, anticuerpos, entre otros), que
interacciona especificamente con un analito y se encuentra asociado a un transductor que
nos permite procesar la sefial producida de la interaccion a un sistema detector, siendo
este Ultimo de tipo espectroscépico, eléctrico, mecanico, etc. Los biosensores iniciaron su
desarrollo y comercializacidon alrededor de los afios 60, orientados a aplicaciones clinicas
y de impacto bioquimico. El primer biosensor desarrollado fue un sensor enziméatico para
determinar la concentracion de glucosa en sangre a través de la reaccién catalizada por
la glucosa oxidasa; este biosensor fue disefiado en 1962, acoplando la glucosa oxidasa

a un electrodo selectivo de oxigeno.*°

El interés en el desarrollo de biosensores ha sido particularmente impulsado por el
impacto y la precision analitica de éstos, teniendo un crecimiento vertiginoso de la
investigacion. También se han promovido por las necesidades de contar con nuevas y
mejores herramientas para caracterizar las interacciones que presentan algunas

macromoléculas de interés, asi como desarrollar a futuro técnicas analiticas rutinarias y
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accesibles para el andlisis de un gran nimero de muestras, con selectividad, alta

sensibilidad y reproducibilidad.>°

Los biosensores fluorescentes son dispositivos basados en moléculas organicas
fluorescentes, nanoparticulas, proteinas o combinaciones de ambas. Estan disefiados
para cambiar sus propiedades espectroscopicas (intensidades fluorescentes o
corrimientos en la Amax) en respuesta a estimulos externos o cambios fisiologicos
incluyendo fluctuaciones de pH, homeostasis de iones metalicos, sefializacion celular,
diferencias de potencial de membrana, fosforilacion, ubiquitinacion, reacciones rédox y
apoptosis. Un ejemplo de este tipo de desarrollos fue reconocido otorgandole el Premio
Nobel de Quimica 2008 a tres cientificos (Osamu Shimomura, Martin Chalfie y Roger Y.
Tsien)®! quienes descubrieron y desarrollaron la proteina verde fluorescente (GFP, Green
Fluorescent Protein), que hoy en dia se utiliza para una amplia gama de herramientas.5?

Biosensores fluorescentes de la CaM

Se han reportado algunos biosensores utilizando como elemento de
reconocimiento molecular a la CaM, entre los que se encuentran CaM-Dansyl,>3 CaM-

GFP %4y los reportados por nuestro grupo de trabajo CaM-mBBr.55-%7

La Figura 6, muestra la construccion general de los biosensores fluorescentes, la cual,

consta de tres etapas:

) Un disefio racional de la posicién donde se va a marcar de manera especifica
a la proteina en cuestion, utilizando herramientas computacionales tales como
visualizadores moleculares, datos del aérea accesible a superficie e

informacion de regiones de interaccion, étc.

) Mutagénesis sitio-dirigida, en la cual, reemplazamos un aminoacido en

particular por un residuo de cisteina y con el grupo tiol altamente reactivo.

1)} Un marcaje sito-especifico con compuestos fluorescentes reactivos a los tioles

de las cisteinas.
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Mutagénesis sitio-especifica

Biosensor en solucion

11

Ho010101010

Disefio racional Mo /2 P et il + i

ML T~ ML

Modificacion quimica especifica a residuos de cisteina

Figura 6. Procedimiento general para la construccion de biosensores usando un disefio racional,
mutagénesis sitio-dirigida y marcaje sitio-especifico.

Los biosensores fluorescentes de la CaM estan construidos con fluor6foros como
elemento transductor, el cual, estd unido covalentemente a un elemento de
reconocimiento molecular (la CaM). En este trabajo, se utilizé el biosensor hCaM M124C-
mBBr, que es altamente sensible y util en la deteccion e identificacion de la interaccion de
posibles inhibidores de la CaM, el cual, tiene una eficiencia cuantica de 0.494.%° En este
dispositivo, un fluoréforo llamado monobromobimano (mBBr) esta quimicamente unido en
la posicion especifica 124 de la hCaM, este biosensor mantiene las propiedades

estructurales y funcionales de la proteina nativa.>®

Lo interesante de este dispositivo es que permiten detectar la sefial fluorescente
producida al unir diferentes ligandos a la proteina. Lo anterior, permite determinar
afinidades de los ligandos a la CaM a diferentes concentraciones de Ca?* de manera
dependiente.
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PRINCIPIOS DE FLUORESCENCIA

La fluorescencia es uno de los métodos analiticos mas importantes usados en
estudios biolégicos. Desde la década de 1990, las tecnologias fluorescentes basadas en
proteinas se han ampliado y han revolucionado la biologia*® y otras ramas de la ciencia

como la bioquimica y la farmacologia.

La fluorescencia es una de las categorias de la luminiscencia (la emision de luz
de cualquier sustancia producida a partir de estados excitado electronicamente), que
ocurre tipicamente a partir de moléculas aromaticas y se inicia cuando una molécula en
estado electronico basal absorbe un foton de alta energia, sufriendo una excitacién
electronica y algunos de sus electrones son promovidos a orbitales moleculares de mayor
energia. Posteriormente, los electrones excitados regresan nuevamente a orbitales de
menor energia emitiendo luz de longitud de onda mayor. Un ejemplo de este fendmeno

lo lleva a cabo la quinina, un fluoréforo contenido en el agua ténica, que emite luz azul.>8

Espectrometria de fluorescencia

La espectrometria de fluorescencia o espectrofluorimetria es el método
espectroscopico o6ptico de mayor sensibilidad usado en mediciones analiticas e
investigacion cientifica. Podemos mencionar algunas ventajas tales como: 1) Tiene alto
nivel de sensibilidad y el amplio rango dinamico; 2) La instrumentacién requerida es
conveniente y para la mayoria de propésitos puede adquirirse por un costo razonable y
3) Es un método no destructivo y no requiere grandes cantidades de muestra.

Todos los métodos espectrofotométricos se basan en dos leyes que combinadas
se conocen como la ley de Lambert y Beer, en la que se propuso que la absorbancia de
una muestra a determinada longitud de onda depende de la cantidad de la especie
absorbente con la que se encuentra la luz al pasar por la muestra, segun la siguiente
ecuacion:

a=log(7) = Cel

Donde A= absorbancia, T= transmitancia, e= absortividad molar, c=concentracion

(mg/L 6 mol/L), | trayectoria de la radiacion a través de la muestra (cm)
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La energia del foton de luz absorbido corresponde a la diferencia de energia
entre los dos estados. A temperatura ambiente, la energia termal no es adecuada para
poblar significativamente los estados excitados. La absorcion y la emision se producen
principalmente a partir de moléculas con la energia vibratoria mas baja. La diferencia de
energia entre los estados So (estado basal) y S1 (primer estado de singlete) es demasiado
grande para poblar termalmente Si, y por esta razon se usa luz y no calor para inducir

fluorescencia.

En los atomos la absorcion involucra la promocién de un electron de una capa
orbital externa hacia un orbital vacio de mayor energia. En moléculas, un electron es
promovido del mayor orbital molecular ocupado (HOMO), al menor orbital molecular
desocupado (LUMO). Cuando un electron en una molécula es trasladado de un orbital a
otro, cambia el estado de la molécula y entonces es importante considerar los estados de

la molécula involucrados.

Los estados electronicos de las moléculas excitadas se pueden agrupar en dos
categorias: estados singlete y triplete. En los estados excitados singlete, un electrén en
un orbital excitado esta apareado (spin opuesto) a un segundo electrén en un orbital en
el estado basal, es decir, todos los electrones en la molécula tienen sus spins apareados.
En consecuencia, el regreso al estado basal es “permitido” por el spin y ocurre
rapidamente por emisién de un fotdn. Este es el caso de la fluorescencia, y las velocidades
de emision de ésta son tipicamente de 102 s, por lo que la vida media de la fluorescencia
es cercana a 10 ns. Por otro lado, en los estados excitados triplete un par de electrones
tienen sus spins desapareados, esto es el electron en el orbital excitado tiene la misma

orientacion que un electron en el estado basal.

Por otro lado, la fosforescencia es la emisién de luz de estados excitados triplete,
en la que el electron en el orbital excitado tiene la misma orientacion de spin que el
electron de estado fundamental. Las transiciones al estado fundamental estan prohibidas
y las velocidades de emisiéon son lentas (10° a 10° s1), de manera que las vidas de
fosforescencia son tipicamente de milisegundos a segundos. Después de la exposicién a
la luz, las sustancias de fosforescencia brillan durante varios minutos, mientras que los

fosforos excitados vuelven lentamente al estado fundamental. La fosforescencia no suele
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observarse en soluciones fluidas a temperatura ambiente. Esto se debe a que existen
muchos procesos de desactivacion que compiten con la emisién, tales como los procesos
de desintegracién no radiativa y apagado. De acuerdo a lo anterior, es importante

mencionar que la distincién entre fluorescencia y fosforescencia no siempre es clara.>8

Espectro de fluorescencia

Un espectro de emision de fluorescencia es un grafico de la intensidad de
fluorescencia frente a la longitud de onda (nm) o nimero de onda (cm?), es decir, es la
distribucién de la longitud de onda de una emision medida a una sola longitud de onda de
excitacion constante. Este espectro se observa de manera general independiente de la
longitud de onda de excitacidon (regla de Kasha), aunque existen excepciones, como los
fluoréforos que existen en dos estados de ionizacion, cada uno de los cuales muestra

distintos espectros de absorcion y emision.

Por el contrario, un espectro de excitacion es la dependencia de la intensidad de
emisién, medida a una sola longitud de onda de emision, al escanear la longitud de onda
de excitacion. Tales espectros se pueden presentar en una escala de longitud de onda o
en una escala de numero de onda. La luz de una energia dada se puede describir en
términos de su longitud de onda, frecuencia, o numero de onda. Las unidades habituales
para la longitud de onda son nanémetros, y los nimeros de onda se dan en unidades de
cm-L. Las longitudes de onda y nimeros de onda son facilmente interconvertidos tomando

el reciproco de cada valor.

Estos espectros varian ampliamente y dependen de la estructura quimica del
fluoréforo y del disolvente en el que se disuelve. Los espectros de algunos compuestos,
como el perileno, muestran una estructura significativa debida a los niveles de energia
vibracional individuales de los estados basal y excitado, mientras que otros compuestos,

como la quinina, muestran espectros que carecen de la estructura vibracional (Figura 7).
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Figura 7. Espectros tipicos de absorcién y emisién de fluorescencia, perileno y quinina. Los
espectros de emision no se pueden presentar correctamente en las escalas de longitud de onda y nimero
de onda. Sin embargo, la presentacién del nimero de onda es correcta en este caso, mientras que las
longitudes de onda se muestran por conveniencia. Los espectros de emisién varian ampliamente y
dependen de la estructura quimica del fluoréforo y del disolvente en el que se disuelve. (Figura tomada de
Principles of Fluorescence Spectroscopy, 2006. Pag, 4).

En la mayoria de los fluoréforos la emision es la imagen especular de la absorcién
So 0 S1, no del espectro total de absorcion. De acuerdo con el principio de Franck-Condon,
todas las transiciones electronicas son verticales, es decir, se producen sin cambio en la
posicion de los nucleos. Como resultado, si una probabilidad de transicién particular
(factor de Franck-Condon) entre los niveles vibratorios 0 y 1 es mayor en absorcion, la
transicion reciproca también es mas probable en la emision. También segun este principio
dice que la absorcién ocurre tan rapidamente (10'° s) que no hay tiempo para el
movimiento molecular durante el proceso de absorcion. Como resultado, la
espectroscopia de absorcion sélo puede proporcionar informacion sobre el estado basal
medio de las moléculas que absorben la luz. Por el contrario, la emisién de fluorescencia

se produce durante un periodo de tiempo mas largo.
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La longitud de tiempo que las moléculas fluorescentes permanecen en el estado
excitado proporciona una oportunidad para interacciones con otras moléculas en solucion.
Las mediciones de absorcion son soélo sensibles al medio ambiente inmediato alrededor
del fluoréforo, y solo son sensibles al entorno promediado instantaneamente. Como
observo Stokes, la mayoria de los fluor6foros muestran emisiones a energias mas bajas

gue su absorcion (Figura 8).

Luz de! Sol

Solucion de
quinina

G.G. Stokes

Vidrio amarillc de
una copa de vino
Filiro de emision
transmite < 400 nm

Vidrio azul en la
ventana de una iglesia
Filtro de excitacion = 400 nm

Figura 8. Esquema experimental para la deteccidon del desplazamiento de Stokes. Tomada
del libro Principles of Fluorescence Spectroscopy, 2006. Pag. 6

Fluoroforos y eficiencia cuéntica

Los fluoréforos se dividen en dos clases generales intrinsecos y extrinsecos. Los
fluor6foros intrinsecos son los que se encuentran de manera natural en las
macromoléculas, como aminoacidos aromaticos o grupos prostéticos. En las proteinas, el
fluoréforo dominante es el grupo indol del triptéfano (trp), el indol absorbe cerca de 280
nm, y emite alrededor de 340 nm. El espectro de emision del indol es altamente sensible
a la polaridad del disolvente. La emision del indol puede ser desplazada si el grupo esta
en el ndcleo de una proteina, y su emision puede cambiar a longitudes de onda mas largas
cuando este se encuentra accesible al solvente (Por ejemplo, si la proteina se
desnaturaliza). Por otro lado, los fluor6foros extrinsecos son aquellos adicionados
guimicamente a una macromolécula para proveerles fluorescencia cuando éstas carecen

de esta propiedad.
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El tiempo de vida de la fluorescencia y la eficiencia cuantica son probablemente
las caracteristicas mas importantes de los fluoroforos. El tiempo de vida (t) determina el
tiempo disponible para que el fluoréforo interactie o difunda en su entorno, y por lo tanto
la informacion disponible de su emision. La eficiencia cuantica (¢) es un parametro que
relaciona el nimero de fotones emitidos en relacion con el numero de fotones absorbidos.
Las sustancias con la mayor eficiencia cuantica, aproximandose a la unidad, como las
rodaminas, muestran las emisiones mas brillantes. Los significados del rendimiento
cuantico y la vida util se representan mejor mediante un diagrama simplificado de
Jablonski (Figura 9), llamado asi por Alexander Jablonski (padre de la espectroscopia de
fluorescencia), el cual, ilustra varios procesos moleculares que pueden ocurrir en estados
excitados. Las transiciones radiativas se representan con lineas rectas y las no radiativas

con lineas onduladas.>®
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Figura 9. Diagrama de Jablonski. A la izquierda, se representan los estados basales, primer excitado
singlete y segundo excitado singlete con So, S1 Yy Sz, respectivamente. Las transiciones entre los estados
se dibujan como lineas verticales para ilustrar la naturaleza instantanea de la absorcion de la luz. Las lineas
horizontales numeradas denotan los niveles vibracionales. A la derecha se representan los procesos que
ocurren entre la absorcién y la emision de la luz. 1) Excitacion; se crea un estado excitado (S1"), ya que un
fotdn de alta energia hvex es suministrado a una molécula por una fuente externa. 2) Conversion interna;
las moléculas en las fases condensadas se relajan rapidamente al nivel vibratorio mas bajo de S1, esto
ocurre dentro de 1012 s 0 menos. Dado que los tiempos de vida de fluorescencia estan tipicamente préoximos
a 108 s, la conversion interna esta generalmente completa antes de la emisién. Por lo tanto, la emisién de
fluorescencia generalmente resulta de un estado excitado térmicamente equilibrado, es decir, del estado
vibratorio de menor energia de Si. 3) Emision por fluorescencia: el foton de energia hvem es emitido y la
molécula retorna a su estado fundamental So. Tomada del libro Principles of Fluorescence Spectroscopy,
2006. Pag. 11

Existen procesos de desactivacion del estado excitado o relajacion, estos son los
procesos radiativos y los procesos no radiativos. Los procesos radiativos se refieren a la
disipacion de energia en forma de calor. Se habla de procesos no radiativos por los cuales

las moléculas en un estado excitado singlete pueden regresar al estado basal sin la
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emision de un foton, convirtiendo toda la energia de excitacion en calor. A éstos se llama

conversion interna.

En el caso de las proteinas, es frecuente que éstas se marquen con fluoréforos
gue tienen longitudes de excitacion y emision mas grandes que los aminoacidos
aromaticos, una gran variedad de fluoroforos estan disponibles comercialmente para
modificar quimicamente a las proteinas. Las sondas covalentes pueden tener una
variedad de grupos reactivos para acoplarse con aminas, sulfhidrilos, o cadenas laterales
de las histidinas. La fluoresceina y la rodamina también son usadas como marcadores
extrinsecos, ya que no son susceptibles a la polaridad del solvente, ademas poseen un

alto coeficiente de extincion molar cercano a 80,000 M1 cm™1.

Tipicamente, los fluoréforos tienen un momento dipolar mayor en el estado
excitado (UE) que en el estado fundamental (uG). Después de la excitacién, los dipolos
pueden reorientarse o relajarse alrededor del yE, lo que disminuye la energia del estado
excitado. A medida que aumenta la polaridad del disolvente, este efecto se hace mas
grande, dando lugar a la emisién a energias mas bajas a longitudes de onda mas largas.
En general, sélo los fluoréforos polares presentan una gran sensibilidad a la polaridad del
disolvente. Las moléculas no polares, tales como hidrocarburos arométicos no sustituidos,
son menos sensibles a la polaridad del disolvente. Los fluoréforos prefieren un ambiente

menos polar, lo cual, les brindaria méas energia.

Parker y Rees determinaron las eficiencias cuanticas de la fluoresceina, eosina,
rodamina B, tionina y antraceno usando bisulfato de quinina como compuesto de
referencia con un valor de 0.55 para su eficiencia cuantica absoluta.>® Estas eficiencias

se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Eficiencia cuantica de fluorescencia con referencia al bisulfato de quinina

Valores reportados en la

Solucién Eficiencia cuantica ¢ I
iteratura
Bisulfato de quinina en 0.1 N de acido sulfurico 0.55 0.55
Rodamina B en etanol 0.69 0.97
0.92
Fluroesceina en 0.1 N de hidréxido de sodio 0.85 0.78
0.84
0.85
Eosina en 0.1 N de hidréxido de sodio 0.23 0.19
Antraceno en etanol 0.28 0.26
Tionina en 0.1 N de acido sulfarico 0.024 -

En nuestro caso, utilizamos en la celda de referencia del espectrofluorometro una
solucién de rodamina en etanol, ya que ésta es soluble en dicho solvente, ademés de que
es un fluoréforo que tiene la capacidad de excitar y emitir a muchas longitudes de onda
con un alto rendimiento cuéntico, aproximandose a la unidad con una eficiencia cuantica
de 0.97, mostrando las emisiones mas brillantes. Por otro lado, el biosensor que

utilizamos tiene una eficiencia cuantica de ¢=0.494.5°

Anisotropia de fluorescencia

Las mediciones de anisotropia se basan en el principio de excitacion fotoselectiva
de fluoréforos por luz polarizada y proporcionan informacion sobre el tamarfio y la forma
de las proteinas o la rigidez de diversos ambientes moleculares. Mediciones de
anisotropia (r) se han utilizado para medir las asociaciones proteina-proteina, la fluidez
de las membranas, y para inmunoensayos competitivos de numerosas sustancias en los
gue el analito real desplaza el analito marcado que esta unido a un anticuerpo especifico
donde el analito provoca un cambio en la anisotropia de la etiqueta. Esto da lugar a una
disminucion de la anisotropia. Los valores de anisotropia se calculan utilizando la relacién
de mediciones de intensidad polarizada. El uso de una relacion de intensidad hace que
las mediciones de anisotropia sean independientes de la concentraciéon del fluoréforo,
siempre y cuando las mediciones no se distorsionen por autofluorescencia o sefial-ruido

pobre.58
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Apagamiento colisional

Es un proceso bimolecular dependiente del “contacto” entre la molécula excitada
y el apagador (quencher). Es un proceso de difusion controlada que requiere que el
tiempo de vida del estado excitado sea mayor de 10° s. Basicamente hay dos
mecanismos por los cuales la pérdida “colisional” de la energia de excitacién puede
ocurrir: intensificacion del cruzamiento intersistemas por el apagador, o transferencia de
electrones. Una gran variedad de moléculas puede actuar como apagadores colisionales,
gue incluyen oxigeno, halégenos, aminas y moléculas deficientes de electrones como la

arcrilamida. El mecanismo de apagamiento varia con el par fluoréforo-apagador.>8

Efectos sobre el espectro de absorcién

1) Efecto batocromco: Desplazamiento a mayor longitud de onda, es decir, a menor
frecuencia. (1 de Amax)

2) Efecto hipsocromico: Desplazamiento a menor longitud de onda, es decir, a
mayores frecuencias. (| de Amax)

3) Efecto hipercromico: Desplazamiento a mayor intensidad. (1 de la absorbancia)

4) Efecto hipocromico: Desplazamiento a menor intensidad. (| de la absorbancia)

Espectrofluorémetros

En este equipo se mide principalmente la transmitancia de compuestos que
emiten un determinado tipo de radiacion al ser excitados o irradiados por una luz con una
longitud de onda concreta. Con este equipo es posible registrar ambos espectros de
emision y excitacion. La mayor parte de la instrumentacién comercialmente disponible
produce espectros en la escala de longitud de onda, y tales espectros son mas familiares
y mas faciles de interpretar visualmente (Figura 10).

Para un instrumento ideal, los espectros de emision directamente registrados
deben representar la tasa de emision de fotones o la potencia emitida a cada longitud de
onda, en un intervalo de longitud de onda determinado por las anchuras de la rendijay la
dispersion del monocromador de emision. De forma similar, el espectro de excitacion

representaria la emision relativa del fluoréforo en cada longitud de onda de excitacion.
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Intensidad de fluorescencia (ua.)

Figura 10. Espectrofluorimetro y espectro de fluorescencia. representacion de un espectrofluorimetro
y a su vez, el tipo de espectros que se obtienen a partir de dicho equipo, siendo la intensidad de
fluorescencia (u.a) con respecto a la longitud de onda emitida (nm).

Para la mayoria de los fluoréforos, los rendimientos cuanticos y los espectros de
emision son independientes de la longitud de onda de excitacion. Como resultado, el
espectro de excitacion de un fluoréforo puede ser superponible en su espectro de
absorcion. Sin embargo, estos espectros de absorcion y excitacion idénticos se observan
raramente porque la intensidad de excitacion es diferente en cada longitud de onda. Los
espectros de emision registrados en diferentes instrumentos pueden ser diferentes debido
a las sensibilidades dependientes de la longitud de onda de los instrumentos.58

El espectrofluorémetro que nosotros utilizamos cuenta con los siguientes componentes:

1) Fuente de luz: Es necesario el uso de una fuente que tenga una salida
relativamente alta, ya que los fotones correspondientes a la fluorescencia que
pasan a través del monocromador de emision son una pequefia fraccion del total

de la intensidad. En nuestro caso, se utilizé una ldmpara de arco de xenén de alta
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2)

3)

4)

5)

presion, ya que produce un espectro continuo de alta intensidad (200-1000 nm).
Ademas, emiten luz como resultado de la recombinacion de electrones con atomos
ionizados de xenon, los cuales, son generados por la colisién de los atomos de

xendn con los electrones que fluyen a través del arco.

Selector de longitud de onda: La A de fluorescencia es usualmente seleccionada
a través de un monocromador de alta eficiencia para maximizar la habilidad de
detectar bajos niveles de luz y asi, evitar problemas debidos a la dispersion. La
eficiencia puede ser maximizada eligiendo el “angulo de brillo” (blaze angle), el cual
es determinado por la forma y angulo de la herramienta usada para generar la
rejilla. Para la calibracidon se utiliza una lampara de baja presion de mercurio que
tiene la forma de un pequefio cilindro de 5 mm de diametro y se ajusta en el

contenedor de la celda mediante un blogue que tiene la forma de la celda.

Filtros Opticos: Sirven para minimizar la interferencia debida a la dispersion y

desviacion de la luz.

Celdas: tienen las cuatro caras lisas, ya que en la mayoria de los instrumentos los
fotones son detectados en un angulo de 90° con respecto al haz de incidencia. La
geometria de 90° es usada para minimizar cualquier interferencia en la deteccién
de la luz fluorescente. En la mayoria de los casos las celdas estan elaboradas de
silica fusionada (cuarzo) pero si la longitud de onda de excitacion y fluorescencia
se encuentran sobre 300 nm se pueden utilizar celdas de plastico. Los procesos
de desactivacion de S1(0) son usualmente dependientes de altas temperaturas por
lo tanto el contenedor de la celda debe de ser termoestable.

Detectores: Casi todos los espectrofluorimetros usan tubos fotomultiplicadores
(TFM), considerados los mejores como fuente de corriente, la cual es proporcional
a la intensidad de la luz. Un TFM consiste en un fotocatodo y una serie de
electrodos (dynodes), los cuales, son etapas de amplificacion, que transforman la
energia de luz en nimeros y amplifica, detectando el nimero de fotones por unidad

de tiempo.
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar las interacciones a nivel molecular de cinco compuestos bioactivos para
la CaM, experimental y tedricamente, utilizando un biosensor fluorescente de CaM y
herramientas de modelaje molecular para contribuir al disefio y desarrollo de nuevos

farmacos anti-CaM.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Revision bibliogréfica de las moléculas bioactivas Trifluperazina (TFP), Compuesto
48/80 (CMP 48-80), Fluperazina (FPZ), Rutenio rojo (RRU) y la serie “W”).

2. Determinar las constantes de disociacion (Kds) de las moléculas bioactivas en
funcién del grado de saturacion de calcio, utilizando el biosensor fluorescente
hCaM M124C-mBBr.

3. Construccion de estructuras tridimensionales de los compuestos.

4. Realizar el acoplamiento molecular de los compuestos con la CaM, utilizado el
software AutoDock4.

5. Realizar estudios de dinamica molecular de los complejos CaM-ligando, utilizando
el programa Amber 14.

MATERIALES Y METODOS

Determinacion de la constante de disociacion (Kq) de la CaM por fluorescencia

La determinacion de la constante de disociacién (Kd) se calculé a partir de
titulaciones en fluorescencia del biosensor de CaM con el compuesto a evaluar; utilizando
una concentraciéon de 1 mM del biosensor, en un volumen final de 2 mL y una solucién de
compuesto de 2 mM en Tris 50 mM, pH 7.0 a 25 °C. La Aex del biosensor de CaM fue de
381 nmy la Aem en un intervalo de 405-550 nm con 10 integraciones y colectando cada 2
nm. Los valores de Kg, se determinaron a partir de las diferencias existentes entre las Amax

en funcién de la concentracién del compuesto a evaluar, utilizando la siguiente ecuacion:

(1+ka/ Po+ Lo/ Po)=+/(L+ka! Po+ Lo/ Po)’ - 4Lo/ Po
Vg = >
donde Po Yy Lo es la concentracion de proteina y ligando presentes, Kq es la constante de

disociacion.
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Acoplamiento y reconocimiento molecular (Docking)

Este proceso se realizé con el algoritmo genético Lamarckian (LGA), utilizando los
paradmetros recomendados inicialmente a excepcion del nimero de evaluaciones, el cual
fue de 100, un tamafio de poblacion de 150, un nimero maximo de evaluaciones de
2,500,000 y un nimero maximo de generaciones de 27,000. Los programas utilizados
para el Docking y su analisis fueron los siguientes: AutoDock 4.00 revision 1.69 (1991-
2007), AutoDockTools version 1.5.0 revision 7 (1999-2007 Molecular Graphics
Laboratory, The Scripps Reseach Institute) sobre el sistema operativo UNIX en el nuevo
equipo de supercomputo de la UNAM (Miztli supercomputer).

Dinamica molecular (DM)

Se utilizé el programa Amber, un software que permite que todos los atomos de un
sistema vibren y se trasladen por un periodo de tiempo, integrando las ecuaciones de
movimiento de Newton, bajo un campo potencial empirico que aproxima las energias de
los sistemas moleculares representando los atomos como esferas cargadas y los enlaces
como resortes con propiedades especiales. Los sistemas se parametrizaron para predecir
propiedades energéticas y estadisticas de los sistemas, a la vez que aportan informacion
sobre la conformacién y estabilidad de los mismos en solucién; en nuestro caso, de la
interaccion CaM-ligando. Cada complejo CaM-ligando se preparé utilizando el médulo
LEaP a partir del programa Amber, donde se adicionaron todos los hidrogenos de los
aminoacidos y se neutralizé el sistema con Na*, posteriormente el complejo se solvatd en
una caja octahedra de moléculas de agua con el modelo explicito TIP3P localizada a 12
A a partir de la superficie de la proteina (ver apéndice).

Las simulaciones fueron realizadas a una presion de 1 atm y 298.15 K. A
continuacion, la Dinamica Molecular (DM) consistié en una etapa de minimizacién de la
estructura inicial, seguido de 50 ps de calentamiento desde 0 a 298.15 K, 50 ps para
equilibrar el volumen, 500 ps para equilibrar el sistema a una presién de 1 atm y finalmente
un tiempo de 20 ns. Después de terminar la Dindmica Molecular se analizaron los
resultados con el protocolo de MM/PBSA en modos normales para obtener los parametros

energeticos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Estudios de union de los diferentes ligandos con la CaM, utilizando el biosensor
hCaM M124C-mBBr

En este trabajo se estudiaron cinco compuestos prototipos y farmacos anti-CaM
[Trifluperazina (TFP), Compuesto 48-80 (CMP 48/80), Fluperazina (FPZ), Rutenio rojo
(RRU) y una serie nombrada “W” (W5, W5I, W7, W7l, W12 y W13)], utilizando a la
Amantadina (AMA) y a la Trifluperazina (TFP) como control negativo y control positivo,
respectivamente. Se obtuvieron parametros de unién por medio de las constantes de
disociacion (Kas) de los complejos Ca?*-CaM-ligando en funcién del grado de saturacion

de Ca?* (nimero de equivalentes de Ca?*) que une la CaM.

La Tabla 2, muestra los datos experimentales y tedricos obtenidos para cada uno
de los complejos estudiados. Todos los ligandos muestran una constante de disociacion
(Kd) en el rango uM a saturaciéon de Ca?*, congruente con la literatura. Sin embargo,
nosotros determinamos Kads experimentales con diferentes grados de saturaciéon de Ca?*,
observando una diferencia de afinidades en funcién de los equivalentes del ion Ca?*. En
general, al saturar la CaM con Ca?* (4Ca?*-CaM) se observa una mayor afinidad para los
compuestos Compuesto 48-80 (CMP 48/80), Trifluperazina (TFP) y Rutenio rojo (RRU),

solo para la Fluperazina (FPZ) la Kq es independiente del grado de saturacién de Ca?*.

Una de las ventajas de utilizar el biosensor hCaM M124C-mBBr para este estudio,
es que este dispositivo tiene la capacidad de monitorear mas de un ligando a la vez en
nuestro caso el ion calcio y los diferentes ligandos. Lo anterior nos permite calcular sus
respectivas Kas de los ligandos a diferentes equivalentes de Ca?* de manera dependiente.
Este biosensor es altamente sensible con una eficiencia cuantica de 0.494, lo que permite

realizar determinaciones cuantitativas minimizando los errores estadisticos.
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Titulacion del biosensor fluorescente hCaM-M124-mBBr con calcio

La Figura 11, muestra la titulacion del biosensor fluorescente con calcio,
observando un aumento en la intensidad de fluorescencia en funcion del grado de
saturacién con calcio (efecto hipercrémico), la constante de disociacion (Kd) calculada es
de 2.35 x 10®* M con una estequiometria de 4.18. La proteina posee 4 sitios de unién a
calcio dos de alta afinidad (sitio 11l y IV) y otros dos de baja afinidad (sitios I y 1l), los cuales
se han reportado que se unen de manera secuencial.®* En nuestro caso, calculamos las
constantes de disociacion (Kas) con diferentes equivalentes hasta la concentracion

saturante del biosensor, es decir, con 0.0, 2.5, 5.0, 7.5y 10 uM de calcio.
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Figura 11. Espectros de fluorescencia de la titulacion del biosensor hCaM-M124C-mBBr con Ca?*, en el re-
grafico muestra el ajuste de unién.
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Titulacién del biosensor fluorescente hCaM-M124-mBBr con Compuesto 48-80
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Figura 12. Espectros de fluorescencia y curvas de titulacion de hCaM M124-mBBr con Compuesto 48-80 (CMP
48-80). a) hCaM M124-mBBr con CMP 48-80 sin Ca?*, para los espectros b, ¢, d, €) hCaM M124-mBBr con CMP
48/80 con uno, dos, tres y cuatro equivalentes de Ca?*, respectivamente. El re-grafico muestra la titulacion con
CMP 48/80, la linea solida muestra el ajuste realizado. Se utilizé Tris a 50mM (pH 7.0), hCaM M124-mBBr a 332.0
puM, CaClz a 0.5 mM, Aex=381 nm, Aem= 405-550 nm. f) Tendencia de las Kds obtenidas con respecto a cada
equivalente de Ca?* para el Compuesto 48/80 (CMP 48-80).
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Efecto de la concentracion de calcio sobre la interaccion del Compuesto 48/80 con

el biosensor fluorescente hCaM-M124-mBBr

La Figura 12 muestra los espectros de fluorescencia de las diferentes titulaciones
del Compuesto 48/80 (CMP 48-80) con el biosensor fluorescente hCaM M124C-mBBr y
su respectivo re-grafico. Este re-grafico muestra las diferencias de intensidad de
fluorescencia con respecto a la relacion de la concentracion de ligando entre la proteina
total, el ajuste nos calcula la constante de disociacion (Kd) del mismo. Los espectros
presentan un aumento (alrededor del 8.00 %) en la intensidad de fluorescencia (efecto
hipercromico) y un ligero desplazamiento (3.00 %) hacia menores longitudes de onda
(efecto hipsocromico). Este comportamiento puede deberse a la interaccion directa del
Compuesto 48/80 (CMP 48-80) con la CaM, donde el cambio conformacional favorece
por un lado el ambiente hidrofobo de CaM y por otro, puede haber una conjugaciéon del
fluor6foro mBBr con el Compuesto 48/80 (CMP 48-80) como se puede visualizar en el
modelo estructural del biosensor hCaM M124C-mBBr con el Compuesto 48/80 (CMP 48-
80) (Figura 13).

Figura 13. Modelo estructural del complejo CaM-CMP 48-80. En color azul se representa a la
CaM, de color rojo el Compuesto 48/80 (CMP 48-80) y finalmente con la esfera naranja se
representa el fluoréforo mBBr.
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La Figura 12 f), muestra la tendencia general de la constante de disociacion (Kd)
en funcién de los equivalentes de Ca?*, donde se observa una disminucion de la Kq en
funcién del numero de equivalentes de calcio adicionado, es decir, hay un aumento en la
afinidad del Compuesto 48/80 por la CaM. Las Kgs calculadas se encuentran en el rango
de 0.18-0.54 uM, lo que representa un aumento de aproximadamente tres veces entre 0
y 4 equivalentes de Ca?*. Datos reportados en la literatura para el complejo CaM-CMP
48-80 indican que existe una inhibicion de tipo competitiva al menos para los complejos

CaM-PDE y CaM-ATPasa con una ICso de 0.3 y 0.83 pg/mL, respectivamente.

Cabe mencionar que la ICso es un parametro farmacolégico utilizado para estimar
la potencia de un farmaco en ciertas condiciones particulares (temperatura,
concentracion, pH, etc.), por lo tanto, los datos anteriores no son del todo comparables
con las Kas calculadas en este trabajo, ya que esta ultima representa un parametro de
unién medido directamente entre la CaM y el compuesto, el cual, nos refleja la afinidad

del ligando por la CaM.
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Titulacién del biosensor fluorescente hCaM-M124-mBBr con Fluperazina (FPZ)
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Figura 14. Espectros de fluorescencia y curvas de titulaciéon de hCaM M124-mBBr con Fluperazina (FPZ). a) hCaM
M124-mBBr con FPZ sin Ca?*, para los espectros b, c, d, ) hCaM M124-mBBr con FPZ con uno, dos, tres y cuatro
equivalentes de Ca?*, respectivamente. El re-grafico muestra la titulacién con FPZ, la linea sélida muestra el ajuste
realizado. Se utilizé Tris a 50mM (pH 7.0), hCaM M124-mBBr a 332.0 uM, CaClz a 0.5 mM, Ae=381 nm, Aem= 405-
550 nm. f) Tendencia de las Kas obtenidas con respecto a cada equivalente de Ca?* para la Fluperazina (FPZ).
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Efecto de la concentracion de calcio sobre la interaccidon de la Fluperazina (FPZ)

con el biosensor fluorescente hCaM-M124-mBBr

La Figura 14, muestra los espectros de fluorescencia de las diferentes titulaciones
de la Fluperazina (FPZ) con el biosensor hCaM M124C-mBBr y sus respectivos re-
graficos. Los espectros muestran una disminucion aproximadamente del 57.55 % en la
intensidad de fluorescencia (efecto hipocrémico) hasta su saturaciéon con la Fluperazina
(FPZ). Este ligando no desplaza la Amax (efecto batocromico o hipsocromico) como el caso
del Compuesto 48-80 (CMP 48/80). Este comportamiento puede ser atribuido a que la
Fluperazina (FPZ) interacciona directamente con el fluor6foro (mBBr), como se muestra

en la Figura 15.

Figura 15. Modelo estructural del complejo CaM-FPZ. En color azul se representa a la CaM, en
color morado al ligando Fluperazina (FPZ) y con la esfera de color naranja el fluoréforo mBBr del
biosensor en la posicion 124 de la proteina.

La Figura 14 f), muestra la tendencia general de la Kd en funciéon de los
equivalentes de Ca?*, donde no se observa un cambio significativo. Por lo que podemos
decir que la Fluperazina (FPZ) tiene una afinidad por la CaM independiente del grado de
saturacion de calcio en la CaM. Las Kas calculadas tiene un valor aproximado de 0.4 uM,
datos reportados para el complejo CaM-FPZ indican que existe una inhibicién para el

complejo CaM-PDE con una ICso de 10 puM.
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Titulacién del biosensor fluorescente hCaM-M124-mBBr con Trifluperazina (TFP)
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Figura 16. Espectros de fluorescencia y curvas de titulacion de hCaM M124-mBBr con la Trifluperazina (TFP). a)
hCaM M124-mBBr con la TFP sin Ca?*, para los espectros b, ¢, d, €) hCaM M124-mBBr con TFP con uno, dos, tres
y cuatro equivalentes de Ca?*, respectivamente. El re-grafico muestra la titulacion con TFP, la linea sélida muestra
el ajuste realizado. Se utilizé Tris a 50 mM (pH 7.0), hCaM M124-mBBr a 332.0 uM, CaClz a 0.5 mM, Aex=381 nm,
Aem= 405-550 nm. f) Tendencia de las Kq¢'s obtenidas con respecto a cada equivalente de Ca?* para la TFP.
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Efecto de la concentracion de calcio sobre la interaccion de la Trifluperazina (TFP)

con el biosensor fluorescente hCaM-M124-mBBr

La Figura 16, muestra los espectros de fluorescencia de las diferentes titulaciones
del compuesto Trifluperazina (TFP) con el biosensor fluorescente hCaM M124-mBBr y su
respectivo re-grafico obteniendo por medio del ajuste la constante de disociacion (Kq) de
la Trifluperazina (TFP) para cada equivalente de Ca?*. Los espectros de fluorescencia
muestran una disminuciéon (38.60 %) en la intensidad de fluorescencia (efecto
hipocrémico) hasta saturacion. Este efecto puede ser atribuido al cambio del
microambiente del fluor6foro mBBr y a la interaccidn directa de la Trifluperazina (TFP) con
el mBBr (Figura 17).

Figura 17. Estructura del complejo CaM-TFP. De color azul se representa a la CaM, mientras que
de color magenta a la Trifluperazina (TFP) y finalmente con la esfera de color naranja se representa
al fluor6foro mBBr del biosensor en la posicion 124 de la CaM.

La Figura 16 f), muestra la tendencia en general de las constantes de disociacion
(Kas) en funciéon de los equivalentes de Ca?*, donde observamos una disminucion
directamente proporcional de la constante de disociacion (Kg) con respecto al nimero de
equivalentes de calcio, es decir, hay un aumento en la afinidad a saturacion de calcio. Las
Kds estimadas se encuentran en el rango de 0.62-5.23 uM, observando un aumento en la

afinidad y/o estabilidad de unién del complejo Ca*2-CaM-TFP.
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Titulacién del biosensor fluorescente hCaM-M124-mBBr con el Rutenio rojo (RRU)
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Figura 18. Espectros de fluorescencia y curvas de titulaciéon de hCaM M124-mBBr con el Rutenio rojo (RRU). a)
hCaM M124-mBBr con el Rutenio rojo (RRU) sin Ca?*, para los espectros b, ¢, d, €) hCaM M124-mBBr con el
Rutenio rojo (RRU) con uno, dos, tres y cuatro equivalentes de Ca?*, respectivamente. El re-grafico muestra la
titulacién con el Rutenio rojo (RRU), la linea sélida muestra el ajuste realizado. Se utiliz6 Tris a 50 mM (pH 7.0),
hCaM M124-mBBr a 332.0 uM, CaClz a 0.5 mM, Aex=381 nm, Aem=405-550 nm. f) Tendencia de las Kd's obtenidas
con respecto a cada equivalente de Ca?* para el Rutenio rojo (RRU).




Efecto de la concentracion de calcio sobre la interaccion del Rutenio rojo (RRU)
con el biosensor fluorescente hCaM-M124-mBBr

La Figura 18, muestra los espectros de fluorescencia de las diferentes titulaciones
del compuesto Rutenio rojo (RRU) con el biosensor fluorescente hCaM M124-mBBr y su
respectivo re-grafico obteniendo una constante de disociacion (Kd) del RRU de acuerdo
con el grado de saturacién de Ca?* por medio del modelo de ajuste realizado. Los
espectros presentan una disminucion o apagamiento de la intensidad de fluorescencia
(alrededor del 74.33 %). Este comportamiento puede ser atribuido a los mismos
fendmenos que en los casos anteriores, adicionando un efecto de apagamiento de tipo

idnico.

La tendencia general de la constante de disociacién (Kd) en funcion de los
equivalentes de Ca?* (Figura 18 f), muestra una disminucién directamente proporcional al
ndmero de equivalentes de calcio. Las Kads estimadas se encuentran en el rango de 1.32-
1.72 uM, observando una disminucion en la Kd de un poco menos de la mitad de
equivalentes de Ca?*, aparentemente esta la diferencia es minima, pero a nivel celular
estas diferencias pueden ser criticas para activar o inhibir alguna ruta metabdlica. Datos
reportados en la literatura para el complejo CaM-RRU indican que la inhibicién de la CaM
con Rutenio rojo (RRU) tiene un mecanismo diferente y reportan una ICso de 15 uM. Sin
embargo, cabe mencionar que las técnicas o métodos utilizados son enzimaticos, es

decir, métodos indirectos en el que concluyen que el Rutenio rojo (RRU) puede tener

diferentes sitios de unién a comparacién de los antagonistas clasicos reportados. 3
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Figura 19. Tendencia general de las constantes de disociacion (Kas) de los compuestos
estudiados en funcion del nimero de equivalentes de Ca?*.
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Efecto de la concentracion de calcio sobre la interaccion de cada ligando con el

biosensor fluorescente hCaM-M124-mBBr

La Figura 19, se muestra la tendencia general de las constantes de disociacion
(Kas) en funcién del numero de equivalentes de Ca?*. Para los compuestos Trifluperazina
(TFP), Compuesto 48/80 (CMP 48-80) y Rutenio rojo (RRU) se observa una disminucion
de la constante de disociacion (Kq) al aumentar los equivalentes de Ca?*, lo que nos indica
gue estos ligandos presentan una mayor afinidad a la CaM a saturacion del ion. Desde el
punto de vista fisiopatologico y farmacologico la importancia de estos resultados puede
ayudar a interpretar los mecanismos de accion en que estos farmacos y prototipos de
farmaco actuan en los diferentes tejidos, por ejemplo, en el tejido muscular. Para el caso
de la Fluperazina (FPZ) se observa que su constante de disociacion (Kq) es independiente
de la concentracién de equivalentes de calcio que presente la CaM, por lo que este
prototipo de farmaco puede actuar con la misma afinidad en cualquier tejido donde se una
ala CaM.

Farmacologicamente estos resultados nos pueden aportar informacion relacionada
con los efectos colaterales que pueden llegar a presentar los farmacos o prototipos de
farmacos a nivel sistémico. Por ejemplo, el caso del Compuesto 48/80 (CMP 48-80) donde
puede aumentar hasta tres veces su afinidad por el complejo 4Ca?*-CaM con respecto a
la CaM. Lo anterior puede direccionar a este farmaco a inhibir a la CaM en condiciones
donde haya una concentracion saturante de calcio (tejido muscular) y disminuir el
complejo CaM-CMP 48-80 en condiciones de bajas concentraciones de calcio (tejido
neuronal). Por lo que direccionar a estos farmacos hacia un complejo especifico, puede

atenuar posibles efectos colaterales.

Serie de Compuestos “W”

Se estudio la interaccibn de una serie de compuestos reportados como
antagonistas e inhibidores de la CaM, llamada serie “W”, la cual, comprende 6
compuestos analogos del N-(6-aminohexil)-5-cloro-1-naftaleno sulfonamida (W7) con el
objetivo de realizar un analisis estructura-funcion. Sin embargo, esta serie de compuestos

no mostraron respuestas similares con el biosensor fluorescente hCaM M124C-mBBr.
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Titulacién del biosensor fluorescente hCaM-M124C-mBBr con la serie de “W”
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Figura 20. Espectros de fluorescencia de hCaM M124-mBBr con la serie de compuestos “W”. El biosensor hCaM
M124-mBBr con a) W7, b) W7I, ¢) W5, d) W5I, e) W12 y f) W13 sin Ca?*, finalmente se afiadio Trifluperazina (TFP)
como control positivo. Se utilizé Tris a 50 mM (pH 7.0), hCaM M124-mBBr a 332.0 uM, Aex=381 nm, Aem= 405-
550 nm.
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La Figura 20, muestra los espectros de fluorescencia del biosensor fluorescente
observando para la mayoria de los casos (W7, W71, W5I, W12 y W13) un minimo aumento
en la intensidad de fluorescencia (efecto hipercrémico) a una concentracion de 60.0 uM
para estos compuestos. Esta concentracion es de 2 a 3 veces mayor que cualquier otro
compuesto utilizado para saturar al biosensor en las mismas condiciones experimentales.
Ademas, a la posterior adicion de 5.0 uM de Trifluperazina o TFP (control positivo) se
observa una disminucion significativa de la sefial fluorescente (efecto hipocromico) del

biosensor en todos los casos.

Estos resultados nos pueden indicar que esta serie de compuestos no
interaccionan directamente con la CaM o que nuestro sistema no es capaz de detectar
este tipo de interaccion para estos compuestos. Sin embargo, pueden estar inhibiendo
algun complejo proteina-CaM, ya que todas las ICso reportadas en la literatura son

obtenidas utilizando ensayos enzimaticos. 3% 37-39

La Amantadina (AMA) es un farmaco antiviral con un farmacoéforo totalmente
diferente a los farmacos anti-CaM. Por lo que fue utilizado en este trabajo como control
negativo, este no muestra respuesta alguna al adicionarlo al biosensor hCaM M124C-
mBBr a una concentracién 79.4 uM, aproximadamente dos veces mas que cualquier

compuesto anti-CaM (Figura 21).
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Figura 21. Espectros de fluorescencia de hCaM M124-mBBr con Amantadina (AMA). hCaM M124-mBBr con

Amantadina (AMA) a diferentes concentraciones de la misma.
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Tabla 2. Propiedades de unién experimentales y teéricas de los complejos Ca?*-CaM-Ligandos

Complejo

CaM -TFP
CaM -CMP

CaM -FPZ
CaM -RRU

CaM -AMA

Experimental Tedrico
Ka* (uM)
Equivalentes de Ca?*
2

0 1 2 3 4 (KAcglj)r(TF:ol) (chfmol) AS AH
0.14+0.02 0.12+0.01 0.04+£0.01 0.04+0.01 0.09zx0.01 -9.60 -26.88 £11.39 -6.25 + 2.86 -33.13 £ 3.86
054+0.17 033+0.11 0.30+£0.11 0.27+0.09 0.18x0.10 -9.20 -19.38 £ 6.27 -25.87+£4.72 -45.25+4.12
0.42+0.11 042+0.10 041+0.08 040+0.10 0.41zx0.10 -8.71 -23.69+7.22 -4.73 £ 3.89 -28.42 £ 3.30
1.72+0.21 1.70£0.35 1.39x0.28 153x0.27 1.32+0.24 -8.02 - - -

- - - - - - +117.69£21.20 +1550+£5.10 +133.30+ 13.80

1 constante de disociacion aparente.
2AGexp=RT In Kd, R=1.986x10- kcal/mol, T=298.15 K y K4 =uM



Estudios tedricos de union de los diferentes compuestos a la CaM

Se realizaron estudios tedricos de union de los compuestos a la CaM, a través de
acoplamiento y reconocimiento molecular para formar los complejos CaM-ligando y
estudiarlos posteriormente con la Dindmica Molecular (DM) para calcular los parametros
termodinamicos tedricos de la union. Los estudios de Dinamica Molecular comprenden
diferentes etapas secuenciales, las cuales son: minimizacion, calentamiento, densidad,

equilibrio y produccién.
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Figura 22. Gréfica del progreso de la Dinamica Molecular (DM) de la Trifluperazina (TFP).

La Figura 22, muestra el progreso de las diferentes etapas para el sistema 4Ca?*-
CaM-ligandos, en la cual, se observa que las etapas de calentamiento y densidad son las
menos estables energéticamente en comparacion con las de equilibrio y produccion,
manteniendo estas Ultimas una estabilidad energética adecuada para poder realizar los

analisis correspondientes.

La Tabla 2, muestra los parametros termodinamicos tedricos obtenidos a partir de
los estudios de Dindmica Molecular realizados para cada compuesto. Todos ellos
presentan un AG menor a cero, excepcion para la Amantadina (AMA); lo cual es
consistente con los datos experimentales. La mayor contribucidbn energética es
proporcionada por el componente entalpico (AH) en todos los casos, lo que nos indica

una mayor estabilidad y posiblemente una buena afinidad entre el complejo 4Ca?*-CaM



con cada uno de los compuestos. Para el caso del Rutenio rojo (RRU) no se realizaron
los estudios de Dinamica Molecular debido a que no fue posible parametrizar al rutenio
con las herramientas de AmberTools y, en consecuencia, tampoco se lograron obtener

los parametros termodinamicos tedricos para este compuesto.

Los videos de todas las trayectorias de Dinamica Molecular se encuentran
disponibles en el enlace (http://biosensor.facmed.unam.mx/tesis-adriana/videos.html).
Los videos muestran la trayectoria de la Dinamica Molecular de 20 ns donde se puede
apreciar que en los complejos 4Ca?*-CaM con Trifluperazina (TFP), el Compuesto 48-80
(CMP 48/80) y con la Fluperazina (FPZ) la CaM mantiene la forma cerrada, mientras que
para el complejo 4Ca?*-CaM con Amantadina (AMA) a pasar de mantener la forma
cerrada de la CaM se observa como la Amantadina AMA se desprende y se aleja de la
CaM. Finalmente, para el caso del complejo 4Ca?*-CaM con W7 se observa que la CaM
tiende a ser inestable a pesar de que el compuesto W7 se mantiene unida a la CaM. Estas
apreciaciones visuales estan en concordancia con las graficas de los valores de la

desviacién media cuadréatica (RMSD) del complejo vs Tiempo (ns) (Figura 23).

La Figura 23, muestra los valores de la desviaciéon media cuadratica (RMSD) del
complejo en funcién del tiempo, en nanosegundos, de las Dinamicas Moleculares de la
CaM comparandolas con el estado “abierto” y “cerrado” de la proteina en ausencia del
ligando, donde se observa que para los complejos 4Ca?*-CaM con Trifluperazina (TFP),
el Compuesto 48/80 (CMP 48-80) y la Fluperazina (FPZ) los valores de RMSD son entre
1.5y 3.5 A durante todo la trayectoria, mientras que para el complejo Ca?*-CaM con el
compuesto W7 y la CaM en estado “abierta” y “cerrada” las RMSD se encuentran entre
3.5y 8.5 A. Estos resultados se pueden interpretar en el contexto de que la CaM es un
sistema dinamico, el cual, puede fluctuar entre la conformacioén “abierta” y “cerrada” y por
tal motivo, cuando iniciamos la dinamica en la forma “abierta” la CaM tenderia a cerrarse
y viceversa (video 1CLL vy 1a29, en http://biosensor.facmed.unam.mx/tesis-
adriana/videos.html), lo cual explicaria las fluctuaciones elevadas en los valores de la
desviacion media cuadréatica (RMSD) observadas en la grafica. Por otro lado, mientras la
CaM este unida a un ligando, las fluctuaciones en los valores de la desviacion media
cuadratica (RMSD) se estabilizarian a una conformacién en este caso la forma “cerrada”

obteniendo los valores de la desviacion media cuadratica (RMSD) bajos.
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Otro analisis realizado a partir de los datos de las Dindmicas Moleculares es
identificar el nUmero de contactos entre los aminoacidos de la CaM y el ligando a lo largo
de la trayectoria, lo cual, nos relaciona de manera indirecta el grado de afinidad de la
interaccioén, es decir, del ligando por la CaM. La Figura 24, muestra el analisis del nimero
de contactos mencionados anteriormente para los complejos de 4Ca?*-CaM con el
Compuesto 48/80 (CMP 48-80), con la Fluperazina (FPZ), con la Trifluperazina (TFP) y
con el compuesto W7, donde se observa que la densidad de interacciones entre los
ligandos y la proteina refleja de forma indirecta la afinidad de estos; por ejemplo la
constante de disociacion (Kd) a saturacion para el Compuesto 48/80 (CMP 48-80) es de
0.18 uM siendo el complejo que presenta el mayor numero de contactos a lo largo de la
trayectoria, en comparacion de una densidad menor de contactos observada para los
complejos 4Ca?*-CaM con Fluperazina (FPZ ) y 4Ca?*-CaM con Trifluperazina (TFP), los
cuales, tienen una constante de disociacion (Kd) de 0.41 y 0.62 uM, respectivamente; y
para el caso del W7 (Figura 24 d) sélo se presenta una densidad de contactos en una
region de la CaM, observando algunos contactos Unicamente al inicio de la dinamica
molecular de dicho complejo. (ver video CaM-W7, en
http://biosensor.facmed.unam.mx/tesis-adriana/videos.html).
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CONCLUSIONES

Los estudios de las interacciones proteina-ligando a nivel molecular son la base
para el disefio y desarrollo de nuevos farmacos. La utilizacion de diversas técnicas
complementarias seria la mejor opcion para hacer interpretaciones adecuadas de éstas.
Dentro de las técnicas disponibles para este tipo de estudios, las técnicas directas como
los biosensores, presentan ventajas sobre otras técnicas indirectas como los ensayos
enziméticos, ya que estos Ultimos pueden presentar resultados falsos positivos en
algunas ocasiones. En este trabajo estudiamos la interaccién de cuatro compuestos
reportados y una serie de seis analogos de W7 como antagonistas e inhibidores de la
CaM utilizando el biosensor fluorescente hCaM M124C-mBBr y herramientas de modelaje
molecular (Acoplamiento Molecular y Dinamica Molecular). El biosensor utilizado nos
permitié6 obtener valores de las constantes de disociacién (Kds) en funcion del grado de
saturacién de calcio, obteniendo asi cinco valores de Kgs para cada compuesto,
reportados por primera vez para estos. La relacion entre el grado de afinidad (como la Kd)
y el numero de equivalentes de calcio nos permite extrapolar estos resultados con los
efectos farmacoldgicos de los farmacos y prototipos de farmacos estudiados. En el caso
de la serie “W”, los estudios con el biosensor hCaM M124C-mBBr nos indican que
probablemente estos compuestos no se unen de forma directa a la CaM, si no al complejo
CaM-proteina, ya que en datos reportados en la literatura estos compuestos inhiben la
reaccién enzimatica con la cual fueron ensayados. Por otro lado, los resultados de los
estudios tedricos son complementarios y consistentes con los resultados experimentales.
Los andlisis de las trayectorias y las determinaciones de los parametros termodinamicos
tedricos nos reflejan una parte del proceso de union de los compuestos y esta informacion
puede ayudar para el desarrollo y disefio de nuevas entidades moleculares direccionadas
a inhibir a la CaM.
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PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en este trabajo nos dan la pauta para complementar los
datos obtenidos y proponer nuevas estrategias. Entre los estudios complementarios que
proponemos se encuentran:

1.- La realizacion de estudios simultaneos entre el biosensor y los ensayos

enzimaticos para la serie “W”.

2.- El uso de una técnica alternativa directa como la calorimetria de titulacion

isotérmica (ITC) para corroborar los datos de la union.

3.- Estudios de dinamica molecular con mas tiempo para realizar mejores analisis

e interpretaciones.
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APENDICE

Estudios tedricos

1) Construccion de estructuras

1.

Dentro del sistema operativo Windows, abrir el programa Hyperchem
Professional y realizar las estructuras de cada compuesto prototipo de farmaco

para la CaM.

2. Una vez dibujada cada estructura, construir con hidrégenos y optimizar.

3.

Guardar como .hin 'y como .pdb

2) Obtencion de la proteina CaM

1.

2.
3.

Dentro Ubuntu, un sistema operativo basado en GNU/Linux, abrir una terminal
para posteriormente abrir el programa Pymol.
Seleccionar plugin - pdb load service - escribir 2060 - enter

Guardar la proteina como proteina 2060.pdb

3) Acoplamiento y reconocimiento molecular (Docking)

1.

Dentro del sistema operativo Ubuntu, abrir una terminal (T1) y escribir adt >
enter para abrir el programa AutoDockTools version 1.5.0 revision 7 (1999-2007
Molecular Graphics Laboratory, The Scripps Reseach Institute).

Una vez abierto el programa adt, seleccionar lo siguiente: file > read molecule

-> proteina 2060

3. Quitar L (lines) y seleccionamos R

»

Seleccionar: ligand - input - open - cambiar formato a .pdb y seleccionar el

farmaco o ligando en estudio.

5. Seleccionar: ligand - C aromatics - aromatic - ok
6. Seleccionar: ligand - output - save as pdbqt

7.
8
9

Seleccionar: grid - macromolecule - choose 2060 - ok + save - ok

. Seleccionar: grid > set map - choose ligand - .pdbqt

. Seleccionar: grid - gridbox

[T L TR 1]

10.Tanto para “x”, “y” & “z” colocarlos en 100 A

11.Seleccionar: file = close saving

12.Seleccionar: grid - output-> save - 2060-ligando - save
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13.Enunaterminal 2 (T2) ir a la carpeta en donde se encuentra el archivo guardado
anteriormente.
14.Escribir:
>|s - enter
>autogrid4 -p 2060-ligando.gpf
(autogrid nos permite realizar mapas electroestéaticos)
15.En el programa ADT seleccionar: docking - macromolecule - set rigid -
2060.pdbqgt - open
16. Seleccionar: docking = ligand - choose - (seleccionar el ligando en estudio)
- select - acept
17.Seleccionar: search parameters - genetic algorithm - number of GA Runs:
250 - accept
18. Seleccionar: docking - output - Lamarckian - 2060-ligandol.dpf - save
19.Enla T2 ir a la carpeta en donde se guardo el archivo de 2060-ligandol.dpf
20. Escribir:
>|s > enter
>autodock4 -p 2060-ligandol.dpf -1 2060-ligandol.dlg & - enter
>top - enter
21.Oprimir las teclas Ctrl + C
22.Escribir:
>|s - enter
>tail -f 2060-ligandol.dlg = enter
23.Repetir para cada uno de los ligandos.
24.En terminal 3 (T3) ir a la carpeta del farmaco o ligando en estudio
25. Escribir:
>|s - enter
>gedit ligandol.dlg & = enter
26.Una vez abierto el programa Gedit, verificar que el Docking haya terminado y
buscar en la tabla de “Clustering histogram” los mejores grupos con los que se
une el ligando a la proteina CaM.
27.Regresar a la T3 y escribir: pymol 2060.pdb 2060-ligandol.dlg - enter
28.En el programa Pymol seleccionar: all > action - present - publication

29. Seleccionar: Plugin - load service - 1a29
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4)

30.Alinear con el siguiente comando dentro del programa Pymol: > align 1a29,

2060sinp_ - enter

31.Observar en dénde se une el ligando con la CaM

32.Save as - ligandol-(ranking) p.ej. W7-2 - save

33.Repetir para todos los ligandos

34.Realizar Docking siguiendo todos los pasos anteriores, pero para el punto 9y

10 seleccionar: Gridbox center - center on ligand y para “x”, “y” & “z” colocarlos

en 30 A cada uno.

Preparacién de DM

1.

Dentro del sistema operativo Ubuntu abrir terminal 4 (T4) e ir a la carpeta donde

se encuentra el complejo y escribir: >pymol 2060.pdb - enter

2. En el programa Pymol seleccionar: all - action - present - publication

3. Seleccionar: file - open files - 2060-ligandol.dlg

4. Salvar la molécula seleccionando: file - save molecule - 2060-ligandol.dlg

- ok y cambiar nombre a ligandol-docking.pdb

NOTA: Es importante tener siempre la macromolécula (2060.pdb) en la carpeta
en donde se guarden todos los archivos del ligando en estudio.

En terminal 5 (T5) ir a la carpeta donde se encuentra el ligando en estudio y
escribir:

>gedit ligandol-docking.pdb - enter

>gedit 2060.pdb - enter

Dentro del programa Gedit para 2060.pdb, quitarle a 2060 el péptido si es que
tiene (cadena B), quitar H20 (hasta abajo)
Juntar las terminaciones TER

HETAM

Escribir: TER - enter

Dentro del programa Gedit para ligandol-docking.pdb, copiar todo y pegar en
el archivo de 2060.pdb hasta el final y escribir lo siguiente:

ATOM

TER
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END

9. Seleccionar: file > save as > 2060-ligandol.pdb - save

10.Cerrar el programa Gedit

11.En T5 ir a la carpeta donde se encuentran los archivos del ligando en estudio y
escribir:
>pymol 2060-ligandol.pdb para visualizar el complejo.

12.Seleccionar en el programa Pymol: all > present - publication

13.Cerrar programa Pymol

14.En T5 ir a la carpeta donde se encuentran los archivos del ligando en estudio y
escribir:
>pdb4amber -i 2060-ligandol.pdb -0 2060-ligandol-amber.pdb - enter
>|s - enter
>gedit 2060-ligandol-amber.pdb - enter

15.Verificar en Gedit, que en los aa #148 los calcios se encuentren bien
enumerados.

16. Seleccionar unicamente el ligando

17.O0primir las teclas ctrl+x y ctrl+v (en otra pestafia nueva). Guardar como
ligandol-amber.pdb

18.En la pestafia de 2060-ligandol-amber.pdb ahora guardar a la CaM como 2060-
amber.pdb (una vez quitado el farmaco).

19.Cerrar el programa Gedit

20.Abrir un navegador web 'y entrar a la siguiente péagina:

http://davapcl.bioch.dundee.ac.uk/cqi-bin/prodrg/submit.ntml abrir el archivo

del ligando: ligandol-amber.pdb, copiar y pegar en el navegador web.
21.En el navegador en la parte de Chirality y EM seleccionar: NO
22.En el navegador seleccionar Run PRODRG
23.Una vez procesado y mostrada la molécula, copiar todo lo que se encuentra en
la parte de SYBYL2 hasta H’s.
24.En la T5 escribir:
>vi ligandol-amber.pdb
>i
25.Pegar lo seleccionado en el paso 23
26.Oprimir la tecla ESC
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27.Escribir:
>:w(q —> enter
>|s - enter
>rn ligandol - enter
>|s para verificar que se encuentre el archivo de salida ligandol.mol2
28. Abrir terminal 6 (T6) y escribir el siguiente comando:
>source leaprc.gaff > enter
>list > enter
29.Para cargar el farmaco escribir:
>ligandol=loadmol2 ligandol.mol2 - enter
>list > enter
30. Para subir parametros escribir:
>loadamberparams ligandol1.frcmod
>check ligandol - enter (debe decir OK!)
31.Para la proteina escribir los siguientes comandos:
>protein=loadpdb 2060-amber.pdb - enter
>list > enter
>check protein - enter
>set protein.149.1 type CO - enter
>set protein.150.1 type CO - enter
>set protein.151.1 type CO - enter
>set protein.152.1 type CO - enter
>set protein.149.1 charge +2 - enter
>set protein.150.1 charge +2 - enter
>set protein.151.1 charge +2 - enter
>set protein.152.1 charge +2 - enter
>check protein - enter (debe decir OK!)
>saveamberparm protein 2060-ligandol.top 2060-ligandol.xyz - enter
32.Para el complejo ligando-CaM escribir los siguientes comandos:
>complex=loadpdb 2060-ligandol-amber.pdb - enter
>list > enter

>check complex - enter
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>saveamberparm complex3 2060-ligandol1-WAT.top 2060-ligandol-WAT.xyz
- enter

5) Dinamica molecular (DM)

1.

Dentro del sistema operativo Ubuntu, abrir una terminal 1 (T1) y abrir el archivo
del complejo con refinamiento con la CaM y sin péptido: 2060-Rligandol.pdb
Copiar en una misma carpeta el archivo del complejo con refinamiento y de la
proteina sin péptido, ambos archivos deben ser del tipo .pdb

En T1 escribir:

>pymol 2060-Rligandol.pdb 2060sinp.pdb - enter

En el programa Pymol seleccionar: All > Action - present - publication (para

visualizar y verificar la posicion del farmaco).

5. Cerrar programa Pymol

6. Abrir un navegador web 'y entrar a la siguiente pagina:

http://davapcl.bioch.dundee.ac.uk/cqgi-bin/prodrg/submit.ntml abrir el archivo

del complejo con refinamiento: 2060-Rligandol.pdb, copiar y pegar en el
navegador web.

En el navegador en la parte de Chirality y EM seleccionar: NO

8. En el navegador seleccionar Run PRODRG

9. Una vez procesado y mostrado el complejo, copiar todo lo que se encuentra en

10.

11.

la parte de SYBYL2 (All H) y pegar en una hoja nueva de gedit, posteriormente
guardar como .mol2, p. ej. ligando1-D.mol2

En T1 escribir los siguientes comandos:

>atechamber -i ligando1-D.mol2 -fi mol2 -o ligandol.mol2-fo mol2 -rn ligandol
-nc -s 2 - enter

>|s - enter

>parmchk -i ligandol.mol2 -f mol2 -o ligandol.frcmod - enter

>|s = enter

En otra terminal (T2) escribir los siguientes comandos:

>tleap -s -f leaprc.ff99sb - enter

>source leaprc.gaff > enter

>list = enter
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>ligandol=loadmol2 ligandol.mol2 - enter
>loadamberparams ligandol.frcmod - enter
>list > enter
>check ligandol - enter (debe decir unit is Ok!)
>savepdb ligandl ligand1l-amber.pdb - enter
12.En T1 buscar con Is el archivo ligand1-amber.pdb
13. Abrir el archivo 2060sinp.pdb y ligand1-amber.pdb con el programa gedit
14.Copiar todo con ctrl+a, ctrl+c del archivo ligand1l-amber.pdb y en el archivo de
2060sinp.pdb al terminar los Ca?* sustituyendo la palabra END por TER >
enter, pegar con ctrl+v y guardar como 2060sinp.pdb
15.En T1 escribir los siguientes comandos:
>|s > enter
>pdb4amber -1 2060-ligandol.pdb -0 2060-ligandol-amber.pdb - enter
>|s & enter
>gedit 2060-ligandol-amber.pdb - enter
16. Seleccionar a partir del farmaco con ctrl+x y agregamos END
17.Guardar sélo la proteina como 2060-amber.pdb
18.En una nueva hoja de gedit pegar el ligando seleccionado del paso 16 y guardar
el archivo como ligandol-amber.pdb
19.En T1 escribir: Is
20.En T2 escribir los siguientes comandos:
>complex=loadpdb 2060-ligandol-amber.pdb - enter
>set complex.149.1 type CO
>set complex.150.1 type CO
>set complex.151.1 type CO
>set complex.152.1 type CO
>set complex.149.1 charge +2
>set complex.150.1 charge +2
>set complex.151.1 charge +2
>set complex.152.1 charge +2
>check complex (debe decir Unit is Ok)
>saveamberparm complex 2060-ligandol.top 2060-ligandol.xyz - enter

21.En T1 escribir: Is y buscar los archivos de tipo .top y .xyz
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22.En T2 escribir los siguientes comandos:
>additions complex Na* O
>solvateoct complex TIP3PBOX 12 - enter
>saveamberparm complex 2060-ligando1-WAT.top 2060-ligando1-WAT.xyz
>protein=loadpdb 2060-amber.pdb - enter
>set protein.149.1 type CO
>set protein.150.1 type CO
>set protein.151.1 type CO
>set protein.152.1 type CO
>set protein.149.1 charge +2
>set protein.150.1 charge +2
>set protein.151.1 charge +2
>set protein.152.1 charge +2
>saveamberparm protein 2060.top 2060.xyz > enter
>saveamberparm ligandol ligandol.top ligandol.xyz - enter
23.En T1 escribir: Is
24.En T2 escribir: quit > enter

6) SupercOmputo

1. Dentro del sistema operativo Ubuntu, abrir una terminal T1 e ir a la carpeta
donde se encuentra el archivo vpn-ubuntu.txt escribir los siguientes comandos:
>gedit vpn-ubuntu.txt & - enter
>sudo openvpn — config client.ovpn - enter
>escribir la contrasefa del equipo
>escribir el usuario de supercoémputo y password

2. En T2 escribir el siguiente comando:
>ssh mga@132.247.177.99

>escribir el password

3. Una vez dentro de supercoOmputo, crear una carpeta para el ligando en estudio
con el siguiente comando:
>mkdir 2060-ligandol - enter
>cd 2060-ligandol - enter
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>|s = enter

>pwd > enter (nos dard la ruta)

. En terminal 3 (T3) ir a la carpeta donde se encuentran los archivos de los
ligandos o farmacos prototipos

Subir informacion con el siguiente comando:

>scp * mga@132.247.177.99:/ (colocar la ruta del paso 3) = enter

>escribir el password (se subiran los archivos a supercomputo el 100%)

. En T2 ir a la carpeta de archivos y escribir:

>|s > enter

>module load amber/14

>module load cuda

>module list

>bsub < min-9_gpu.bsub > enter

>bjobs - enter

>|s > enter

>tail 2060-ligando1-WAT-min.out (archivo de salida)

>|s & enter

NOTA: Hasta que termine o se encuentre el archivo de salida continuar con el
siguiente paso.

>bsub < heat-9_gpu.bsub - enter

>bjobs - enter

>|s & enter

NOTA: Hasta que termine o se encuentre el archivo de salida continuar con el
siguiente paso.

>hsub < density-9_gpu.bsub - enter

>bjobs - enter

>|s & enter

NOTA: Hasta que termine o se encuentre el archivo de salida continuar con el
siguiente paso.

>bsub < equil-9_gpu.bsub - enter

>hjobs - enter

>|s = enter
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NOTA: Hasta que termine o se encuentre el archivo de salida continuar con el
siguiente paso.

>bsub < prod-9_gpu.bsub - enter

>hjobs = enter

>|s > enter

NOTA: Hasta que termine o se encuentre el archivo de salida continuar con el

siguiente paso

. Cerrar terminal

Repetir los pasos 1y 2 para entrar a supercomputo

Entrar a la carpeta de un ligando donde se encuentran los archivos de éste y
crear una carpeta de analisis con el comando:

>mkdir analisis > enter

>cd andlisis - enter

>$cp ../../2060-ligando/andlisis/mmpbs*. - enter (copiar todos los archivos de
tipo .mmpbs a la carpeta de analisis)

>|s > enter

Dentro de la carpeta de analisis escribir los siguientes comandos:

>|s - enter

>mmpbsa_gn_nmode.in mmpbs_q_4p.bsub - enter

>$vi mmpbs_q_4p.bsub > enter

>i (insertar)

Cambiar los nombres de los archivos de acuerdo al nombre que se le asign6
anteriormente a cada complejo.

Presionar la Tecla de ESC y escribir:

>:w(q = enter

>module load amber/14

>module load cuda

>module list

>|s - enter

>bsub < mmpbs_qg_4p.bsub

>|s & enter

>tail -f progress.cat

>ctrl+C (para salir)
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7) Andlisis de trayectorias

1.

Dentro del sistema operativo Ubuntu, repetir los pasos 1 y 2 para entrar a

supercomputo del punto 6 (supercémputo)

2. Entrar a la carpeta donde se encuentran los archivos

Comprimir los archivos de cada ligando con el siguiente comando:
>tar czvf 2060-ligandol.tar.gz 2060-ligandol/ - enter

>|s > enter

>|s -las - enter

En T2 dentro de la carpeta de resultados escribir:

>scp mga@132.247.177.99:/(escribir la ruta de la carpeta donde se quieren

colocar los resultados en el equipo)/ *.gz . - enter

Descomprimir archivos con el comando:

>tar zxvf ligandol.tar.gz > enter

>|s - enter

>vmd - enter

En el programa de VMD seleccionar:

File ->New molecule, Browse -> ligandol-WAT.top ->OK - tipo -
amber7parm - load (observar que carguen todos los atomos)

Browse >2060-ligando1-WAT-prod.mdcrd - OK

Tipo > amber coordinates with periodic box - load (verificar que sean 2000
fragmentos)

Graphics - Representations

Drowing - New Cartoon

Crate Rep - selections - keyword - resname 2>Apply

Drowing method—> bonds - coloring - color ID

VMD main - save coordinates

>scanDtraj {matriz-ama.dat} {protein and (some residue as {within 4.0 of
{resname AMA}}}} {protein} {resid} {top} > enter (reemplazar AMA por el

ligando en estudio)
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8) Grafico de RMS

1.

Dentro del sistema operativo Ubuntu, abrir una terminal (T1) e ir a la carpeta de
resultados donde se encuentra la Proteina-ligando - analisis - cp backbone .
- gedit backbone - enter

> trajin ../2060-ligando1-WAT-prod.mdcrd

>reference ../2060-ligandol-WAT-equil.rst

>rms reference (cambiar y salvar)

En T1 ir a la carpeta de andlisis y escribir el siguiente comando:

>cpptraj ../2060-ligando1-WAT.top

> <backbone_rms.in

> |s > enter

> ctrl+C

>xmgrace 2060-ligando1-WAT-backbone.rms. - enter

9) Gréfico de Residuos vs tiempo (ps)

1.

3.

Dentro del sistema operativo Ubuntu, abrir el programa Excel y seleccionar: file
- open > browse > all files (seleccionar el archivo del ligando en matrix) -
delimitar = next - finish
En (X) > ndmero de pasos
En (y) - residuos en contacto
Find and select - find what: number of column

replace with: number of residuos

Repetir para cada ligando

Estudios experimentales

1) Experimentos del método basado en fluorescencia

1.
2.

Conocer el peso molecular de cada compuesto en estudio

Realizar los calculos correspondientes para obtener una concentracion del
ligando aproximadamente de 1uM en 2000uL de Buffer o DMSO segun el
compuesto.

Las condiciones del espectrofluorémetro son las siguientes:
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2)

8.

Filtros de excitacion= 1.0 nm, Filtros de emision= 2.0 nm, base de tiempo: 1.0
seg Aex= 381 nm, Aem= 405-550 nm con un paso de: 2.0 nm, celda de vidrio de
1.0 cm.

Las concentraciones de los reactivos utilizados son las siguientes:

Buffer Tris a 50mM (pH 7.0), hCaM M124-mBBr a 332.0 uM, CaCl2 a 0.5mM
Realizar los célculos correspondientes para conocer la cantidad, en uL, que hay
que afadir de biosensor a la celda. En nuestro caso, agregar 6.0 uL de

biosensor segun el siguiente célculo:

(2000 pL en celda)(1puM de ligando)
(332.0 uM)

= 6.0 uL de biosensor

Realizar los célculos correspondientes para conocer la cantidad, en uL, que hay
gue afadir de CaClz a la celda. En nuestro caso, agregar 2.5 uL de CaClz para
cada sitio de Ca?*, tomando en cuenta que a 10.0uM hay saturacion de Ca?*

segun el siguiente célculo:
(10.0 uM)
—
Realizar las titulaciones de al menos 10 repeticiones del biosensor hCaM M124-

= 2.5 uM de Calcio

mBBr con el compuesto. Iniciar con 0.0 uM de compuesto hasta saturacion del
mismo y sin equivalentes de Ca?*. Realizar las titulaciones para dos, tres y
cuatro equivalentes de Ca?*.

Repetir para cada ligando.

Analisis y tratamiento de datos experimentales

A

o

Dentro del sistema operativo Windows, abrir el programa Origin

Seleccionar: import - multiples ASCII

Seleccionar archivos de tipo IFX = adicionar - start new columns - ok
Seleccionar todas las columnas de longitud de onda e intensidad de
fluorescencia con ctrl+C

Abrir new workbook y pegar con ctrl+V

6. Seleccionar todas las columnas y seleccionar el grafico de lineas.

Para cada longitud de onda e intensidad de fluorescencia seleccionar: analisis

-> signal processing - smothing
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8. Copiar todas las longitudes de onda e intensidades de fluorescencia corregidas
y pegar en el programa Excel.

9. Dentro de Excel, dar clic en autosum - max - enter

10. Aplicar para todas las intensidades de fluorescencia

11.Copiar las intensidades de fluorescencia maximas y pegar como: paste special
—> transpose, paste: values, operation: none.

12.Normalizar de 0 a 1 segun la siguiente ecuacién: (IF-IF) / (IF-UIF), donde en
negritas son los valores fijados y UIF es la ultima intensidad de fluorescencia.

13.Copiar los datos obtenidos de la normalizacion

14.Regresar al programa Origin y abrir new workbook.

15.En una columna colocar las concentraciones del ligando utilizadas en el
experimento con su correspondiente normalizacion.

16.Seleccionar ambas columnas y graficar con la gréfica de puntos - analisis >
fitting = no lineal curve fit > seleccionar donde se encuentra la ecuacion de

union:

y _(1+kaz/Po+Lo/Po)—\/(1+kd/Po+Lo/Po)2 -4Lo/ Po
) =
2

en donde Poy Lo es la concentracion de proteina y ligando presentes, Kq €s la

constante de disociacion.

Pardmetros - value: 1 p/kd y 1 p/P - interaccion (dar clic hasta obtener una

R? aceptable, a partir de 0.9, ya que no es una curva lineal) = enter
17.0Obtener la Kd para cada ligando con 0, 1, 2, 3y 4 equivalentes de Ca?*.
18.Repetir para cada uno de los ligandos
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