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Resumen

El exceso en la produccion de acido gastrico produce enfermedades como la gastritis y la
enfermedad de reflujo gastroesofagico, padecimientos comunes en personas expuestas a estrés y
con un alto consumo de irritantes. La alternativa terapéutica de mayor uso para este tipo de
enfermedades son los inhibidores de la bomba de protones, también llamados prazoles, que al unirse
mediante un enlace covalente, con cisteinas especificas bloquean el ciclo catalitico de la H/K"
ATPasa gastrica, enzima responsable de la secrecion de acido clorhidrico en el estomago. Sin
embargo, el mecanismo mediante el cual los prazoles se bioactivan para poder unirse a la enzima no
esta bien definido.

A la fecha, no se cuenta en la literatura con un modelo cristalografico de la bomba de protones
humana, por lo que ha sido necesario crear modelos a partir de proteinas homologas, como la
Na'/K" ATPasa, para crear representaciones atomicas de dicha enzima con el fin de desarrollar
farmacos que bloqueen su actividad catalitica.

En base a lo planteado anteriormente, esta tesis consiste en tres estudios tedricos. El primero se
enfoca en el proceso de bioactivacion de los prazoles reportados en la literatura y la manera en que
esta bioactivacion se modifica al realizar sustituciones estructurales en la molécula base de los
prazoles. La segunda parte aborda la formacion del enlace disulfuro entre el timoprazol y una
cisteina, considerando el efecto del disolvente en este proceso. Finalmente, en la tercera parte de
esta tesis se realiza el modelado y dindmica molecular de la H'/K" ATPasa gastrica humana a partir
de su secuencia de aminodcidos y tomando como molde la enzima homéloga Na'/K" ATPasa de
cerdo, considerando la presencia de una bicapa de fosfolipidos en un ambiente acuoso neutro.
Ademas, se estudia el efecto que produce el timoprazol al estar unido con las cisteinas 815 y 824
sobre la estructura de un modelo de la bomba de protones humana de manera local y global, tras 50
ns de simulacion de dinamica molecular.



Abstract

The excessive production of gastric acid causes diseases such as gastritis and gastroesophageal
reflux disease, which are common in people exposed to stress and a high intake of irritants. The
most widely used therapeutic option for this kind of diseases are the proton pump inhibitors (PPIs),
also called prazoles, that bind through a covalent bond to specific cysteines, blocking the catalytic
cycle of the gastric H/K"™ ATPase. This enzyme is responsible of hydrochloric acid secretion in
stomach. However, the bioactivation mechanism of prazoles and the way in which such molecules
affect the enzyme is not well defined.

Currently, it does not a exist a crystallographic model of the human proton pump reported in the
literature, so it was necessary to create models from homologous proteins, such as Na'/K"~ ATPase,
to create atomic representations of H'/K" ATPase in order to develop drugs that block its catalytic
activity.

Therefore, this thesis is divided into three theoretical studies. First, the prazoles bioactivation
process and the substituent effect were done. Second, we discussed the disulfide bond formation
between a cysteine and timoprazole, considering the solvent effect in this process. Then, we
modelled a gastric human H/ K* ATPase from its amino acid sequence, taking as template the
homologous enzyme Na'/K" ATPase of pig, considering the presence of a phospholipid bilayer in a
neutral aqueous environment. Furthermore, we analyzed the local and global effects of timoprazole
linked to cysteines 813 and 822 on the structure of a model of human proton pump after a 50 ns
MD simulation.
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1. Introduccion.

Actualmente, la gastritis y la enfermedad por reflujo esofagico son padecimientos
bastante comunes en la poblacion citadina mundial y son debidos principalmente a tres
factores: el ritmo de vida estresante, costumbres alimenticias inadecuadas, y la presencia de
la bacteria Helicobacter pylori en las células epiteliales gastricas. Estos padecimientos
tienen en comin un exceso en la produccion de acido clorhidrico géstrico, que rebasa la
proteccion enddgena proporcionada por el moco de la mucosa gastrica, provocando
inflamacion tisular y, en casos mas severos, la formacion de ulceras gastricas.

El omeprazol es la alternativa terapéutica de mayor uso a nivel mundial para el
tratamiento de gastritis y la enfermedad por reflujo esofagico. Este farmaco ha estado en el
mercado desde 1989 y pertenece a la familia de los inhibidores de la bomba de protones
(PPIs, por sus siglas en inglés), también llamados prazoles, en la que también se encuentran
el lansoprazol, pantoprazol, tenatoprazol, rabeprazol y picoprazol. Los prazoles inhiben la
actividad de la H'/K" ATPasa gastrica, enzima responsable de la secrecion de acido
estomacal y que esta constituida por dos subunidades, la o y la B. Los prazoles se unen a
ella mediante un enlace disulfuro con la cisteina 813 y/o con la 822, que estan situadas en la
subunidad a de la enzima. El mecanismo mediante el cual se lleva a cabo la formacion de
la especie reactiva de los prazoles, aun no se conoce detalladamente y, actualmente, no se
cuenta con una estructura tridimensional de la H'/K" ATPasa gastrica humana obtenida de
manera experimental. Se han propuesto en la literatura modelos construidos a partir la
Na'/K" ATPasa y la Ca®” ATPasa, que mediante el modelado por homologia, han servido
de molde para el disefio de moléculas, como los antagonistas de la bomba de protones.

El avance tecnoldgico de equipos de coOmputo y programas computacionales ha hecho
posible modelar blancos farmacoldgicos en diferentes condiciones y estudiar complejos
ligando-receptor para determinar el tipo de interacciones que presentan a lo largo del
tiempo, que dependiendo del sistema, oscilan en el rango de nanosegundos a
microsegundos. Esto abre la posibilidad de estudiar mecanismos de accion farmacologica y
la posibilidad de disefar nuevos farmacos interaccionando en su probable sitio de accion de
manera tedrica.

En base al problema de salud que representan las enfermedades relacionadas con un
exceso en la produccion de acido géstrico y a las dudas que ain permanecen sobre el
mecanismo de accion de los prazoles, es necesario esclarecer la forma en que se comportan
los prazoles en su fase de bioactivacion y estudiar los efectos locales y globales que ejercen
sobre la H'/K™ ATPasa géstrica humana.

En esta investigacion se estudid el mecanismo de bioactivacion de los prazoles con la
teoria del funcional de la densidad encontrdndose que los prazoles tienen cinco
conformeros estables, uno de ellos corresponde a la conformacion reactiva, que permite que



se lleve a cabo la transposicion de Smiles, necesaria para la formacién de la especie
reactiva. La estabilidad de los conférmeros puede ser explicada por la presencia de enlaces
de hidrégeno, efectos estereoelectronicos debidos al par libre de electrones del 4tomo de
azufre e interacciones N'"C y N'S. El primer paso de la transposicion de Smiles es una
adicion nucleofilica hacia el bencimidazol por la parte de la piridina, la cual depende de la
diferencia de la poblacion electrénica de los atomos involucrados en el ataque. El segundo
paso produce acido sulfénico mediante una reaccién concertada donde el rompimiento del
enlace S-C tiene lugar al mismo tiempo que la migracion de un protdn, este paso estd
determinado por la poblacion electronica del atomo de azufre.

Posteriormente, se construyeron tres modelos de la H/K' ATPasa gastrica humana,
mediante la técnica de modelado por homologia, a partir de la estructura cristalina de la
Na'/K" ATPasa de cerdo. El primer modelo denominado silvestre consistié en la H'/K"
ATPasa gastrica con sus dos subunidades o y . El segundo, llamado sistema 815, consistio
en la bomba de protones humana con el enlace disulfuro entre el timoprazol con la cisteina
815 y, finalmente, el tercer modelo denominado sistema 824 fue la bomba de protones con
el timoprazol enlazado mediante un enlace disulfuro con la cisteina 824. En estos tres
modelos la bomba de protones fue embebida en una bicapa de fosfolipidos, en un ambiente
acuoso neutro explicito. Los tres modelos se sometieron a dinamicas moleculares de 50 ns,
después de las cuales, se estudiaron los efectos locales y globales del timoprazol sobre la
estructura proteica de la bomba de protones gastrica humana en una estructura
representativa de los ultimos 10 ns de simulacion de cada sistema. El efecto global del
timoprazol sobre la H'/K' ATPasa gastrica humana consiste en un movimiento
considerable de residuos pertenecientes a asas de la subunidad o, situados en la parte
citoplasmatica de la proteina, residuos pertenecientes a asas de la subunidad [ situados en
la parte extracelular de la proteina y modificaciones en las estructuras de hélices o en los
dominios transmembranales de la proteina. El estudio del efecto local consistid en
determinar los residuos con los que el timoprazol interacciona en el sitio reactivo de los
sistemas 815 y 822, utilizando como criterio la densidad electronica asociada a los puntos
criticos de enlace de cada interaccion. En los sistema 815 y 824, se identificaron los
residuos que interaccionan con el producto de la transposicion de Smiles del timoprazol del
residuo CYT. En el sistema 815 fueron los siguientes: asparagina 140, valina 333 y
arginina 330, por su parte, en el sistema 824 fueron: la metionina 986, tirosina 142, y
fenilalanina 820. Se propone que la suma de los efectos local y global de como resultado
modificaciones estructurales que impidan el ciclo catalitico de la enzima.



2. Antecedentes

2.1. Secrecion de acido gastrico y enfermedades relacionadas.

La funcion principal de la mucosa gastrica es la secrecion de acido clorhidrico, sustancia
indispensable para la digestion de alimentos y que sirve como barrera quimica contra
agentes patologicos ingeridos oralmente. Esta mucosa posee glandulas que contienen
células parietales que secretan protones en el lumen géstrico, para acidificar el contenido
del estomago. El acido clorhidrico gastrico es una sustancia corrosiva, por lo que la mucosa
gastrica tiene que protegerse a si misma de posibles dafios provocados por el acido. Esta
proteccion la lleva a cabo mediante la secrecidon de moco realizada por las células mucosas
del cuello y con la regulacion de la secrecion de acido. Existe una gran variedad de células
endocrinas especializadas en la mucosa gastrica que estan involucradas en la regulacion de
la secrecidon de acido gastrico, de manera que una perturbaciéon en los mecanismos
protectores puede conducir a dafio tisular severo, llegando a causar ulceraciones gastricas.

La secrecion de acido gastrico depende de la extrusion apical de tres iones: los protones,
que son bombeados al lumen gastrico por la H/K" ATPasa gastrica, acidificando el
contenido gastrico hasta valores de pH menores a 1; iones cloruro, que son secretados a
través de los canales de cloruro apicales, proporcionandole contraiones a los protones Yy,
finalmente, cationes de potasio que salen apicalmente de la célula parietal mediante un
mecanismo reciclador que alimenta el transporte reciproco de protones, realizado por la
H'/K" ATPasa' (este mecanismo se ilustra en la figura 1).

Las terapias principales para tratar gastritis, tlceras pépticas y la enfermedad de reflujo
gastroesofagico consisten en evitar la estimulacion de las células parietales, antagonizando
los receptores de histamina tipo H», o inhibiendo directamente el paso final de la secrecion
acida, es decir, la bomba de protones gastrica H/K™ ATPasa.”

Tanto los receptores de histamina H, como la bomba de protones gastrica, en sus
respectivos estados funcionales, se encuentran localizados en las células parietales del
estomago. La histamina interactia con el receptor H, provocando la secrecion de acido
gastrico mediante cambios morfolégicos de la célula parietal, que alcanzan un estado
estimulado. La H'/K" ATPasa gastrica esta localizada en los canaliculos del estado
estimulado de la célula parietal del estdmago y secreta dcido mediante un intercambio de
hidrogeno por potasio, dependiente de ATP.?



- Basolateral

Figural. Esquema de la célula parietal. Este tipo de célula contiene mecanismos de transporte
i6nico que llevan a cabo la secrecion de acido clorhidrico concentrado. La activacion de receptores
secretagogos basolaterales incrementa los niveles de AMPc y de calcio, provocando la insercion
apical y activacion de la H/K" ATPasa. La somatostatina reduce los niveles intracelulares de
AMPc. Abreviaturas: Ach (acetilcolina); APAs (antagonistas de la bomba de protones); PPIs
(inhibidores de la bomba de protones); Gast (gastrina); Hist (histamina); SST (somatostatina).

Los antagonistas de los receptores H, alivian rdpidamente los trastornos de la ulcera
péptica, pero no de la enfermedad de reflujo gastroesofagico, la cual requiere de una mayor
inhibicion de la secrecion de acido géstrico, que es lograda gracias a la actividad
farmacologica de los inhibidores de la bomba de protones (PPIs, proton pump inhibitors),
que inhiben la funcién de la proteina H'/K" ATPasa gastrica.’



2.2. H'/K" ATPasa gastrica.

La H/K" ATPasa se encuentra en las células parietales del estomago y en menor medida
en la médula renal.® Esta enzima se encuentra en las membranas tubulares citoplasmaticas
de la célula parietal en su estado relajado y, posteriormente, en su estado activado, en las
microvellosidades del canaliculo secretor expandido.” El cambio morfolégico de estado
relajado al activo se debe a la fusion de las vesiculas citoplasmaticas con la
microvellosidades para formar microvellosidades elongadas de los canaliculos secretores
expandidos.” Una vez que la enzima se encuentra en el canaliculo secreta acido
intercambiando hidronios citoplasmaticos por potasios extracelulares.’

La H/K" ATPasa bombea protones en contra de un gradiente de concentracion 10° veces
mayor, pues la concentracion lumenal de protones es de 150 mM.® Esto se realiza mediante
un intercambio eléctricamente neutro de H' por K', a través de la membrana de la célula
parietal, mediado por hidrolisis de ATP.” Al igual que en todas las ATPasas tipo P, este
transporte catidnico se consigue mediante cambios conformacionales ciclicos entre dos
estado principales, E1 y E2 junto con sus correspondientes intermediarios fosforilados (E1P
y E2P), que son resultado de la auto-fosforilacion reversible de un residuo de aspartato en
el motivo invariante DKTGTLT.®

De acuerdo al esquema de reaccion tipo Post-Albers’ (ver figura 2) los estados Ej,
orientado al citoplasma, y E,, orientado al lumen, tienen gran afinidad por los cationes H' y
K, respectivamente.3 El cambio conformacional de E P a E,P convierte el sitio de enlace
cationico de gran afinidad por H' y baja afinidad por K, a un sitio de enlace con afinidades
opuestas a las anteriores, permitiendo que la enzima libere el proton en el lumen estomacal
¢ interaccione con el K extracelular.'® Durante el cambio conformacional de EP a E,P los
residuos que interaccionan con el proton sufren grandes cambios de pKa que
probablemente involucren el reacomodo de la lisina 791 en la H/K" ATPasa de rata.'’

Los protones son transportados hacia el lumen de la membrana en la transicion de E; a
E,P con ayuda de ATP. Los cationes de K" activan la desfosforilacién de E,P para formar
E,K, ocluyendo al K'. Posteriormente, el K* es liberado en el citoplasma al completarse el
cambio conformacional a E; de vuelta.
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Figura 2. Esquema de reaccion tipo Post-Albers de la H'/K"™ ATPasa

La H'/K" ATPasa es una enzima a,B-heterodimérica que consiste en dos subunidades,
una a y otra f3, (ver figura 3) y el ensamblado individual de bombas es un tetramero de tipo
(af)s sobre la superficie de la célula parietal.'” La subunidad o catalitica es homologa a
otras subunidades a. de ATPasas de tipo P2, como la Na’/K"ATPasa y la Ca®” ATPasa. La
H'/K" ATPasa se compone de diez hélices transmembranales (TM1-TM10), en las que se
localizan los sitios de interaccion de cationes, y tres dominios citoplasmaticos: el de union
del nucledtido (N), el de fosforilacion (P) y el dominio actuador (A).'* Tanto la H/K"
ATPasa como la Na'/K ATPasa requieren de la subunidad B para la oclusion de K" "% la
expresion funcional del complejo enzimatico'’ y para bloquear la reversion del ciclo de
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transporte, estabilizando la conformacién E2P con su amino terminal.
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Figura 3. Representacion sencilla de la bomba de protones, con los 10 dominios transmembranales

de la subunidad a catalitica y el dominio transmembranal de la subunidad [3.

La subunidad o de la H/K" ATPasa consta de 1033 residuos y es homologa en 63% y
25% a las subunidades correspondientes en la Na/K'ATPasa y Ca’" ATPasa,
respectivamente.”” En esta subunidad catalitica existe un cluster de aminoacidos
carboxilicos localizados en la mitad de los segmentos transmembranales TM4, TMS, TM6
y TMS8 que contienen el dominio de interaccion de cationes en esta enzima, en la
Na'/K'ATPasa y Ca’" ATPasa. En la H/K" ATPasa también se encuentra la lisina 791 en
el TM5 que reemplaza una serina en la Na'/K ATPasa. Dicha lisina en la H/K"~ ATPasa
caracteriza la especificidad de esta enzima para el transporte al exterior de hidronio.’

La subunidad B estd formada por 291 residuos y consta de seis o siete sitios de N-
glicosilacién. La H'/K" ATPasa es ensamblada en el reticulo endopldsmico y liberada a la
membrana apical como un oligdmero heterodimérico. La N-glicosilacion de esta subunidad
es la responsable de su transporte hacia la membrana apical. Actualmente, no existe una
estructura cristalina de alta resolucion de la H/K™ ATPasa, por lo que no se conoce la
localizacion exacta de la subunidad B.?

Esta comprobado que en la H/K' ATPasa y en la Na'/K'ATPasa existe una
estabilizacion del estado E2P, pues existen interacciones transmembranales entre residuos
del TM7 de la subunidad o con dos tirosinas conservadas en la region transmembranal de la
subunidad B.*° La subunidad B previene que se presente una reversion en el transporte



idnico mediante un mecanismo tipo “ratchet”, que le permite a la H'/K" ATPasa bombear
en contra del gradiente alto de protones.”'

Tanto la subunidad o como la B, comparten un grado significativo de homologia con
Na'/K® ATPasa.”** Esta relacién con otras ATPasas tipo P2 ha sido explotada
ampliamente en el modelado de la H'/K" ATPasa tomando como modelo la estructura
cristalina de la Ca** ATPasa, la cual ha sido obtenida en varios estados
conformacionales.****°

2.3. Inhibidores y antagonistas de la bomba de protones.

Se han desarrollado dos clases de farmacos que se unen especificamente a la cara
superficial de la H'/K" ATPasa en su conformacion E2. La primer clase corresponde a los
inhibidores de la bomba de protones, que se encuentra actualmente en el mercado. Esta
clase de farmacos corresponden a piridinilmetilsulfinilbenzimidazoles, por ejemplo: el
lansoprazol, omeprazol y pantoprazol. Estos compuestos son profairmacos que se acumulan
en el espacio &cido del canaliculo secretor y, posteriormente, se activan gracias a las
condiciones acidas para formar sus respectivos intermediarios catidonicos tiofilicos. Tales
intermediarios pueden reaccionar con uno o mas sulfidrilos de cisteinas en la superficie
luminal de la bomba para formar enlaces disulfuro, lo cual estabiliza a la enzima en su
conformacion E2. */

La otra familia de farmacos corresponde a los antagonistas de la bomba de protones
(APA acid pump antagonist) como el SCH28080, que actualmente se encuentra en
desarrollo. Estas moléculas son inhibidores competitivos del K™ con una estructura base -
imidazo[1,2-a] piridina. **%

Después del descubrimiento del SCH28080, se han desarrollado numerosos analogos
basandose en su estructura plana. Sin embargo, han carecido de eficacia en su uso clinico
debido a una corta duracion en la inhibicién de la secrecion de acido, o a efectos adversos
como hepatotoxicidad o el bloqueo del canal de K tipo hERG.™

Los PPIs estan constituidos quimicamente por dos partes heterociclicas, una parte
corresponde a un anillo de piridina y la otra es un bencimidazol o una imidazo-piridina.
Estas dos partes heterociclicas estan unidas a través de un grupo metilsulfinilo (-CH,SO-).

El timoprazol fue el primer compuesto que inhibid la secrecion de 4cido gastrico en
modelos in vitro, asi como en glandulas géstricas de conejo in vivo, independientemente de
la naturaleza de la estimulacion de la bomba de protones. El pKa del anillo de piridina en
el timoprazol es ~3.0, lo que le permite una acumulacion selectiva en el espacio acido de la
célula parietal.’' Este compuesto fue descubierto en 1975 por la compaiiia farmacéutica
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suiza Hassle AB, por serendipia, en la bisqueda de algiin farmaco 1til en el tratamiento de
la enfermedad de la ulcera péptica. Su mecanismo de accidon no se conocia, pero produjo
tirotoxicidad y timotoxicidad en ratas.’” Posteriormente, se encontrd que, en ausencia de
secrecion de dcido de la bomba de protones, el compuesto era inactivo, al igual que su
sucesor el picoprazol, sintetizado en 1977. Sin embargo, cuando el transporte acido de la
bomba de protones estaba presente, ambos compuestos inhibieron la secreciéon de acido
gastrico, después de la fase lag.”® Posteriormente, al examinar las estructuras de los
compuestos y las caracteristicas de su efecto inhibidor de la bomba de protones, se dedujo
que ambos compuestos eran profirmacos activados en condiciones acidas.™

En 1989 fue comercializado el omeprazol y se convirtié en el primer farmaco inhibidor
de la H /K" ATPasa gastrica. El omeprazol (Losec’) fue seguido por el lansoprazol
(Prevacid’), pantoprazol (Protonix'), rabeprazol (Aciphex’) vy, finalmente, por el
enantiomero S del omeprazol (Nexium'). Toda esta familia de farmacos inhiben
covalentemente a la H'/K' ATPasa gastrica y su efecto es mayor del esperado por sus
niveles en sangre™ . La estructura de algunos prazoles se muestra en la figura 4.

FaHCO N O
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= S N= \_Q
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Ohe
CF3
¢ >
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] %S N=
|,...- =85 N= C[‘i&-s N= H \ /CHa
N © N ©
H H HEC DCH:.‘
Lansoprazol Rabeprazol Tenatoprazol

Figura 4. Estructura molecular de los prazoles.

Esta familia de farmacos es, actualmente, la alternativa terapéutica de mayor uso para las
enfermedades relacionadas a la secrecion de acido gastrico. Los inhibidores de la bomba de
protones son activados en las condiciones acidas que estan presentes en el lumen de la
célula parietal. Una vez activos, modifican mediante un enlace disulfuro los residuos de
cisteinas localizados en la cara luminal de la bomba de protones, inhibiendo su actividad. *°

Las células parietales corresponden al tnico espacio corporal que tiene un pH < 4.0, lo
que permite una acumulacion selectiva de bases débiles. Los PPIs son bases débiles con un
pKa entre ~4.0 (omeprazol, lansoprazol, pantoprazol) y 5.0 (rabeprazol). Esta propiedad



hace que se acumulen en los canaliculos secretores de la célula parietal estimulada. Esta
concentracion selectiva dependiente de las condiciones acidas es la primera propiedad
importante de los PPIs que determina su indice terapéutico, pues provoca una
concentracion en la superficie luminal alrededor de 1000 veces mayor a la que hay en la
sangre. La segunda caracteristica importante de los PPIs para su accion terapéutica es la
conversion, dependiente de pH, del profirmaco acumulado a sus especies activas, que
corresponden a compuestos tiofilicos altamente reactivos. La protonacion de estos
compuestos es necesaria para su activacion y la posibilidad de que puedan formar enlaces
disulfuros con cisteinas de la bomba de protones.

La ruta de activacion quimica de los PPIs se muestra en la figura 5. En la parte superior
de esta figura se muestra la protonacion del anillo de piridina para dar lugar a Bz-PyH" vy,
en la segunda fila, se muestran las estructuras de la protonacion del anillo de bencimidazol
(BzH'-Py y BzH -PyH"). La forma diprotonada BzH -PyH" estd en equilibrio con la
estructura del bencimidazol protonado y la piridina desprotonada BzH -Py. Entre paréntesis
cuadrados se muestra el estado de transicion de la reaccion del C2 del bencimidazol
protonado con la fraccion desprotonada de la piridina que da como resultado un compuesto
espiro Al, que al rearreglarse da el 4cido sulfénico tetraciclico catidnico que, a su vez, en
solucion acuosa se deshidrata para formar la sulfenamida cationica.”’ Cualquiera de estas
dos ultimas especies catidonicas pueden reaccionar con la enzima para formar enlaces
disulfuros con una o mas cisteinas accesibles en la superficie luminal de la enzima.

Todos los PPIs reaccionan con la cisteina 813 en el asa que se encuentra entre el TMS y
TM6, mostrado en la figura 3, fijando la enzima en su conformacion E2. El omeprazol
reacciona con las cisteinas 813 y 892, siendo esta tltima periférica al dominio de transporte
ionico.” El lansoprazol con la cisteinas 813 y 321, que se encuentra en el vestibulo
luminal.*® Finalmente, el pantoprazol y tenatoprazol reaccionan con las cisteinas 813 y
8224 #1 42 13 reaccion con la cisteina 822 aporta una propiedad especial a la enzima
inhibida covalentemente, llamada irreversibilidad, ya que no es posible romper el enlace
disulfuro formado entre esta cisteina y el PPI, mediante el uso de agentes reductores in vitro
e in vivo. *?
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2.4. Métodos teoricos computacionales.

2.4.1. Métodos semiempiricos.*

Los métodos semiempiricos son aquellos que, a través de la conjuncion de la teoria y
datos experimentales determinados, permiten obtener expresiones aproximadas para reducir
el naimero de integrales a calcular dentro de un método auto-consistente.

Un ejemplo de este tipo de métodos es PM6, que permite describir la formacion de
enlaces covalentes, cambios en la estructura electronica de conférmeros, sistemas
moleculares complejos, efectos cooperativos, transferencia de carga y reacciones quimicas,
lo cual no es posible describir con mecénica molecular.

El método PM6 utiliza una base que desprecia la diferencial diatomica de traslape
(NDDO), e incorpora el término de interaccion diatdmica nicleo-nticleo Viotyuk y la
aproximacion de Thiell del orbital d. Esto ha permitido la parametrizacion de 80 elementos
y la reduccion de error en los principales grupos funcionales.

Las limitaciones de este método son que carece de la habilidad para describir con
exactitud interacciones no covalentes, particularmente la energia de dispersion y los enlaces
de hidrégeno.**

2.4.2. Funcionales de la densidad.

La teoria del funcional de la densidad (DFT, por sus siglas en inglés) es una de las
herramientas mas usadas actualmente dentro de la quimica computacional. La mayoria de
los funcionales estan parametrizados y ajustados a detalle, utilizando bases de datos
experimentales. Estas bases de datos incluyen, por ejemplo, energias de atomizacion,
potenciales de ionizacion, afinidades electronicas, energias de isomerizacion, termoquimica
de hidrocarburos, energias de enlaces de coordinacion, frecuencias vibracionales, distancias
de enlace, etc. Los funcionales M05-2X y MO06-2X tienen un buen desempefio en
aplicaciones de termoquimica, barreras energéticas, estados de transicion e interacciones no
covalente y fueron desarrollados por el grupo de investigacién de Donald Truhlar® en
2006, son de tipo meta-GGA y meta-GGA hibridos y han sido validados con datos
experimentales dando resultados muy satisfactorios en una amplia gama de problemas
quimicos. En la figura 6 se prueban 12 funcionales conocidos utilizando tres bases de
datos: TC177, DBH76 y NCIE53.*° La primera consiste en datos experimentales
termoquimicos para 177 compuestos, la segunda se refiere a 76 barreras energéticas y la
tercera estd formada por 53 energias de interacciones no covalentes. Los funcionales mas
adecuados para termoquimica y barreras energéticas son el M06-2X, M05-2X y el BMK.
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Los mejores para interacciones no covalentes son el M05-2X y el M06. Un gran numero de
casos de estudio y ensayos a detalle sobre ventajas y desventajas de los funcionales de
Truhlar se pueden consultar en la referencia 46.
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Figura 6. Promedio del error para diferentes funcionales en tres bases de datos.*

2.4.3. Atomos en moléculas.

La teoria de &tomos en moléculas (AIM por sus siglas en inglés) fue desarrollada por el
profesor Richard Bader en la Universidad de McMaster, Canada.’” Ha sido utilizada
ampliamente para explicar muchos problemas quimicos. Esta teoria es una aplicacion de la
quimica cuantica para un atomo en una molécula, donde la densidad electronica p provee la
informacion necesaria para describir las propiedades de un a&tomo. AIM define a un 4&tomo
dentro de una molécula en el espacio real, lo que permite extraer informacion quimica.

La densidad electronica se obtiene a partir de la funcion de onda. En un arreglo de
nucleos atdmicos fijos, la probabilidad de encontrar uno de N electrones en el espacio esta
dada por:

Y x(Q)Y (Q)dq;dq... dqk... dgn  Ecuacion 1

donde qk son las cuatro coordenadas que describen al electron Kk, las tres coordenadas
espaciales, T« = (X, Yk, Zx) Y la coordenada de spin, ok (que puede ser +1/2 o -1/2), entonces
gk = (X% Yk Z ok). Se representan el total de la 4N coordenadas con Q, entones
Q =(qi1, q2, ..., qn). Siguiendo con esta notacion, el volumen se puede denotar como
dty = dxy dyk dzi, que expresa la probabilidad de encontrar una configuracion en la que cada
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electron estd en una posicion y spin determinado. Se puede simplificar esta idea sumando
todas las coordenadas de spin e integrando en todos menos un electron. No importa que
electron se deje fuera de la suma, pues todos los electrones son equivalentes. Por
conveniencia, usamos el electron 1 e integramos sobre todas las coordenadas de espin y las
espaciales del electron 2, del electron 3, hasta el electron N. La probabilidad de encontrar al
electron 1 dentro del volumen dr;, esta dada por:

[d /dT:f.-“/d’r_ﬁ-“l’*(_Q}‘l’{Q} dr:

donde Zspins es la suma de ambos spins de todos los electrones.

g l'f']&- .y
P Ecuacion 2

El total acumulado de la probabilidad de encontrar cualquiera de los N electrones en dt;
se obtiene multiplicando la Ecuacién 4 por N. Esta cantidad corresponde al total de la
probabilidad de encontrar carga electronica en dt;. El maximo valor que puede tener esta
cantidad es N. Para obtener la densidad de probabilidad por unidad de volumen y, con esto,
la densidad electronica p, se emplea:

p(r1) =N / dr [d’ra---/ drnU*(Q)¥(Q)

spins Ecuacion 3

que se puede escribir de manera mas concisa:

p(r)N / dr'U(Q)¥(Q)

Ecuacion 4

R
donde ! dr es la integracion de todas las coordenadas de espin y las coordenadas
espaciales de todos los electrones menos uno. La densidad electronica presenta propiedades
locales e integradas.

El Hessiano es la matriz de segundas derivadas de una funciéon con respecto a todas las
posibles combinaciones de coordenadas. Consideremos el Hessiano de la densidad
electronica, denotado por VVp y expresado explicitamente como se presenta en la figura 7:
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figura 7. Hessiano de la densidad electronica.

Esta matriz puede ser evaluada en cualquier punto del espacio pero nos enfocaremos en el
VVp evaluado en el punto critico de enlace BCP (por las siglas en inglés de bond critical
point). Cada elemento de la matriz se interpreta como una curvatura. Adicionalmente, los
valores de la matriz dependen de la eleccion del sistema de coordenadas (x,y,z). La
estructura intrinseca o el perfil de p no depende de la eleccion del sistema de coordenadas.
Para eliminar las arbitrariedades de la representacion del Hessiano nos enfocamos en los
valores propios y correspondientes vectores propios de VVp en un BCP determinado. Una
propiedad muy conocida establece que los valores propios son invariantes con respecto a la
rotacion y, por lo tanto, son ideales para revelar la estructura interna del Hessiano. La
ecuacion del valor propio tiene tres soluciones, cada una de las cuales satisface la siguiente
ecuacion matricial:

(VVp) ui= Aju; (i=1,2,3) Ecuacion 5
donde A; es el valor propio iésimo y u; es el vector propio correspondiente.

Los tres vectores propios son mutuamente ortogonales y coinciden con los llamados ejes
principales de la curvatura. El Hessiano es una matriz diagonal cuando se expresa con
respecto al sistema de ejes constituido por los ejes principales de la curvatura, por lo que
cada vector propio representa un eje y el correspondiente valor propio determina el perfil de
la densidad electronica a lo largo de ese eje. Por ejemplo, si uno de los vectores propios en
el punto critico de enlace est4 direccionado a lo largo de la ruta de enlace y su valor propio
asociado es positivo, esto implica que p es un minimo a lo largo de la direccion de la ruta
de enlace.

Los puntos criticos se clasifican de acuerdo a su espectro, el cual es el grupo de valores
propios de la matriz del Hessiano VVp. El numero de valores propios diferentes a cero y sus
signos asociados son suficientes para definir el tipo de punto critico. El rango de un punto
critico, denotado por I, es el numero de valores propios diferentes a cero del espectro. La
firma de un punto critico, denotado por S, es un niimero que registra los tres signos de los
valores propios del espectro. EI nimero -1 se asigna a un valor propio negativo y +1 a un
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positivo. Por ejemplo, en el punto critico de enlace, el Hessiano posee un valor propio
positivo y dos negativos y la marca es igual a (+1) + (-1) + (-1) = -1. El par ordenado de
valores que caracteriza un punto critico, rango y firma se expresan convenientemente como
(r,s), por lo que un punto critico de enlace tiene los valores (3, -1).

Segun la teoria &tomos en moléculas (AIM), dos dtomos estan enlazados si sus nicleos
estan vinculados a través de una ruta de enlace. Una ruta de enlace es una linea de
interaccidon atdmica en una molécula en una conformacion de minima energia. La coleccion
de rutas de enlace, junto con la de puntos criticos de una molécula se denomina grafica
molecular.

El punto critico de enlace (BCP), ver figura 8, es el punto de comunicacion entre dos
atomos, y los enlaces pueden ser caracterizados mediante propiedades evaluadas en tal
punto critico. Un criterio importante para detectar y caracterizar enlaces de hidrdégeno
segun la teoria AIM es que el valor de p en el BCP esté dentro del rango (0.002, 0.04) u.a.

P

Figura 8. Representacion de la estructura local del Hessiano en un BCP. Los dos vectores propios
u; y u, generan un plano en el cual el BCP es un maximo como est4 marcado por la densidad de los
puntos dispersados. Este plano es llamado un plano propio y es tangencial a la superficie
interatomica. El vector propio restante u; es tangencial a la ruta de enlace que comunica a los
nucleos A y B. El punto critico de enlace es un minimo en esta direccion como lo muestra su
posicion con respecto al eje p.

La acumulacion de carga entre los nucleos se incrementa con el orden de enlace. Un
orden de enlace N puede ser definido utilizando la siguiente ecuacion:

N = exp[A(rb — B)] Ecuacion 6
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donde A y B son constantes y esta expresion es util para alrededor de veinte distintos
enlaces CC. Una resolucion tipica da como resultado un orden de enlace de 1.6 para el
enlace CC en el benceno. Este resultado es un valor intermedio entre el valor de Lewis de
1.50 y el valor del orbital molecular de Huckel de 1.67.

2.4.4. Dinamica Molecular.

En simulaciones de dindmica molecular lo atomos de un biopolimero se mueven de
acuerdo a las ecuaciones de movimiento de Newton:

. d
ﬁ'lal”a = _ﬁUI()lzil(rls rla “e e rN)! o = 15 2 .. -N9

« Ecuacion 7

donde m, es la masa del atomo a, 1, es su posicion y Uiy €s la energia potencial total
que depende de todas las posiciones atdmicas y acopla el movimiento de los atomos. La
energia potencial, representada a través de los “campos de fuerza”, es la parte mas
importante de una simulacion de dindmica molecular, debido a que debe representar de
manera muy confiable la interaccion entre atomos, atin cuando es propuesta de una forma
simple mediante una funcidon matemadtica que puede ser calculada rapidamente.

Funciones de campo de fuerza.

Para todas las simulaciones de dinamica molecular, que consideran el movimiento de
cada uno de los atomos del sistema, se asume que cada dtomo experimenta una fuerza
especificada por un campo de fuerza modelo, que contiene todas las interacciones de ese
atomo con el resto del sistema. Actualmente, los campos de fuerza tienen una buena
relacion entre la exactitud y la eficiencia computacional. NAMD emplea una funcién de
energia potencial que posee las siguientes contribuciones:

Usotal = Uenlace T Uéngulo + Udiedro T Uvaw + Ucoutomb Ecuacion 8

Los primeros tres términos, del lado derecho de la ecuacion 10 describen las interacciones
de alargamiento, doblamiento y torsion de enlace.

1 2
Uenlace: Z kien aee (ri'rOi) )

enlace i .,
Ecuacion 9

Uénguloz 2 kiéngulo (GI - 00i)2 )

angulo i .,
& Ecuacion 10
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Z k1 [1 + cos(mid; — yf)] n; 70
U diedro — k; diedro (0; ’\/r) n=
diedro i Ecuacion 11

donde enlace cuantifica cada enlace covalente en el sistema, angulo son los angulos entre
cada par de enlaces covalentes que comparten un solo atomo en el vértice, y diedro describe
los pares de 4tomos separados por exactamente tres enlaces covalentes con el enlace central
sujeto al angulo de torsion ¢. Los Gltimos dos términos en el lado derecho de la ecuacion
10 describen las interacciones entre pares de atomos no enlazados y estan dados por:

- - = I {J-
Usgw = \_\. l de; [_ - (_’
i i Ecuacion 12
Uo =N _949
Coulomb e 47]'8[]" 7

i =i *  Ecuacion 13

los cuales corresponden a interacciones de van der Waals (aproximadas mediante el
potencial de Lennard-Jones) e interacciones electrostaticas.

Adicionalmente al potencial descrito mediante el campo de fuerza, NAMD también
permite aplicar fuerzas externas al sistema. Estas fuerzas pueden ser utilizadas para guiar al
sistema a configuraciones de interés. Los pardmetros para las interacciones dadas en las
ecuaciones 13 a 15 estan especificados en los archivos de parametros de los campos de
fuerza para cada atomo en un ambiente molecular determinado. La determinacion de esos
parametros es una tarea que se lleva a cabo generalmente a través de una combinacion de
técnicas empiricas con base en datos experimentales y calculos mecanocuanticos.”® *° *°
Posteriormente, el campo de fuerza es probado en su capacidad para reproducir la
estructura, dindmica y propiedades termodinamicas de moléculas pequenas que han sido
bien caracterizadas experimentalmente. NAMD es capaz de utilizar parametrizaciones de
los campos de fuerza CHARMM™® y AMBER.”!

Para evitar efectos de superficie en la frontera de los sistemas simulados, se utilizan a
menudo condiciones de frontera periddicas, donde las particulas estan contenidas en una
celda que es replicada infinitamente mediante traspasos peridodicos. Una particula que
abandona la celda de un lado es reemplazada mediante una copia que entra al sistema del
lado opuesto y cada particula es sometida al potencial debido a las particulas, incluyendo
las celdas circundantes, por lo que se eliminan completamente los efectos de superficie,
mas no los efectos de tamafio finito. Debido a que cada celda es una copia idéntica a las
demas, todas las particulas se mueven juntas y necesitan ser representadas so6lo una vez
dentro del codigo de dinamica molecular.
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2.5. Metodologias de analisis de dinamicas moleculares.

.. 2 . . .
RMSD (root-mean-square dev1at10n)5 : Es una herramienta que compara cuantitativamente
estructuras proteicas tridimensionales. Es una medida de la similitud de dos geometrias
distintas de una proteina, que se define como:

RMSD =

Ecuacion 14

donde d es la distancia entre cada uno de los n pares de atomos equivalentes en dos
estructura superpuestas. El valor de este sera de 0 cuando se presenten estructuras idénticas
por consiguiente el valor de este ird incrementando a medida que las dos estructuras sean
mas distintas entres si. Los valores de RMSD son considerados indicadores importantes de
variabilidad cuando son comparados para proteinas muy similares, como podrian serlo
conformaciones alternativas de una misma proteina. A partir de lo anterior es evidente que
la comparacion de valores de RMSD para proteinas con diferentes tamafios no tiene un
significado claro, ya que el valor depende de los atomos involucrados en el alineamiento
estructural.

RMSF (root- mean-square fluctuation)™: Es uno de los parametros de similitud dindmica
mas usado en residuos alineados, contiene informacion de las amplitudes de fluctuacion de
un conjunto de atomos definido, como carbonos a. Se calcula de la siguiente forma:

r 1/2
1 2
RMSF, = | Z| e () —
tj=1
Ecuacion 15

donde T es el tiempo a lo largo del cual se quiere promediar y ri' corresponde a la posicion
de referencia de la particula i. Por lo regular, la posicion de referencia es la posicion
promedio de la misma particula.

Radio de giro: Es una medida de lo compacto de una estructura. Se calcula de la siguiente
manera:

9 2
2irim;

R = |/——
g xim;

Ecuacion 16
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donde m; y r; son la masa y la posicion del atomo i con respecto al centro de masa de la
molécula.

ANOLEA>* (Atomic Non-Local Enviroment Assessment) es un programa que realiza
calculos de energia de cadenas proteicas, evaluando el ambiente no local (NLE por sus
siglas en inglés) de cada atomo pesado en la molécula. La energia de cada interaccion por
pares en este ambiente no local, se toma de un potencial de fuerza medio, que se ha
obtenido de una base de datos de 147 cadenas de proteinas no redundantes con una
identidad de secuencia por debajo de 25% y resueltas mediante critalografia de rayos X con
una resolucion menor a 3 A. ANOLEA es utilizado para evaluar la calidad de plegamiento
de los modelos proteicos. El eje “y”, de la grafica que se obtiene, representa la energia de
cada aminoacido de la cadena proteica. Los valores negativos representan energias
favorables del medio, mientras que valores positivos, energias no favorables del medio para
un aminodacido determinado.

D-fire’® es un potencial estadistico, de tipo all-atom, basado en un estado de referencia de
gas ideal finito. Se utiliza para evaluar interacciones atdmicas de no enlace de un modelo
proteico. Se obtiene una pseudo energia del modelo completo, que refleja su calidad y que
puede ser utilizada para clasificar predicciones alternativas de una misma proteina. Una
menor energia indica que un modelo esta cercano a la conformacion nativa de la proteina.

Procheck™ es un grupo de programas que determina la calidad estereoquimica de una
estructura proteica determinada. Su finalidad es evaluar que tan normal o inusual es la
geometria de los residuos en una estructura proteica, en comparacidon a parametros
estereoquimicos derivados de estructuras de alta resolucion.

QMEAN es una herramienta de evaluacion estructural de proteinas, que se utiliza para la
estimacion global de la calidad de un modelo completo y para el analisis local por residuo
de diferentes regiones dentro de un modelo proteico. La funcion de evaluacion global
QMEANG6"’ consiste en la combinacion lineal de seis descriptores estructurales que utilizan
potenciales estadisticos, que evalian si un modelo tiene un plegamiento correcto. La
geometria local es analizada mediante potenciales de angulo de torsion de tres residuos
consecutivos: se usan dos potenciales de interaccion dependientes de distancia para evaluar
interacciones de largo alcance. El primero es una implementacion, a nivel residuo, basada
en los 4tomos de carbono de tipo beta y el segundo es un potencial all-atom que evalia mas
detalles del modelo. El potencial de solvatacion investiga el grado de exposicion de los
residuos. Dos términos adicionales describen la concordancia de la estructura secundaria
predicha por la secuencia y la estructura secundaria calculada, ademds de la accesibilidad
del disolvente del modelo. Los rangos de la calidad estimada estan entre 0 y 1 con valores
altos para los mejores modelos.
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Adicionalmente a los valores antes mencionados, QMEANG6 proporciona los valores Z
compuestos, asi como todos los términos que relacionan la calidad estimada con el puntaje
obtenido para estructuras de referencia de alta resolucion resueltas experimentalmente por
cristalografia de rayos X. El puntaje Z-score representa una medida de la calidad absoluta
de un modelo, proporcionando un estimado del grado de pertenencia de las caracteristicas
estructurales observadas en un modelo, describiendo la probabilidad de que un
determinado modelo sea de calidad comparable a estructuras experimentales. Los modelos
de baja calidad poseen valores de Z-score muy negativos. El analisis de los valores de Z-
score de términos individuales puede ayudar a identificar las caracteristicas geométricas
responsables del un valor de Z-score negativo. Los valores promedio de Z de QMEAN son
-0.58 para estructuras obtenidas mediante difraccion de rayos X, -1.19 para RMN y -2.00
para microscopia electronica. Sin embargo, existen valores de Z de QMEAN menores a -5
para cadenas de proteinas resueltas por cristalografia de rayos X, donde la mayoria
corresponden a proteinas transmembranales o ribosomales.

2.6. Modelado de proteinas por homologia.

El modelado de proteinas por homologia es una herramienta computacional que se utiliza
para predecir modelos de estructuras tridimensionales de proteinas, para obtener
informacion sobre la estructura y funcion de éstas. Dentro de las estrategias para la
prediccion de estructuras se encuentran las siguientes:

El modelado de novo, que consiste en simular el plegamiento de una secuencia de
aminodacidos a partir del uso de métodos estadisticos que predicen las conformaciones que
pueden adoptar los residuos en una secuencia.

El modelo comparativo, que genera modelos a partir de estructuras resueltas
experimentalmente, las cuales se utilizan como molde para predecir el plegamiento de una
secuencia problema, basandose en el principio de que secuencias similares presentaran
estructuras tridimensionales similares.”® *° El procedimiento del modelado por homologia
consiste de manera general en los siguientes pasos:

- Tener una secuencia de aminoacidos problema.

- Identificacion de una(s) estructura(s) tridimensional(es) conocida(s) relacionada a la
secuencia problema para que sirva(n) como molde(s).

- Alineamiento de las secuencias problema y del molde.

- Construccion del modelo (backbone, asas, cadenas laterales) en base al alineamiento
y la estructura del templete.

- Refinamiento.

- Evaluacion y validacion del modelo generado.

21



3. Planteamiento del problema.

Este trabajo de tesis esta motivado por dos situaciones:

1.

El mecanismo reportado de activacion farmacoldgica de los prazoles solamente esta
basado en suposiciones y no hay evidencia experimental del compuesto espiro.

A la fecha no hay un cristal de la H'/K" ATPasa, que sirva como modelo para
disefiar farmacos que ayuden a regular la secrecion de acido gastrico, ni que
explique los cambios estructurales en la bomba de protones gastrica humana,
debidos a la presencia de enlaces disulfuro de un prazol con las cisteinas 813 o 822.

Debido a los dos puntos anteriores, en esta tesis se busca responder a las siguientes

preguntas:

» (Cual es el mecanismo detallado de transformacion profarmaco-farmaco de los
prazoles?

» (Como se lleva a cabo la formacion del complejo, formado por una cisteina y la
especie activa de los prazoles?

> (Qué caracteristicas debe tener un modelo confiable de la H'/K" ATPasa gastrica
humana, para el disefio de farmacos?

» (Cuales son los efectos globales y locales que los enlaces disulfuro entre el

producto de la transposicion de Smile del timoprazol con las cisteinas 813 y 822
producen en la estructura de la H' /K" ATPasa gastrica humana?

4. Hipotesis.

El efecto farmacolégico de los prazoles depende de tres factores: el proceso de
bioactivacion en medio acido de los profarmacos, la formacion del enlace disulfuro entre la

especie reactiva de cada prazol con las cisteinas 813 o 822 y, finalmente, el efecto que
ejerce el enlace disulfuro prazol-cisteina en la estructura de la H'/K" ATPasa.

5. Objetivos.

5.1. Mecanismo de activacion de los prazoles:

- Determinar in silico el mecanismo de activacion profarmaco-farmaco de los prazoles
reportados en la literatura.
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5.2. Formacion del enlace disulfuro entre la forma activa del timoprazol y una
cisteina:

- Determinar los factores involucrados en la formacion del enlace disulfuro entre un prazol
y una cisteina.

5.3. Modelado y dinamicas moleculares de la H'/K" ATPasa gastrica humana:

- Modelar la estructura tridimensional de la H'/K" ATPasa gastrica humana y del complejo
timoprazol-bomba de protones en las posiciones 813 y 822 y establecer el efecto de dichos
complejos sobre la estructura de la proteina.

Objetivos particulares:

- Insertar el modelo de la bomba de protones gastrica humana en una bicapa de
fosfolipidos, solvatar y neutralizar el sistema completo y realizar una dindmica
molecular.

- Sustituir la cisteinas 813 y 822, por separado, de la subunidad o de la bomba de
protones gastrica humana, por un enlace disulfuro entre la cisteina correspondiente con
la molécula del activa del timoprazol, para determinar los efectos globales en la
proteina debidos a la presencia del timoprazol en estas posiciones.

5.4. Estudio de los sitios reactivos de timoprazol en los sistemas 815 y 824:

- Definir las interacciones entre el complejo covalente timoprazol-cisteina 815 y 824 con
sus residuos cercanos en la H'/K™ ATPasa gastrica humana.

- Determinar los cambios estructurales en las subunidades o y B, de la H/K" ATPasa
gastrica humana, debidos a la modificacion de las cisteinas 815 y 824.

6. Metodologia:

6.1. Mecanismo de activacion de los prazoles.

- Se determinaron los puntos de equilibrio estables (reactivos, productos e intermediarios) e
inestables (estados de transicion), con el programa GAUSSIAN 09% para elaborar el perfil
energético del mecanismo de activacion profarmaco-firmaco de cada estructura del
mecanismo de reaccion reportado.

23



- Se realiz6 un andlisis conformacional para encontrar la conformacion reactiva de cada
prazol reportado en la literatura.

- La busqueda de puntos de equilibrio estables e inestables se llevo a cabo utilizando el
funcional M06-2x y la base 6-31++G(d,p).*

- Los minimos en la superficie potencial y los estados de transicion fueron confirmados
mediante un analisis de frecuencias a 298.15 K. Los intermediarios relacionados con un
estado de transicion se confirmaron mediante calculos de coordenadas de reaccion
intrinseca

- Se incorporo el efecto de disolvente acuoso mediante la variante del formalismo de la
ecuacion integral del modelo de disolvente continuo polarizable utilizando el radio por
defecto y el agua como disolvente. °'

6.2. Formacion del enlace disulfuro entre la forma activa del timoprazol y una
cisteina.

- Se determinaron los puntos de equilibrio estables (reactivos, productos e intermediarios) e
inestables (estados de transicion) para elaborar el perfil energético del mecanismo de
formacion del enlace disulfuro entre una cisteina y el timoprazol.

- La busqueda de puntos de equilibrio estables e inestables se llevo a cabo utilizando el
método PM6*,

- Los minimos en la superficie potencial y los estados de transicion fueron confirmados
mediante un analisis de frecuencias a 298.15 K. Los intermediarios relacionados con un
estado de transicion se confirmaron mediante calculos de coordenadas de reaccion
intrinseca

6.3. Modelado y dinAmicas moleculares de la H'/K" ATPasa gastrica humana.

1.- Se obtuvieron las secuencias de aminoacidos de la subunidades o y B de la H/K"
ATPasa gastrica humana de la base de datos del National Center for Biotechnology
Information (NCBI)®?, con la clave de acceso 1905895 para la subunidad o de 1035

residuos y la clave 4557339 para la subunidad 3 de 291 residuos.

2.- Se realizé una revision bibliografica para determinar el mejor molde para hacer el
modelado por homologia de la H'/K" ATPasa gastrica humana y se encontrd, en el Protein
Data Bank (PDB), el cristal de la Na'/K™ ATPasa de cerdo con una resolucion de 3.5 A en
el archivo 3KDP. A partir del archivo anterior, se obtuvieron las secuencias de aminoacidos
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de las subunidades a (998 residuos) y B (286 residuos) y se realizd en la pagina electronica
de Clustal W, el alineamiento de las secuencias de aminoacidos de ambas subunidades de
la H'/K" ATPasa gastrica humana con las subunidades respectivas de la Na'/K~ ATPasa de
cerdo, con una matriz de identidad porcentual obtenida del programa Clustal 12.1.%

3.- A partir de la secuencia de aminoacidos de la H'/K" ATPasa gastrica humana y el molde
3KDP de la Na'/K" ATPasa de cerdo, se modelé la estructura tridimensional de la bomba
de protones humana con el programa Modeller 9v10.®* Posteriormente, con el mismo
programa, se optimiz6 el modelo con el mejor puntaje en el refinamiento de asas.

4.- El modelo proteico fue modificado con el programa VMD, adicionandole protones,
insertandolo en una membrana de lipidos tipo POPC (1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-
fosfocolina), con una dimension de 120 x 120 A en los ejes x y y respectivamente. Se
solvaté con moléculas de agua tipo TIP3 y se adicionaron iones CI' y Na' para neutralizar
el sistema y fijar una concentracion de 0.15 M. Se utiliz6 el campo de fuerza CHARMM?27
para obtener los pardmetros geométricos correspondientes de todo el sistema, que abarca: la
proteina, lipidos, i6nes y moléculas de agua.

5.- La estructura tridimensional del modelo fue validada con las herramientas ANOLEA,
QMEAN, D-fire y con el grafico de Ramachandran.

6.- El modelo fue sometido a simulaciones de dindmica molecular utilizando el programa
NAMD 2.6.° La simulacion de dinamica molecular se realizo durante 50 ns. Ver anexo 1
para los detalles del archivo de entrada para la dindamica molecular de equilibracion.

7.- Se realizo un analisis de las dindmicas moleculares con el programa Carma®, para
obtener los valores de RMSD, RMSF y radio de giro y, estudiar los movimientos
estructurales del modelo y su grado de expansion.

- Se crearon los sistemas 815 y 824 donde se modificaron las cisteina 815 y 824 del
sistema silvestre, correspondientes a las cisteinas 813 y 822 reportadas en la literatura, por
un enlace disulfuro de una cisteina con la molécula del timoprazol, para lo cual fue
necesario construir el residuo CYT, que consistid en la molécula de una cisteina enlazada
covalentemente a la molécula activa del timoprazol. Se obtuvieron los parametros
necesarios en la pagina de SwissParam,®’ para su insercién en la bomba de protones
humana, sustituyendo la cisteina correspondiente, como se ilustra en la figura 9.

- Los pardmetros geométricos de enlaces, angulos y angulos diedros de los 4atomos del
residuo CYT se compararon con los equivalentes, obtenidos en un cristal corrspondiente al
enlace disulfuro del producto de la transposicion de Smiles del omeprazol con B-
mercaptoetanol y se realizé un analisis de ¥ para establecer la similitud de los parametros.
Esto se describe a detalle en el anexo 2.
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Figura 9. Residuo CYT, que consiste en una cisteina enlazada covalentemente con el producto de
transposicion de Smiles del timoprazol mediante un enlace disulfuro.

6.4. Estudio de los sitios reactivos de timoprazol en los sistemas 815 y 824.

- Se obtuvieron las estructuras representativas de los ultimos 5 ns de simulacién de los
sistemas 815 y 824 con el programa Chimera 1.6.°®

- Se hizo un recorte de los residuos mas cercanos al aminoacido CYT en la posicion 815 y
824 con el programa Discovery Studio 3.1.%

- A los recortes anteriores de cada sistema se les adicionaron hidrogenos en las posiciones

de los residuos truncados con el programa GaussView y se realizé un célculo single point
con el programa GAUSSIAN 09 (Gaussian, Inc., Wallingford, CT)®.

- Se obtuvieron los puntos criticos de enlace con el programa AIMStudio,”’ de las
interacciones interatomicas mas importantes del residuo CYT con sus residuos circundantes
en las posiciones 815 y 824.

- Se midieron las distancias de cada interaccion determinada en el punto anterior a lo largo
de los 50 ns de simulacion para los sistemas 815 y 824 con el programa Carma.®’
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7. Resultados y analisis de resultados.

7.1. Mecanismo de activacion de los prazoles.

La figura 10 presenta la estructura base de los prazoles estudiados.

H1 ‘-‘.\ N3 XO Hd H5
Y f‘r
C,—S —
— / \
R R N C11—Cya Re
2 3 H L\ /
Nis
Compuesto Nomblje R, R, R; Ry Rs R¢
comercial

1 Timoprazol -H -H =CH -H -H -H
2 Lansoprazol -H -H =CH -CH; -OCH,CF; -H
3 Omeprazol -H -OCH; =CH -CH; -OCH; -CH;
4 Pantoprazol -H -OCF; =CH -OCH; -OCH; -H
5 Picoprazol -CH; -COOCH,CH; =CH -CHj; -H -H
6 Rabeprazol -H -H =CH -CH; -OCH,CH,CH,0CH; -H
7 Tenatoprazol -H -OCH; -N -CH; -OCH; -CH;
8 -H -H =CH -H -NO, -H
9 -H -H =CH -H -OH -H
10 -NO, -H =CH -H -H -H
11 -H -H =CH-NO, -H -H -H
12 -NO, -H =CH-NO, -H -H -H
13 -NO, -H =CH-NO, -H -OH -H
14 -NO, -H =CH-NO, -H -OCH; -H
15 -CF,H -H =CH -H -H -H
16 -H -H =C-CF,H -H -H -H
17 -CF,H -H =C-CF,H -H -H -H

Figura 10. Estructura del timoprazol y sus analogos.

El mecanismo de activacion de los prazoles que se estudid se presenta en la figura 11 y
se lleva a cabo mediante una transposicion de Smiles.”' "> > 7 La transposicion de Smiles
involucra la sustitucion de un heterodtomo, via una adicidn intramolecular y una
eliminacioén, donde los grupos salientes en el segmento areno pueden ser O, S, SO o SO, o
cualquier sustituyente capaz de remover la carga del grupo areno. Los nuledfilos pueden ser
OH, SH, SO;H, NH; o el grupo NHacilo. La transposicion de Smiles es catalizada
normalmente en condiciones basicas pero también se han reportado en condiciones acidas
con calor””. Los 4tomos puente entre los grupos salientes y nucleéfilos pueden ser saturados

o estar incorporados a un anillo aromatico.
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Figura 11. Mecanismo de activacion de los prazoles.

A un pH < 2 existen tres equilibrios acido-base entre los tres estados de protonacion
posibles de los prazoles: protonacion del nitrogeno piridinico, del nitrégeno
bencimidazolico, o ambas protonaciones. Una concentracion pequefia del bencimidazol
protonado permite que tenga lugar la transposicion de Smiles debido al incremento en la
electrofilicidad del 4&tomo de carbono 2 (C2 en la figura 10) del anillo de bencimidazol.
Asi, el atomo de nitrégeno piridinico realiza un ataque nucleofilico sobre el C2 formando
una estructura espiro triciclica. Una eliminacion posterior genera el acido sulfénico
correspondiente, que se transforma a una sulfenamida mediante una deshidratacion, como
se muestra en la figura 11. Tanto el &cido sulfénico, como la sulfenamida son especies
tiofilicas capaces de reaccionar con la enzima formando un enlace disulfuro con cisteina
especificas.”

La rapidez de conversion de los prazoles en su forma de acidos sulfénicos depende
directamente de la basicidad de su nitrogeno bencimidazélico,”” lo cual determina la
reactividad electrofilica del C2. En el proceso de activacion, la concentracion de prazol
disminuye siguiendo una cinética de primer orden. También, se ha reportado que la rapidez
en que el 4cido sulfénico de los prazoles forma el enlace disulfuro estd en funcion de la
electrofilicidad del 4tomo de azufre.”
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7.1.1. Analisis conformacional del timoprazol.

El andlisis conformacional del timoprazol se realiz6 considerando los angulos diedros de
la cadena que une al anillo de piridina con el bencimidazol protonado del prazol. Se
obtuvieron cinco geometrias conformacionales y sus respectivos estados de transicion.

La figura 12 presenta los isomeros conformacionales estables y estados de transicion del
timoprazol.

cl Ts(cl-c2) c2

A

c4 Ts(c4-c5) c5

Figura 12. Conférmeros estables del timoprazol y estados de transicion correspondientes.

La tabla 1y la figura 13 muestran las diferencias de energia total, energia libre de Gibbs
y entalpia para los conférmeros del timoprazol obtenidas
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Tabla 1. Diferencias de energia electronica, energia libre de Gibbs y entalpia de los conférmeros y

estados de transicion involucrados en el proceso de activacion del timoprazol en Kcal/mol. Las
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Figura 13. Perfil energético del analisis conformacional del timoprazol. Las lineas azules

energias estan referidas a C1 de la figura 14.

Estructura AE AH AG
cl 0.00 0.00 0.00
TS (c1-c2) 5.04 4.71 6.66
c2 1.20 0.91 1.59
TS (c2-¢3) 5.12 4.60 6.37
c3 0.98 1.19 1.10
TS (c3-c4) 7.25 7.02 8.03
c4 5.38 5.66 4.72
TS (c4-c5) 5.98 5.74 6.69
c5 4.48 4.69 3.77
TS (c5-cl) 6.83 6.46 7.41
c3 0.98 1.19 1.10
TS (¢3-S) 11.76 10.65 12.18
S 6.14 6.11 7.55
TS (S-SA) 13.10 10.79 13.01
SA -9.99 -9.46 -9.44
ool
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Lo . |' | — \ f
[— ,‘,'_"1:- | - | !
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' c2 c3

c1

corresponden a la energia electronica, las rojas a la energia libre de Gibbs y las verdes, a la entalpia.
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El conféormero mas estable es ¢l y se tomd como referencia para las diferencias
energéticas. El conférmero ¢l presenta el anillo de piridina en posicion antiperiplanar al
enlace S-O, con un angulo diedro de 193.6°. Una rotacion de 171.1° a lo largo del enlace S-
O genera un conférmero 1.59 Kcal/mol menos estable, el ¢2. La barrera energética entre cl
y ¢2 es de 6.66 Kcal/mol. ¢3 es menos estable en 1.10 Kcal/mol que c1. ¢3 posee el N15 del
anillo de piridina dirigido hacia el carbono 2 del bencimidazol y se obtiene con una energia
de activacion ¢2-¢3 de 6.37 Kcal/mol. El estado de transicion correspondiente muestra una
reduccion de 114° en el angulo diedro a lo largo del enlace C2-S10, seguido de una
reduccion de 5.8° del angulo diedro a lo largo del enlace C11-C14. Una rotacion a lo largo
del enlace S10-C11 de 119.7° da como resultado ¢4, un conféormero extendido, 4.72
Kcal/mol menos estable que cl1, tras superar una barrera energética ¢3-c4 de 8.03 Kcal/mol.
Una rotacion a lo largo del enlace C11-C14 de 40.8° da ¢5, mas estable que ¢4 por 0.95
Kcal/mol. Oshishi et al (1989), Swamy y Ravikumar (2007) encontraron que ¢4 es el
conféormero preferido del omeprazol neutro y de la sulfona del lansoprazol en estado
s6lido.””*® Existen dos rutas posibles desde ¢l para llegar a la conformacion reactiva ¢3,
cl—c2—c3 y c1—c¢5—cd4—c3. El paso determinante de rapidez (RDS por sus siglas en
ingles), de la primer ruta es la barrera entre ¢l y ¢2, con AG=6.7 Kcal/mol, mientras que la
RDS de la segunda ruta es la barrera entre ¢l a ¢5, con AG=7.4 Kcal/mol, por lo que la
primera ruta es la mas probable.

La figura 14 muestra las graficas moleculares®'*** de los conformeros del timoprazol.
En ¢l y ¢2, es posible observar un enlace de hidrogeno N-H "N con una distancia H "N de
1.854 y 1.643 A, respectivamente. Esos enlaces de hidrégeno fueron caracterizados por un
punto critico de enlace.®

Las densidades electronicas en el BCP (H'N) son 0.0400 y 0.0722 u.a. para cl y ¢2
respectivamente. ¢2 es menos estable que ¢l debido a la orientacion de las concentraciones
de carga no enlazantes (NBCC por sus siglas en inglés) del atomo de azufre, como se
muestra en el laplaciano de la densidad electronica® en la figura 14. Un par libre de
electrones de atomos puede ser identificado con la NBCC como se define con el laplaciano
de la densidad electronica. En el caso de cl, el NBCC tiene la orientacion adecuada para
deslocalizarse con el anillo de bencimidazol, mientras que en ¢2 no lo esta. El valor de
NBCC es una manera Gtil de medir la deslocalizacion de un par de electrones libre™. El
valor del laplaciano de NBCC del azufre es 0.1817 y 0.1848 u.a. para ¢l y c2
respectivamente, donde un valor pequefio se asocia a una mayor deslocalizacion. La
deslocalizacion del par libre de electrones hacia el anillo de bencimidazol produce una
disminucion en la longitud del enlace C2-S10 de 0.087 A en ¢l. A partir del laplaciano de
3, es posible observar una interaccion de tipo donador-receptor entre el N15 del anillo de
piridina y el C2 del bencimidazol, con una distancia de 2.9 A y una ppe,= 0.0139 u.a. Esta
estructura ¢3 corresponde a la conformacion reactiva, que permite la transposicion de
Smiles. La conformacion ¢3 también presenta un enlace de hidrogeno entre el dtomo de
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hidrogeno del N1 protonado y el atomo de oxigeno del grupo S=O, con una distancia de
2.303 A y una ppep=0.018 u.a.

’

Figura 14. Graficas moleculares y mapas de contorno del laplaciano de la densidad electronica de
los conférmeros del timoprazol y orbitales HOMO y LUMO del conférmero c5.
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La grafica molecular de ¢5, de la figura 14, presenta una interaccion de tipo NS, con
una distancia N15-S10 de 2.819 A y una py,= 0.0244 u.a. Hayashi et al. (2008) habia
sugerido previamente la existencia de una interaccion NS en el rabeprazol neutro,
basandose en distancias cristalograficas®’. Estos autores sintetizaron varios derivados del
rabeprazol, que presentaron distancias NS de alrededor de 2.7 - 2.8 A. El mapa de
laplaciano de ¢5 en la figura 14 puede ayudar a entender la interaccion N''S. Alrededor del
nucleo de azufre, es posible observar una NBCC relacionada al par libre de electrones del
atomo de azufre y también una deficiencia de carga orientada hacia el NBCC del atomo de
nitrégeno del anillo de piridina. La interaccidon NS puede ser caracterizada como una de
tipo donador-receptor’™® donde el 4tomo de azufre es el receptor. Esta interaccion produce
un conformero extendido ligeramente mas estable que el otro conférmero lineal c¢4. En la
figura 14, también se muestra el orbital molecular relacionado a la interaccion N'S. En
resumen, el comportamiento conformacional del timoprazol puede ser explicado por la
presencia de enlaces de hidrogeno, efectos estereoelectronicos debido al par libre de
electrones de los 4&tomos de azufre e interacciones N "C y NS de tipo donador-receptor.

7.1.2. Transposicion de Smiles del timoprazol.

En la figura 15 se puede observar la transposicion de Smiles de los prazoles estudiados.

Figura 15. Transposicion de Smiles de los prazoles estudiados. La primer molécula corresponde a
la conformacion reactiva que, en condiciones acidas, da lugar al compuesto espiro y éste ultimo se
transforma al 4cido sulfénico correspondiente.

En la segunda parte de la tabla 1 y la figura 16 muestran el perfil energético de la
transposicion de Smiles del timoprazol, el cual inicia con el ataque nucleofilico del
nitrogeno del anillo de piridina sobre el C2 de bencimidazol en la conformacion ¢€3. Esta es
una reaccion endotérmica con una barrera energética de 12.18 Kcal/mol para dar un
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compuesto espiro, S, que se muestra en la figura 17. Del conférmero ¢3 al estado de
transicion TS(c3-S), la distancia N15-C2 se reduce a 1.91 A, 71.6% del cambio de distancia

en la reaccion de adicion. Después del estado de transicion, se observa una reduccion de 0.4
A para dar una distancia final de N15-C2 de 1.51 A en S.
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Figura 16. Perfil energético de la transposicion de Smiles en activacion profarmaco-farmaco del
timoprazol.
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Figura 17. Estructuras involucradas en la transposicion de Smiles del timoprazol.
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El segundo paso de la transposicion de Smiles es una reaccion concertada donde un
proton migra desde el N7 hacia el &tomo de O16, que va acompafiada del rompimiento del
enlace S10-C2 para producir el 4cido sulfénico, SA, una forma activa de los prazoles, como
se muestra en las figuras 16 y 17. El estado de transicién del paso concertado es de 5.46
Kcal/mol por encima del compuesto espiro S. El producto SA es 9.44 Kcal/mol més estable
que cl. La distancia S10-C2 se incrementa 1.81 A de S a SA, y el alargamiento en el estado
de transicion es de 0.361 A, 20% del cambio de distancia. En el TS(S-SA), las distancias
N-H y H-O estin relacionadas, mientras que la distancia N-H se incrementa 0.12 A
(13.96%), la distancia H-O disminuye 0.83 A (66.4%). En el mismo estado de transicion,
las distancia S-O y C-N solo cambian 0.06 A (38.21%) y 0.05 A (43.54 %),
respectivamente.

7.1.3. Analisis conformacional de los prazoles sustituidos.

El andlisis conformacional de los diecisiete prazoles estudiados (ver figura 10) se realiz6
en el mismo nivel de teoria, M06-2x y la base 6-31++G(d,p), encontrando los conférmeros de
cada uno, y etiquetandolos de la misma forma que se realizd con el timoprazol y se
presentan en la tabla 2.

Tabla 2. Diferencias de energia electronica y energia libre de Gibbs de los conférmeros de
los prazoles sustituidos, en Kcal/mol.

Estructura c2 c3 c4 c5

AE AG* AE AG® AE AG® AE AG®

1 1.20 1.59 0.98 1.10 5.38 4.72 4.48 3.77
2 1.53 1.43 1.00 2.06 5.33 5.83 4.03 4.99
3 1.37 1.27 0.80 1.07 543 4.30 4.03 4.45
4 1.19 0.70 1.49 2.09 5.22 5.00 4.98 5.15
5 1.07 1.18 0.62 0.63 5.20 6.41 3.76 3.21
6 * * 1.30 2.07 5.65 6.15 4.28 4.58
7 1.10 1.70 0.78 2.10 5.45 5.32 4.01 5.55
8 1.51 1.38 -0.16 0.75 4.26 3.56 3.51 2.75
9 1.13 1.56 1.26 243 5.79 5.52 4.84 4.72
10 * * 1.35 2.47 6.03 6.33 5.04 4.86
15 1.16 2.43 0.98 2.85 5.53 6.04 4.77 5.48
16 1.28 1.51 1.61 2.12 6.35 6.83 5.63 4.94
17 1.14 1.93 1.88 2.96 6.57 7.93 5.69 6.38

a. Calculada a 298.15 K
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En general, todos los prazoles tienen el mismo comportamiento del timoprazol y
presentan al conformero ¢l como el mas estable, excepto el prazol 8. Por otra parte, los
conformeros ¢2, ¢3, ¢4 y ¢5 son en promedio, 1.5, 1.9, 5.7 y 4.7 Kcal/mol menos estables
que cl, respectivamente. Los sustituyentes electroatractores en la parte del bencimidazol
desestabilizan la conformacion reactiva €3, mientras que el mismo tipo de sustituyentes en
el anillo de piridina la estabilizan.

Algunos prazoles presentan la migracion de un proton de la parte del bencimidazol hacia
el anillo de piridina. Los conférmeros ¢2 esperados para el rabeprazol (figura 18) y el
prazol 10 no se observaron debido a tal migracion. En el caso de los prazoles 11 a 14, ¢l y
¢2 convergieron en un solo conférmero con la piridina protonada. La migracion del proton
se observo con sustituyentes electroatractores fuertes en la parte del bencimidazol y/o con
grupos electrodonadores buenos en el anillo de piridina.
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Figura 18. Migracion del protdn del bencimidazol hacia el anillo de piridina del rabeprazol.

7.1.4. Transposicion de Smiles de los prazoles sustituidos.

Las tablas 3 y 4 presentan las diferencias de energia electronica, libre de Gibbs y entalpia
de cada barrera de la transposicion de Smiles de los prazoles sustituidos, con el conformero
c3 de referencia, debido a que el conformero mas estable no es el mismo para todos los
prazoles.
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Tabla 3. Diferencias de energia electronica, energia libre de Gibbs y entalpia de la barrera
¢3-S, en Kcal/mol y diferencias de poblaciones electronicas, en electrones, entre C2-N15 de
todos los prazoles estudiados.

Estructura AE AG AH AN(C2-N15)
1 10.8 11.1 9.5 3.417
2 9.7 9.2 8.3 3.429
3 10.8 11.4 9.7 3.429
4 9.6 9.4 8.2 3.426
5 8.6 9.5 7.5 3.430
6 10.1 9.4 8.5 3.434
7 10.4 10.3 9.3 3.420
8 15.2 14.2 13.5 3.386
9 10.2 10.4 8.9 3.420
10 7.6 8.3 6.5 3.429
11 7.6 8.2 6.5 3.424
12 5.0 6.7 4.0 3.441
13 4.5 5.8 3.8 3.447
14 4.6 5.6 3.5 3.446
15 9.8 10.1 8.6 3.420
16 9.4 10.4 8.3 3.420
17 8.3 9.2 7.3 3.424

Tabla 4. Diferencias de energia electronica, energia libre de Gibbs y entalpia de la barrera
S-SA, en Kcal/mol y poblaciones electronicas, en electrones, del atomo de azufre de todos
los prazoles estudiados.

Estructura AE AG AH N(S)
1 6.96 5.46 4.68 14.75
2 7.05 5.32 5.28 14.76
K] 6.71 6.04 4.57 14.77
4 6.79 5.14 4.36 14.76
5 7.77 6.52 5.17 14.74
7 6.65 5.56 4.38 14.76
8 7.43 5.88 4.99 14.73
9 6.60 5.01 4.37 14.77
10 8.02 5.64 5.16 14.73
11 8.13 6.79 5.53 14.72
12 8.84 6.77 5.90 14.70
13 8.75 6.74 5.94 14.71
14 8.69 7.05 5.92 14.71
15 7.28 5.82 4.81 14.75
16 7.48 6.08 4.92 14.74
17 7.83 6.09 5.17 14.73
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En general la primera barrera de la transposicion de Smiles es el paso determinante de la
reaccion, excepto para 12, 13 y 14, cuya segunda energia de activacion (Ea) es mayor que
la primera por 1.90, 2.14, y 2.42 Kcal/mol, respectivamente. Para 11 y 12, ambas Ea son
cercanas. Los cambios energéticos durante la reaccion de activacion estdn modulados por la
sustitucion de los anillos. Grupos electrodonadores en la piridina y grupos electroatractores
en el bencimidazol promueven el ataque de adicion de N15 a C2, mientras que grupos
electroatractores en la piridina y electrodonadores en el bencimidazol reducen la
posibilidad de ataque. Los prazoles comerciales tiene la primer Ea (¢3-S), reportada en la
tabla 3, cercana a 8.7 Kcal/mol, s6lo 0.8 Kcal/mol menor que la barrera del timoprazol. El
mayor valor de AH de ¢3-S lo tiene el compuesto 8, que posee al grupo —NO,, lo que
dificulta el ataque nucleofilico por 4.0 Kcal/mol, con respecto al compuestol. Los
compuestos 13 y 14, que poseen un grupo electrodonador —OR en el anillo de piridina y dos
grupos —NO; en el bencimidazol, presentan la menor Ea, 5.7 y 6.0 Kcal/mol menores que el
timoprazol, respectivamente. Es evidente que un grupo electrodonador en la piridina
disminuye la barrera en 0.58 Kcal/mol, mientras que un grupo electroactractor la
incrementa en 4.30 Kcal/mol. Un grupo —NO, en R; y R3 disminuye el AH(¢3-S) en 2.9
Kcal/mol, mientras que un grupo nitro en ambas posiciones da una barrera 5.5 Kcal/mol
menor que en el timoprazol; el efecto atractor del grupo —NO, en las posiciones R; y R3 no
es aditivo. En general, el compuesto espiro S es menos estable que ¢3 por 3.05 Kcal/mol,
excepto para las moléculas 10 a 14, donde el grupo nitro estabiliza el enlace C2-N15. En
promedio los prazoles 10-14 son 4.8 Kcal/mol mas estables que ¢3. En el caso de la
segunda barrera (S-SA), teniendo a S como referencia, las energias de activacion mas
grandes corresponden a los prazoles con grupos —NO; en el bencimidazol, mientras que las
barreras menores estan asociadas a los prazoles con un grupo —OR en la parte de la piridina,
como es el caso de los prazoles comerciales.

7.1.5. Correlaciones.

Menger et al. (2003) encontraron que las energias de activacion para cuatro
transposiciones de Smiles varian con la distancia al cuadrado entre los 4&tomos nucleofilicos
y electrofilicos.® En este caso, reportamos una relacion entre las poblaciones atomicas de
los 4tomos involucrados en la transposicion de Smiles y las barreras energéticas de
reaccion, como un indice de reactividad util para el ataque nucleofilico intramolecular en
prazoles. Es posible calcular la poblacion electronica de cada 4&tomo dentro de una region
definida por el gradiente de la densidad electrénica.” La diferencia entre la poblacién
electronica (AN) de un atomo nucledfilo (N15) y un 4tomo electrofilo (C2) se puede
relacionar con AE, AG y AH del primer paso de la transposicion de Smiles mediante las
ecuaciones:
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AE =-171.35 AN + 596.01 Ecuacion 17
AG =-138.76 AN +484.77 Ecuacion 18
AH =-160.53 AN + 557.72 Ecuacion 19

con R*=0.85. De las figuras 19 A y B, en la A se puede observar la tendencia de que un
AN pequefio da como resultado barreras mayores y viceversa, con un error de 1.26
Kcal/mol, mientras que en la figura B observa una mejor correlacion, con un error de 0.21
Kcal/mol. Los detalles de la regresion de ambas graficas se presentan en el anexo 3.
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Figura 19. (A) Correlacion entre la diferencia de poblacion electrénica AN=N(N15)-N(C2) con la
barrera energética del primer paso de la transposicion de Smiles. (B) Correlacion entre N(S) con la
barrera del segundo paso de la transposicion de Smiles. La energia y poblacion electronica se
reportan en Kcal/mol y electrones.

La poblacion electronica del atomo de azufre, N(S), puede ser relacionada con AE y AH
del segundo paso de la reaccion de activacion mediante las ecuaciones:

AE =-33.393 AN + 499.74 Ecuacion 20
AH = -22.203 AN +332.31 Ecuacion 21

con una R*=0.93. La presencia de grupos electrodonadores en el anillo de piridina provoca
distancias C2-S mayores, mayor N(S) y barreras pequeias.

Ife et al. (1970) encontraron que no existe una relacion simple entre la basicidad de la
piridina, estabilidad y actividad biologica in vivo.”' El grado de nucleofilicidad del 4tomo
de nitrégeno en la piridina, mas que su basicidad, denota la facilidad de la formacion
intermediaria del compuesto espiro. Por otro lado, Suschitzky y Wellsin (2005) reportaron
que la sustitucién en el anillo de bencimidazol no cambia la actividad en gran medida.
Ademads, la introduccion de sustituyentes electroatractores como —NO;, -SOMe y —CF3, que
poseen las barreras de activacion menores, provocan una disminuciéon en la potencia de

39



inhibicién de la bomba de protones.”” La biodisponibilidad esta determinada por la
transformacion quimica de prazol hacia el acido sulfénico, pero la inhibicién de la bomba
esta controlada por interacciones especificas entre la molécula activa y el medio que rodea
a la cisteina en la cual se enlaza.

7.2. Formacion del enlace disulfuro entre la forma activa del timoprazol y una cisteina.

Tomando en cuenta que los prazoles son activos en condiciones acidas, presentes en las
células parietales del estobmago (pH ~ 2), con la protonacion del nitrégeno del bencimidazol
fue posible encontrar la formacion de la sulfenamida, con su respectivo estado de transicion
con el método M06-2x 6-31++G(d,p) y el modelo de solvatacion iefpcm, ver figura 20. La
barrera del paso del dcido sulfénico hacia la sulfenamida es de 55.1 Kcal/mol. La formacion
de la sulfenamida obtenida se da mediante el ataque del par libre de electrones del
nitrogeno del bencimidazol sobre el 4&tomo de azufre, con la liberacion de una molécula de
agua de manera concertada. El valor de la barrera energética obtenida es demasiado grande
como para considerar factible la reaccion de esta manera y hace necesario considerar
efectos adicionales que la disminuya pudieran favorecerla en estudios posteriores.
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Figura 20. Estructuras del 4cido sulfénico, sulfenamida y el correspondiente estado de transicion
del timoprazol.

Por otra parte, Bayse (2011) utilizo la teoria del funcional de la densidad y el intercambio
de protones asistido por disolvente (SAPE, por sus siglas en inglés), para estudiar estados
de transicion del proceso de reduccion de cisteinas y la formacion de enlaces disulfuro’.
Bayse (2011) us6é como reactivos una cisteina y la forma de 4cido sulfénico de otra,
rodeadas de cuatro moléculas de agua, obteniendo un estado de transicidn con una barrera
energética de 12.5 Kcal/mol y como productos de la reaccion se generaron el enlace
disulfuro entre las dos cisteinas, mas una molécula de agua. En base a lo anterior, se
propusieron los sistemas que se presentan en la figura 21, para obtener la formacion del
enlace disulfuro entre una cisteina y el timoprazol en su forma de sulfenamida. Se calculd
una barrera energética de 3.4 Kcal/mol con el método PM6, por lo que la presencia
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explicita de moléculas de agua es necesaria para que se lleve a cabo la formacion del enlace
disulfuro entre la el timoprazol, en su forma de sulfenamida, con una molécula de cisteina.

>
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Figura 21. Fases de la formacion del enlace disulfuro entre una cisteina y el timoprazol. a)
Reactivos: cisteina, dos moléculas de agua y sulfenamida, b) Estado de transicidn, ¢) Productos:
Enlace disulfuro protonado entre la cisteina y el timoprazol y dos moléculas de agua. El método de
calculo utilizado fue PM6.

7.3. Modelado y dindmicas moleculares de la H'/K" ATPasa gastrica humana.

7.3.1. Modelado y dinimica molecular del sistema silvestre.

Se construyd un modelo tridimensional de la proteina H/K™ ATPasa géastrica humana
mediante la técnica de modelado por homologia. Se parti6 de la secuencia de aminoacidos
de la H/K" ATPasa gastrica humana y el molde 3KDP del Protein Data Bank, que
corresponde a un cristal de 3.5 A de resolucion, de la enzima Na'/K' ATPasa de cerdo,
homologa a la H' /K" ATPasa gastrica humana.

En la figura 22 se observan tres representaciones del modelo obtenido de la enzima
H'/K" ATPasa gastrica humana, constituida por subunidades o y B, insertadas en una
membrana lipidica, en un ambiente acuoso y neutro, que ahora en adelante denominaremos
“sistema silvestre”.
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b)

a)

Figura 22. Modelo tridimensional del sistema silvestre de la H/K™ ATPasa géstrica humana. Se
omiten las moléculas de agua y los iones Cl"y Na'. a) Proteina aislada. b) Vista lateral de la
proteina insertada en la membrana de fosfolipidos. ¢) Vista superior de la proteina insertada en la
membrana de fosfolipidos.

El alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la subunidad o de la Na'/K™ ATPasa
de cerdo con la secuencia de aminoacidos de la subunidad respectiva de la H'/K~ ATPasa
gastrica de humano, dio como resultado una matriz de porcentaje de identidad de 63.73%,
mientras que para la subunidad 3 fue de 27.27%.

A partir de la simulacion de 50 ns del sistema silvestre se realizd6 un andlisis de
trayectorias calculando el root mean square deviation (RMSD), root mean square
fluctuation (RMSF) y radio de giro (Rg) del esqueleto de la proteina, para estudiar los
movimientos estructurales del modelo proteico y su grado de expansion, obteniéndose lo
siguiente:

En la figura 23 se presentan los resultados del analisis de RMSD de las trayectorias de
las dindmicas moleculares del sistema silvestre, considerando el backbone de la proteina.
Como se puede observar, en la grafica de RMSD para la subunidad o, a partir de 20 ns
comienza un incremento en los valores de RMSD, que termina alrededor de los 40 ns,
cuando alcanza una tendencia de equilibrio con valores de ~8 A. Por otra parte, la
subunidad [ llega a un estado de equilibrio a partir de los 25 ns y hasta concluir los 50 ns
de simulacion, con valores de RMSD de ~8 A. Al analizar el RMSD de las dos subunidades
en conjunto, es posible notar que a partir de los 20 ns se observa un ligero incremento en
los valores de RMSD. Los ultimos 6.9 ns corresponden al intervalo de tiempo en el que el
sistema esta en equilibrio.
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Figura 23. Graficas de RMSD del sistema silvestre por subunidades (parte superior izquierda para

o y derecha para ) y considerando ambas subunidades (parte inferior).

En base a la suma de valores de RMSD de las subunidades a y 3, se hizo una particion de
los 50 ns de simulacion de la siguiente manera, con el fin de estudiar cuatro estructuras
representativas de toda la dindmica molecular del sistema silvestre y establecer los cambios
que presento la proteina en cada lapso de tiempo. Esto se vera mas a detalle en el capitulo
7.4 (Estudio de los sitios reactivos del timoprazol en los sistemas 815 y 824).

Primer intervalo: RMSD = 7.7 + 1.0 A. Intervalo de tiempo de 12 ns a 24.0 ns.
Segundo intervalo: RMSD = 7.7 + 1.0 A. Intervalo de tiempo de 24.1 ns a 36.2 ns.
Tercer intervalo: RMSD = 8.25 £ 0.75 A. Intervalo de tiempo de 36.3 ns a 43 ns.
Cuarto intervalo: RMSD = 8.5 = 1.0 A. Intervalo de tiempo de 43.1 ns a 50 ns.

Se seleccionaron los 6.9 ns del cuarto intervalo, como el lapso de tiempo en el cual el
sistema silvestre esta en equilibrio conformacional.

El RMSF del backbone del sistema silvestre nos permite identificar los residuos que mas
se movieron durante determinados intervalos de tiempo. A partir de las 4 particiones de la
dindmica del sistema silvestre, se estudiaron los RMSFs correspondientes a cada intervalo
que se muestran en la tabla 5.
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Tabla 5. Intervalos de tiempo de la simulacion del sistema silvestre con los datos principales de

RMSF.
# de intervalo | Residuos con RMFS > 6 A | Intervalo de valores de RMSF (A)
1 ~(580 — 588) 6.0 —10.06
2 ~(651 — 660) 6.0 —8.41
3 ~(1203 — 1209) 6.0 -7.91
4 582 — 583 6.0-6.73

A partir de los resultados anteriores se puede afirmar que, durante la dindmica molecular
del sistema silvestre, existen regiones de residuos muy flexibles, con fluctuaciones mayores
a 6.0 A. Conforme avanza la dindmica, cambia la flexibilidad de la proteina. En el primer
intervalo de la dinamica, los residuos 580 - 588 presentan fluctuaciones de hasta 10.06 A y,
a medida que transcurre la simulacion, los valores de movimiento maximos disminuyen,
como en el caso del intervalo 4, donde la maxima fluctuacién es de 6.73 A. Esto se puede
observar en la figura 24:

Comparacion de RMSFs del sitema nativo
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Figura 24. Grafica de RMSF del sistema silvestre, para cada intervalo de tiempo, considerando

todos los residuos de las subunidades o y 3 de la proteina.

Como se puede observar en la figura 24, el sistema silvestre presenta cuatro regiones de
residuos con fluctuaciones considerables: la primera abarca los residuos 20 - 50, la
segunda de 410 - 600, la siguiente ~ 660 y finalmente de 1150 - 1300.
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El radio de giro del sistema silvestre se observa en la figura 25. En el intervalo de

equilibrio la subunidad o presenta valores de radio de giro, que van de ~ 39.2 A a ~ 40.2

A. Por su parte, la subunidad B, presenta valores de alrededor de 29 A en el mismo

intervalo.
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Figura 25. Graficas de radio de giro del sistema silvestre por subunidades (parte superior izquierda

para o y derecha para [3) y considerando ambas subunidades (parte inferior).

El radio de giro que presenta la proteina completa en el intervalo de equilibrio
corresponde a una ligera contraccion de entre 50.5 A a 49.7 A. La variacion en la expansion

de la proteina a lo largo de los 50 ns de simulacion no va mas alla de 3 A, lo que indica que

el volumen de la proteina no varia en gran medida durante toda la dindmica molecular.

Con el fin de analizar el cambio en la estructura global de la proteina, se determiné la

proporcion de estructuras secundarias al inicio de la dindmica molecular, en la estructura
representativa de su intervalo de equilibrio y en la estructura representativa de su intervalo
de equilibrio minimizada. Ver tablas 6 y 7
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Tabla 6. Porcentaje de estructuras secundarias de la subunidad o del sistema silvestre inicial, en el

equilibrio y en la estructura minimizada del equilibrio.

. | Conformero| Conférmero |Conformero
Estructura secundaria . . erer e . . .
Inicial en el equilibrio | minimizado
% Asas 31.2 341 33.2
% Laminas 12.3 12.6 12.9
% Giros 8.9 8.4 8.3
% Hélices 47.6 44.9 45.5

Como se puede observar en la tabla 6, la estructura secundaria de la subunidad a del
sistema silvestre s6lo cambi6 ligeramente en los conformeros del equilibrio y minimizado,
con respecto al estado inicial. La estructura secundaria que mas se vio afectada por la
dindmica molecular fue la de tipo hélice.

Tabla 7. Porcentaje de estructuras secundarias de la subunidad [3 del sistema silvestre inicial, en el

equilibrio y en la estructura minimizada del equilibrio.

. | Conformero| Conformero |Conférmero
Estructura secundaria . . erer e e . .
Inicial en el equilibrio | minimizado
% Asas 64.6 62.5 62.9
% Laminas 6.2 15.1 14.8
% Giros 10.7 6.9 5.8
% Hélices 18.6 15.5 16.5

Por otra parte, como se puede apreciar en la tabla 7, la estructura secundaria de la
subunidad [ del sistema silvestre tuvo cambios mas notables a comparacion de los
obtenidos en la subunidad o, pues se alcanzaron cambios de ~ 9 unidades, como en el caso
de las laminas. Las asas, por su parte no tuvieron cambios considerables y las hélices
disminuyeron menos de dos unidades en los conférmeros en el equilibrio y minimizado.

Adicionalmente se evaluaron las estructuras proteicas del sistema silvestre con las
herramientas QMEAN, ANOLEA, D-fire y ProCheck obteniéndose los resultados
contenidos en las tablas 8 y 9.

Seglin los valores de QMEANG, presentados en la tabla 8, la estructura global de la
proteina en el sistema silvestre se vio afectada desfavorablemente en el conformero
representativo del intervalo de equilibrio y en el conformero minimizado, con respecto a la
estructura inicial de las dindmicas. Esto debido a que el valor absoluto de los valores Z se
incremento ligeramente. El descriptor de QMEAN que mas contribuyd para que se
obtuvieran valores de QMEAN altos fue la energia de solvatacion, que dice que tan
expuestos estan los residuos. Sin embargo la magnitud de estos valores estan por debajo de
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los que se obtienen para estructuras de proteinas transmembranales, resueltas por difraccion
94
de rayos X, que presentan valores de ~5.

Tabla 8. Evaluacion estructural de la proteina del sistema silvestre inicial, en el equilibrio y en la
estructura minimizada del equilibrio.

Término de la funcion de Valor Valor Valor Valor Valor Valor
evaluacion crudo, 7, crudo,, Zeq crudo,, Z in
Energia de interaccion C-p | -133.94 | -0.90 | -152.45 0.73 “174.06 20.64
Energia de todos los -10624.12 | -1.90 | -13130.52 | -1.47 | -14086.77 | -1.38
atomos por parejas
Energia de solvatacion -5.46 -2.96 -0.49 -3.09 0.44 -3.11
Energia de dngulo de 12207 | 231 | -9200 | -285 | -10L.77 | -2.68
torsion
Concordancia de Estructura | g5 70, | 596 | 651% | 306 | 650% | -3.07
secundaria
Concordancia de 70.2% -1.81 70.1% -1.82 69.8% -1.86
accesibilidad del disolvente ’ ’ ’ ' ' ‘
QMEANG score 0.487 2.93 0.474 3.06 0.476 3.04
Energia D-fire: -1771.91 -1801.36 -1878.21

* valores de energia (Kcal/mol).

Tabla 9. Resumen de los graficos de Ramachandran del los conférmeros inicial y en el equilibrio
de la dinamica molecular del sistema silvestre.

Estado | Region favorable | Region permitida | Region atipica | Region no permitida

Inicial 87.4% 10.7% 1.5% 0.3%

Equilibrio 81.4% 17.5% 0.8% 0.3%

El valor absoluto de D-fire se incrementa en los conférmeros de equilibrio y minimizado,
indicando que la geometria de la proteina se favorece energéticamente. Esto indica que se
esta alcanzando una conformacion mas estable que la inicial, tanto en el conféormero
representativo del intervalo de equilibrio como en el minimizado.

Por otra parte también se obtuvieron las graficas de los valores de ANOLEA,
correspondientes a los conféormeros inicial, representativo del intervalo de equilibrio y
minimizado de la proteina del sistema silvestre, que se encuentran en el anexo 4. En las
figuras 39, 40 1a 40 3,41,42 1 a42 3,43,44 1y 44 2 es posible observar el efecto
que tuvo la dinamica molecular sobre el plegamiento de la proteina. La estructura inicial
presentd bastantes regiones desfavorables de residuos, sobre todo en los residuos 830 y
posteriores, que estan caracterizados por valores mayores a cero, representados en barras
color rojo. Sin embargo en los conférmeros representativos del equilibrio y minimizado, la
mayoria de los residuos presentd valores negativos, indicando que las regiones de residuos
se favorecieron, representadas en barras de color verde.
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7.3.2. Modelado y dinamica molecular del sistema 815.

El sistema 815 se obtuvo sustituyendo la cisteina 815 del sistema silvestre por el residuo
CYT, que esta formado por el enlace covalente del producto de la transposicion de Smiles
del timoprazol con la cisteina 815, descrito a detalle en la metodologia.

En la figura 26 es posible notar que el residuo CYT 815 estd rodeado por dominios
transmembranales de la bomba de protones, por lo que se espera que los movimientos del
residuo CYT 815 puedan afectar y verse afectados por los residuos que lo rodean.

Figura 26. Enlace disulfuro de la cisteina 815 del modelo de la H/K" ATPasa gistrica humana,
considerado en este trabajo, con la forma activa del timoprazol, rodeado por residuos de la region
transmembranal de la enzima del sistema 815.

Las graficas de RMSD del sistema 815 se pueden observar en la figura 27. La subunidad
o presenta una tendencia horizontal a partir de 15 ns que se mantiene hasta el final de la
simulacion, con un valor de ~8.5 A, indicando que dicha subunidad est4 en equilibrio. La
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subunidad [3 presenta una tendencia positiva durante toda la simulacion, evidenciando que
esa parte de la proteina no ha alcanzado el equilibrio tras finalizar la dinamica molecular.
Al analizar ambas subunidades juntas, es posible observar una tendencia horizontal en los
datos de RMSD, a partir de 40 ns y hasta finalizar la simulacién, con valores de ~ 9.0 A,
respecto a la conformacién de partida, por lo que, la proteina completa alcanza un estado de
equilibrio en los ltimos 8 ns.
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Figura 27. Graficas de RMSD del sistema 815 por subunidades (parte superior izquierda para o y

derecha para ) y considerando la proteina en su totalidad (parte inferior).

En base a los valores de RMSD que se obtuvieron para la proteina completa, se realizo
una particion de los 50 ns de simulacion de la siguiente forma:

Primer intervalo: RMSD = 8.5 + 1.0 A. Intervalo de tiempo de 12 ns a 18.0 ns.
Segundo intervalo: RMSD = 9.25 + 0.75 A. Intervalo de tiempo de 18.1 ns a 24.3 ns.
Tercer intervalo: RMSD = 8.5 = 0.75 A. Intervalo de tiempo de 24.4 ns a 31.4 ns.
Cuarto intervalo: RMSD = 10.0 + 1.5 A. Intervalo de tiempo de 31.5 ns a 35 ns.
Quinto intervalo: RMSD = 9.5 + 1.0 A. Intervalo de tiempo de 35.1 ns a 41.8 ns.
Sexto intervalo: RMSD = 9.5 + 1.0 A. Intervalo de tiempo de 42 ns a 50 ns.

Se seleccionaron los 8 ns del sexto intervalo, como el lapso de tiempo en el cual el
sistema 815 estd en equilibrio conformacional.

49



Se obtuvieron seis estructuras representativas de toda la dindmica del sistema 815 que se
revisaran mas a detalle en el capitulo 7.4. A partir de las 6 particiones de la dinamica del
sistema 815, y los valores de RMSF mayores a 6.0 A, se realizé la tabla 10.

Tabla 10. Intervalos de tiempo de la simulacién del sistema silvestre con valores mayores a 6 A de

RMSF.

# de intervalo

Residuos con RMFS > 6 A

Intervalo de valores de RMSF (A)

(1-36), (418-419),

! (447-450) y (1150 — 1162) 6.0-9.75
2 (1-36), (417-419), 660 y (1154 — 1158) 6.0 —9.67
3 (1-37), (660-664) 6.0 — 15.05
4 (1-36) 6.0 —7.36
5 1 7.33

6 (1-36) 6—7.69

A partir de los resultados anteriores, se puede notar que en el sistema 815 existen
regiones de residuos bastante flexibles, por ejemplo del intervalo 1, (la regién de 1-36) y
del intervalo 3, (region de 660 a 664), los residuos mostraron hasta 15.05 A de
fluctuaciones. Sin embargo, al término de la simulacion, en el intervalo 6, ya no se
presentan tantos movimientos, excepto en la region de 1 a 36, que llegan alcanzar
fluctuaciones de hasta 7.69 A. Esto se puede observar de manera cualitativa en la figura 28.
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Figura 28. Grafica de RMSF del sistema 815, para cada intervalo de tiempo, considerando todos

los residuos de las dos subunidades o y B de la proteina.

50



Como se puede observar en la figura 28 el sistema 815 presenta cuatro regiones de
residuos con fluctuaciones considerables: la primera de 1 - 40, la segunda de 410 - 600, la
siguiente ~660 y ultima ~1150.

En cuanto al radio de giro en el intervalo de equilibrio del sistema 815 (figura 29), la
subunidad o presenta una tendencia constante de ~40.3 A. Por su parte, la subunidad f
tiene una ligera expansion, finalizando con un valor de ~30.4 A.
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Figura 29. Graficas de radio de giro del sistema silvestre por subunidades (parte superior izquierda

para o y derecha para [3) y considerando ambas subunidades (parte inferior).

El radio de giro de ambas subunidades presenta una tendencia de expansion en los
Giltimos 8 ns, alcanzando un valor maximo de 50 A. En general la expansion de este sistema
no varia més alla de 2 A.

Con el fin de analizar el cambio en la estructura global de la proteina del sistema 815, se
determiné la distribucion de estructuras secundarias en las subunidades o y 3 del sistema
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815, al inicio de la dindmica molecular, en la estructura representativa de su intervalo de

equilibrio y, finalmente, en la estructura minimizada (tablas 11 y 12).

Tabla 11. Porcentaje de estructuras secundarias de la subunidad o del sistema 815 inicial, en el

equilibrio y en la estructura minimizada del equilibrio.

. | Conformero| Conformero |Conformero
Estructura secundaria . . erer e e . .
Inicial en el equilibrio | minimizado
% Asas 31.2 48.7 49.3
% Laminas 12.3 11.8 11.9
% Giros 8.9 9.3 8.5
% Hélices 47.6 30.2 30.3

Como se puede observar en la tabla 11, las hélices de la subunidad o fueron las
estructuras secundarias que mas se vieron afectadas durante la dindmica molecular. Al
inicio, la proteina tenia un 47.6% de hélices, mientras que en el conférmero del equilibrio
disminuy¢ el porcentaje a 30.2% y en el minimizado a 30.3%. Por otra parte, el porcentaje
de asas aumento considerablemente, de 31.2% a 48.7% y 49.3% en las estructuras en el
equilibrio y minimizada respectivamente, indicando que la estructura global de la
subunidad o se adquiri6 una conformacion irregular con respecto a su estructura inicial.

Tabla 12. Porcentaje de estructuras secundarias de la subunidad 3 del sistema 815 inicial, en el
equilibrio y en la estructura minimizada del equilibrio.

. | Conformero| Conformero |Conférmero
Estructura secundaria . . eyep e e e .
Inicial en el equilibrio | minimizado
% Asas 64.6 70.4 69.1
% Laminas 6.2 16.5 17.9
% Giros 10.7 2.4 2.4
% Hélices 18.6 10.7 10.7

En la tabla 12 se presentan los resultados de estructuras secundarias obtenidos para la
subunidad B del sistema 815. En este caso se puede observar que el porcentaje de asas
incrementd de 64.6% a 70.4% y 69.1%, en los conformeros en el equilibrio y minimizado.
También, se puede notar que el porcentaje de laminas se incrementd de 6.2 % a 16.5% y
17.9% en los conformeros en el equilibrio y minimizado, respectivamente. El porcentaje de
hélices disminuy6 casi 8 unidades.

Adicionalmente se evaluaron las estructuras proteicas con las herramientas QMEAN,
ANOLEA, D-fire y y ProCheck obteniéndose los resultados contenidos en las tablas 13 y
14.
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Tabla 13. Evaluacion estructural de la proteina del sistema 815 inicial, en el equilibrio y en la
estructura minimizada del equilibrio.

Término de la funcion de Valor Valor Valor Valor Valor Valor
evaluacion crudo, A crudog, 7., crudo,, Zin
Energia de interaccion C-3 -135.38 -0.90 -94.22 -1.04 -116.46 -0.94
Energia de todos los -10703.36 | -1.89 | -8114.10 | -2.07 | -8658.73 | -2.02
atomos por parejas
Energia de solvatacion -5.77 -2.95 41.22 -4.15 37.79 -4.06
Energia de dngulo de 12214 | 230 | -12.16 | -4.26 9,85 430
torsion
Concordancia de Estructura | s 50/ | 595 | 601% | -394 | 599% | -3.97
secundaria
Concordancia de o 0 0
accesibilidad del disolvente 70.0% -1.82 67.6% -2.25 68.0% -2.18
QMEANG score 0.485 -2.93 0.384 -4.00 0.388 -3.96
*Energia D-fire: -1767.04 -1704.27 -1758.38

* Valores de energia (Kcal/mol).

Tabla 14. Resumen de los graficos de Ramachandran del los conférmeros inicial y en el equilibrio
de la dinamica molecular del sistema 815.

Estado | Region favorable | Region permitida | Region atipica | Region no permitida
Inicial 87.4% 10.7% 1.5% 0.3%
Equilibrio 71.9% 25.8% 2.2% 0.1%

Segun los valores de QMEANG6, presentados en la tabla 13, la estructura global de la
proteina, en el sistema 815, se vio afectada desfavorablemente en el estado de equilibrio y
en la estructura minimizada correspondiente, esto con respecto a la estructura inicial de las
dindmicas. La contribucion que mas afectd para que se obtuvieran valores de QMEAN altos
fue la energia de angulo de torsion, que dice como se encuentra la geometria local del
esqueleto de la proteina. Por otra parte, el valor absoluto de D-fire disminuye en los
conféormeros de equilibrio y minimizado, indicando que la geometria de la proteina se esta
desestabilizando.

La presencia del residuo CYT en la posicion 815 provoca que no se alcance la estabilidad
energética medida con D-fire, que si se alcanzo en el sistema silvestre, lo que sugiere que
esta modificacion de la cisteina 815 por el residuo CYT afecte la transicion de la proteina a
su conformacion mas estable.

Por otra parte también se obtuvieron las graficas de valores de ANOLEA,
correspondiente a los conformeros inicial, en el equilibrio y minimizado, de la proteina del
sistema 815, que se encuentran en el anexo 4. En las figuras 45, 46_1a 46 _3,47,48 1 a
48 3,49,50 1y 50 2 es posible observar el efecto que tuvo la dindmica molecular sobre
el plegamiento de la proteina. La estructura inicial presentd bastantes regiones
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desfavorables de aminoacidos, sobre todo en los residuos 830 y en adelante, caracterizados
por valores mayores a cero, representados en barras color rojo. Sin embargo en los estados
en el equilibrio y en el equilibrio minimizado, la mayoria de los residuos present6 valores
negativos, indicando que las regiones de residuos se favorecieron y presentaron energias
menores a cero.

7.3.3. Modelado y dinamica molecular del sistema 824.

El sistema 824 se obtuvo sustituyendo la cisteina 824 del sistema silvestre por el residuo
CYT. En la figura 30 se muestra el residuo CYT 824, que se encuentra localizado en un
extremo de los dominios transmembranales de la bomba de protones, lo que le aporta
menos interacciones con residuos cercanos, a comparacion del residuo CYT 815.

Figura 30. Enlace disulfuro de la cisteina 824 de la H/K" ATPasa gastrica humana con el
timoprazol, rodeado por residuos de la region transmembranal de la enzima del sistema 824.

El RMSD de la subunidad o del sistema 824 se presenta en la primera grafica de la
figura 31. En esta grafica es posible observar que en los ultimos 7 ns de simulacion, la
subunidad o alcanz6 un estado de equilibrio debido a la tendencia horizontal de valores de
RMSD de ~9 A. La subunidad B, presenta una tendencia de equilibrio a partir de 27 ns,
hasta finalizar los 50 ns, con valores cercanos a 11 A

El RMSD de ambas subunidades describe una tendencia de equilibrio los ultimos 7ns de
la dinamica molecular, con una tendencia horizontal con un valor de ~12 A.
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Figura 31. Graficas de RMSD del sistema 824 por subunidades (parte superior izquierda para o y

derecha para ) y considerando ambas subunidades (parte inferior).

En base a los valores de RMSD que se obtuvieron para las subunidades o y B juntas, se
determind hacer una particion de los 50 ns de simulacion de la siguiente forma:

Primer intervalo: RMSD = 8.75 + 0.75 A. Intervalo de tiempo de 14 ns a 18.4 ns.
Segundo intervalo: RMSD = 9.25 + 0.75 A. Intervalo de tiempo de 18.5 ns a 25.4 ns.
Tercer intervalo: RMSD = 10.5 + 1.0 A. Intervalo de tiempo de 25.5 ns a 34 ns.
Cuarto intervalo: RMSD = 10.5 = 1.0 A. Intervalo de tiempo de 34.1 ns a 42.4 ns.
Quinto intervalo: RMSD = 12 £ 1.0 A. Intervalo de tiempo de 42.5 ns a 50 ns.

Se seleccionaron los 7.5 ns del quinto intervalo, como el lapso de tiempo en el cual el
sistema 824 esta en equilibrio conformacional.

Posteriormente, se obtuvieron cinco estructuras representativas de toda la dinamica del
sistema 824 que se revisaran mas a detalle en el capitulo 7.4.

A partir de las 5 particiones de la dindmica del sistema 824, y los valores de RMSF
mayores a 6.0 A, se realizo la tabla 15.
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Tabla 15. Intervalos de tiempo de la simulacion del sistema 824 con los datos mas importantes de

RMSF.
# de intervalo | Residuos con RMFS > 6 A | Intervalo de valores de RMSF (A)
1 (1-4) 6.0 —10.32
2 (1-30)y (1180 —1184) 6.0 —7.99
3 (1-18), (664 - 665) 6.0 —7.78
4 (1-19), 1243 6.0 —-11.06
5 (1-19),420 6.0 -12.01

Como se puede observar en la tabla 15, en el sistema 824 se presenta una region con

residuos muy moviles, correspondientes al intervalo 1 - 19, que en los ultimos tres
intervalos, llegan a presentar fluctuaciones de hasta 12.01 A. Esto se puede observar en la
figura 32. A medida que avanza el tiempo de la dindmica se presentan fluctuaciones mas
altas, contrario al comportamiento que se habia observado en los sistemas silvestre y 815,
donde al paso de la dinamica, la magnitud de las fluctuaciones se reducia. Otro aspecto
importante a comparacion de los dos sistemas anteriores es la reduccion en la magnitud de
la fluctuacioén en la region de los residuos de ~660, pues en este sistema se alcanza una
fluctuacion maxima de 7 A, mientras que en el silvestre fue ~8.4 A y ~15 A para el sistema

815.
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Figura 32. Grafica de RMSF del sistema 824, para cada intervalo de tiempo, considerando todos

los residuos de las dos subunidades o y B de la proteina.
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Como se puede observar en la figura 32, el sistema 824 presenta cuatro regiones de
residuos con fluctuaciones considerables: la primera de 1 - 40, la segunda de 180 - 280, la
siguiente de 410 - 680 y finalmente, de 1150 - 1250.

Las graficas de radio de giro del sistema 824 se presentan en la figura 33. La subunidad
o, durante el intervalo de equilibrio, presenta una tendencia horizontal con valores

alrededor de 40.7 A. Por su parte, la subunidad B, en el mismo lapso de tiempo, alcanza un
valor de radio de giro de ~30.2 A, que permanece constante hasta finalizar los 50 ns.
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Figura 33. Graficas de radio de giro del sistema 824 por subunidades (parte superior izquierda para

oy derecha para ) y considerando ambas subunidades (parte inferior).

El radio de giro considerando ambas subunidades, en el lapso de equilibrio, presenta un
comportamiento oscilatorio de 49 - 50 A durante los 50 ns. A diferencia de los sistemas
silvestre y 815, el sistema 824 presenta una contraccion en su volumen a partir de ~ 10 ns y
termina con variaciones menores a 1.5 A.
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Con el fin de analizar el cambio en la estructura global de la proteina del sistema 824, se
determiné la distribucion de las estructuras secundarias de las subunidades o y B del
sistema 824, al inicio de la dinamica molecular, en el conférmero de equilibrio y en el
conformero minimizado. Ver tablas 16 y 17.

Tabla 16. Porcentaje de estructuras secundarias de la subunidad o del sistema 824 inicial, en el
equilibrio y en la estructura minimizada del equilibrio.

. | Conformero| Conformero |Conformero
Estructura secundaria . . erer e e . .
Inicial en el equilibrio | minimizado
% Asas 31.2 44.8 443
% Laminas 12.3 13.1 12.9
% Giros 8.9 17.3 15.4
% Hélices 47.6 24.7 27.5

Tabla 17. Porcentaje de estructuras secundarias de la subunidad o del sistema 824 inicial, en el
equilibrio y en la estructura minimizada del equilibrio.

. | Conformero| Conformero |Conférmero
Estructura secundaria . . erer e e . .
Inicial en el equilibrio | minimizado
% Asas 64.6 67.4 67.7
% Laminas 6.2 17.2 17.2
% Giros 10.7 7.9 7.6
% Hélices 18.6 7.6 7.6

Adicionalmente se evaluaron las estructuras proteicas con las herramientas QMEAN,

ANOLEA, D-fire y Procheck obteniéndose los siguientes resultados, que se muestran en las
tablas 18 y 19.

Segtn los valores de QMEANG6, presentados en la tabla 18, la estructura global de la
proteina en el sistema 824 se vio afectada desfavorablemente en el conférmero del
equilibrio y en el minimizado correspondiente, con respecto a la estructura inicial de las
dindmicas, ya que el valor absoluto de los valores Z se incremento. La contribucidon que
mas afectd para que se obtuvieran estos valores fue la concordancia de la estructura
secundaria predicha y calculada. Por otra parte, el valor absoluto de D-fire disminuye en el
conformero de equilibrio y aumenta en el conférmero minimizado, indicando que la

geometria de la proteina se desfavorece en el equilibrio pero se favorece en el conférmero
minimizado.
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Tabla 18. Evaluacion estructural de la proteina del sistema 824 inicial, en el equilibrio y en la
estructura minimizada del equilibrio.

Término de la funcion de Valor Valor Valor Valor Valor Valor
evaluacion crudoy Z, crudog, 7., crudomyin Znin
Energia de interaccion C-3 -139.90 -0.88 -111.74 -0.96 -113.45 -0.96
Energia de todos los -10809.09 | -1.88 | -9180.57 | -1.95 | -9606.47 | -1.92
atomos por parejas
Energia de solvatacion -6.48 -2.94 37.12 -4.04 43.13 -4.20
Energia de dngulo de 12262 | 229 | 5225 | 354 | 6982 | -3.23
torsion
Concordancia de estructura | 5 30, | 300 | 561% | -464 | 56.5% | -4.58
secundaria
Concordancia de o 0 0
accesibilidad del disolvente 70.0% -1.84 68.4% -2.11 68.3% -2.12
QMEANG score 0.483 -2.96 0.401 -3.82 0.412 -3.71
*Energia D-fire: -1767.88 -1714.45 -1779.33

* Valores de energia (Kcal/mol).

Tabla 19. Resumen de los graficos de Ramachandran del los conférmeros inicial y en el equilibrio
de la dinamica molecular del sistema 824.

Estado | Region favorable | Region permitida | Region atipica | Region no permitida
Inicial 87.4% 10.7% 1.5% 0.3%
Equilibrio 76.6% 21.7% 1.6% 0.1%

Por otra parte también se obtuvieron las graficas de valores de ANOLEA,
correspondiente a los estados inicial, en el equilibrio y en el equilibrio minimizado, de la
proteina del sistema 815, que se encuentran en el anexo 4. En las graficas 51,52 1a 52 3,
53,54 1 a 54 3,55, 56 1y 56 2 es posible observar el efecto que tuvo la dindmica
molecular sobre el plegamiento de la proteina. La estructura inicial presentd bastantes
regiones desfavorables de residuos, sobre todo en los residuos 830 en adelante,
caracterizados por valores mayores a cero, representados en barras color rojo. Sin embargo
en los estados en el equilibrio y en el equilibrio minimizado, la mayoria de los residuos
presentd valores negativos, indicando que las regiones de residuos se favorecieron y
presentaron energias menores a cero.

7.4. Estudio de los sitios reactivos del timoprazol en los sistemas 815 y 824.

A partir de las cuatro estructuras representativas optimizadas del sistema silvestre, se
determinaron los residuos cercanos a las cisteinas 815 y 824 (ver tabla 20). Estos residuos
se tomaran como referencia para compararlos cuando se sustituyan las cisteinas 815 y 824
por el enlace disulfuro del producto de la transposicion de Smiles del timoprazol con la
cisteina correspondiente.
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Tabla 20. Residuos cercanos a las cisteina 815 y 824 en el sistema silvestre.

Residuos cercanos | Residuos cercanos
a la cisteina 815 a la cisteina 824
LEU143 PHES20
ALA337 GLUS22
GLYS814 LEUR23
ILE816 THRS825
THRS817 ASP826
ILE818 PHE934
LEUS819 GLN973

7.4.1. Sitio reactivo del residuo CYT 815.

A partir de las estructuras representativas optimizadas de los seis intervalos del sistema
815, se obtuvieron los residuos que interaccionaron a lo largo de la dinamica con la parte
del timoprazol del residuo CYT 815, son: leucina 811, valina 333, asparagina 140. Ademas
de los residuos anteriores, el prazol del residuo CYT 815 siempre estuvo rodeado de al
menos trece diferentes moléculas de agua, indicando que el caracter de esa region de
interacciones es hidrofilico.

Posteriormente, se estudiaron por medio de la densidad electrénica, en los puntos criticos
de enlace correspondientes, las interacciones intermoleculares del residuo CYT 815 con los
residuos antes mencionados, en las estructuras representativas del primer intervalo y del
equilibrio del sistema 815.

A partir de la estructura representativa del primer intervalo del sistema 815 se obtuvieron
las interacciones contenidas en la tabla 21. Las interacciones mas importantes que presento
la parte del timoprazol del residuo CYT 815 se presentan con la leucina 811, valina 333 y
asparagina 140. El resto de interacciones se presentan en el anexo S.

Tabla 21. Interacciones interatomicas del residuo CYT 815 con residuos cercanos en el
intervalo 1

Punto critico | Atomo de residuo | Atomo de prazol | Rho (u.a.)
20 O (Asnl40) H 0.006626
21 N (Asn140) H 0.005561
11 H (Val333) N 0.004427
12 H (Val333) N 0.005316
14 H (Val333) S 0.005317
8 H (Leu811) C 0.003745
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En la estructura representativa optimizada del intervalo de equilibrio del sistema 815, se
obtuvieron las interacciones mas importantes, que se presentan en la tabla 22. El resto de
interacciones se encuentran en el anexo 5.

Tabla 22. Interacciones interatdmicas del residuo CYT 815 con residuos cercanos en el
intervalo de equilibrio

Punto critico | Atomo de residuo | Atomo de prazol | Rho (u.a.)
16 O (Asnl40) S 0.004286
18 O (Asnl40) H 0.012454
19 H (Asn140) C 0.00588
15 H (Val333) S 0.00653
20 H (Val333) C 0.002133
28 H (Val333) C 0.002682
7 H (Leu811) C 0.007534

L
N N
deus811

N

Figura 34.Interacciones principales de la parte del timoprazol del residuo CYT 815 con
residuos cercanos.

Al comparar las tablas 21 y 22, se puede notar que los residuos leucina 811, valina 333 y
asparagina 140 no siempre interactiian con los mismos atomos con la parte del timoprazol,
sin embargo mantienen interacciones mayores a 0.002 u.a. que los mantienen en contacto
con esa fraccion del residuo CYT 815, todo esto bajo condiciones hidrofilicas.
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7.4.2. Sitio reactivo del residuo CYT 824.

A partir de las estructuras representativas optimizadas del sistema 824, se obtuvieron los
residuos mas cercanos al residuo CYT 824, que adicionales a los residuos cercanos a la
cisteina 824 en el sistema silvestre, se encontraron los siguientes: tirosina 142, alanina 146,
isoleucina 816, fenilalanina 820, metionina 986 y fenilalanina 990.

Para establecer los cambios en el sitio reactivo de la cisteina 824, se estudiaron, por
medio de la densidad electronica en los puntos criticos de enlace correspondientes, las
interacciones intermoleculares del residuo CYT 824 con sus residuos circundantes en la
estructura representativa del primer intervalo del sistema 824 y en la estructura
representativa del intervalo cinco, correspondiente al lapso de equilibrio del sistema 824.

En la estructura representativa optimizada del primer intervalo del sistema 824 se
obtuvieron las interacciones importantes, contenidas en la tabla 23. El resto de
interacciones se presentan en el anexo 5.

Tabla 23. Interacciones interatdmicas del residuo CYT 824 con residuos cercanos en el
intervalo 1

Punto critico | Atomo de aminoacido | Atomo de prazol| Rho

2 O (tyr142) H 0.007302
3 C (tyr142) H 0.006499
4 O (tyr142) H 0.007879
21 O (tyr142) N 0.00286
5 O (ile816) H 0.001791

H (phe820) C 0.004675
8 C (phe820) H 0.005736

En la estructura representativa optimizada del quinto intervalo de equilibrio, se
obtuvieron las interacciones importantes, contenidas en la tabla 24. El resto de
interacciones se presentan en el anexo 5.
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Tabla 24. Interacciones interatémicas del residuo CYT 824 con residuos cercanos en el

intervalo de equilibrio.

Punto critico | Atomo de aminoacido | Atomo de prazol | Rho

1 C (tyr142) H 0.005108
3 O (tyr142) H 0.006999
5 O (tyr142) H 0.00782

26 O (Tyr142) H 0.005876
28 O (Tyr142) N 0.003538
29 C (Tyr142) N 0.002655
6 H (Alal46) C 0.00655

7 O (11e816) H 0.002291
8 H (Phe820) C 0.003626
11 C (Phe820) H 0.006018
10 H (Met986) N 0.005067
16 H (Met986) C 0.003577
4 H (Phe990) C 0.006059
30 H (Phe990) N 0.003715

Figura 35.Interacciones principales de la parte del timoprazol del residuo CYT 824 con
residuos cercanos.
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Ademas de las interacciones con los residuos antes descritas, durante toda la dinamica del
sistema 824 se presentaron varias interacciones de la parte del timoprazol del residuo CYT
824 con las cadenas alifaticas de dos lipidos cercanos, por lo que el ambiente de esta region
tuvo una contribucién hidrofobica permanente, que se vio reflejado en menos moléculas de
agua interaccionando en dicha region, y un mayor nimero de residuos interaccionando con
la parte del prazol del residuo CYT 824, a comparacion de lo observado en el sitio reactivo
del residuo CYT 815, descrito anteriormente.

8. Conclusiones:

En esta tesis se planted esclarecer, de manera teorica, el comportamiento quimico de 14
prazoles en su proceso de bioactivacion, estudiando la formacion del 4cido sulfénico activo
correspondiente a partir de su molécula inicial como profarmaco. Por otra parte, se estudio
mediante cdlculos de dindmica molecular y quimica cuéntica, la manera en que influye la
formaciéon de un enlace disulfuro, entre el producto de la transposicion de Smiles del
timoprazol con las cisteinas 815 y 824, de manera local y global en un modelo de la bomba
de protones gastrica humana.

Se determino el perfil energético de la activacion de 14 prazoles hasta la formacion de su
acido sulfénico correspondiente, considerando el efecto provocado por sustituciones en los
anillos de piridina y de bencimidazol. Los sustituyentes electroatractores en la parte del
bencimidazol desestabilizan la conformacion reactiva, mientras que el mismo tipo de
sustituyentes en el anillo de piridina la estabilizan. El primer paso de la transposicion de
Smiles es una adicion nucleofilica hacia el bencimidazol por la parte de la piridina, la cual
depende de la diferencia de la poblacion electronica de los atomos involucrados en el
ataque. El segundo paso produce acido sulfénico mediante una reaccion concertada donde
el rompimiento del enlace S-C tiene lugar al mismo tiempo que la migracion de un protdn,
este paso esta determinado por la poblacion electronica del atomo de azufre.

Se encontraron evidencias computacionales de que la formacion de la sulfenamida a
partir del acido sulfénico es poco probable, a pesar de que en la literatura se reporte como
un proceso quimico factible. Se exploré la formacion del enlace disulfuro entre el
timoprazol, en su forma de sulfenamida, con una cisteina y se encontré que se necesita la
presencia explicita de dos moléculas de agua para la formacion del enlace disulfuro.

Posteriormente, se modelaron las dos subunidades de la H'/K™ ATPasa gastrica humana
embebida en una bicapa de fosfolipidos en un ambiente acuoso neutro, partiendo de su
secuencia de aminoacidos y un molde correspondiente a una proteina homologa de cerdo. A
partir del modelo que se obtuvo de la bomba de protones gastrica humana se estudiaron las
consecuencias locales y globales del efecto del timoprazol unido a las cisteinas 815 y 824.
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En el sistema silvestre el esqueleto de la proteina alcanz6 un equilibrio conformacional en
los ultimos 7 ns de simulacidon, no presentd cambios considerables en su estructura
secundaria, ya que en la subunidad o Gnicamente incrementaron un 3% las asas y en la
subunidad P se incrementaron 9% las laminas. En cuanto a la evaluacion estructural, los
valores de QMEAN indicaron que la estructura global de la proteina se vio afectada
desfavorablemente en los conférmeros en el equilibrio y minimizado respecto al inicial. Sin
embargo, la energia D-fire se incrementa, indicando que se adopta una conformacion
energéticamente mas favorable los conformeros del equilibrio y minimizado. Esto también
se pudo observar en las graficas de ANOLEA, que mostraron codmo varias regiones
desfavorables antes de la dindmica y se mejoraron al alcanzar el equilibrio y en el
conféormero minimizado. Finalmente, el grafico de Ramachandran indica que la region de
residuos favorables disminuye un 6% y la region permitida incrementa un 7%.

En el sistema 815, donde se sustituyo la cisteina 815 por el residuo CYT, el esqueleto de
la proteina alcanzé un equilibrio conformacional en los 8 ns finales de su simulacion. Las
regiones de residuos con mayores fluctuaciones fueron 1- 37 y 660 — 664 en el tercer
intervalo. La estructura secundaria de la subunidad o que mas se modifico, con respecto al
conformero inicial, fue la de hélices, que disminuy6 un 17% con respecto a la inicial y se
incrementaron las asas un 18%. En la subunidad 3, se incrementaron las ldminas un 11% y
disminuyeron las hélices un 8%. Lo valores de QMEAN indicaron que la estructura global
de la proteina se vio afectada desfavorablemente en el equilibrio y en el conformero
respectivo minimizado. Por su parte los valores de D-fire indicaron que las estructuras en el
equilibrio y minimizada empeoran, aunque en menor medida ésta ultima. La grafica de
Ramachandran mostré una disminuciéon de 16% de residuos en la region favorable, un
incremento de 15% en la permitida. Por lo tanto la estructura global de la proteina empeora
energéticamente y adquiere una estructura irregular respeto a la inicial.

En el sistema 824, donde el residuo CYT se encuentra en la posicion de la cisteina 824, se
alcanza el equilibrio conformacional del esqueleto de la proteina en los ultimos 7.5 ns,
teniendo a los residuos 1-19 y 420 con las mayores fluctuaciones. La estructura secundaria
cambid en la subunidad a principalmente en las hélices, que disminuyeron un 20% y se
incrementaron las asas un 13%. En la subunidad B las ldminas incrementaron un 11% y las
hélices disminuyeron un 11%. Los valores de QMEAN indicaron que indicaron que la
estructura global de la proteina se vio afectada desfavorablemente en el equilibrio y en el
conférmero minimizado. Los valores de D-fire mostraron que el conférmero en el
equilibrio se desestabilizo respecto al inicial y el conféormero minimizado se favorecid
energéticamente mas que el conférmero inicial. Segin la grafica de Ramachandran la
region favorable de residuos disminuyd un 11% y la region permitida se incremento un
11%. Por lo tanto el conférmero minimizado se favorece energéticamente segun D-Fire
aunque adquiera una conformacion irregular respecto a la inicial.
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El sitio reactivo del producto de la transposicion de Smiles del timoprazol con la cisteina
815, en los conformeros minimizados inicial y del equilibrio, se caracterizé por la presencia
de interacciones con los residuos asparagina 140, valina 333 y leucina 811 en un ambiente
hidrofilico.

Por su parte, el sitio reactivo del producto de la transposicion de Smiles del timoprazol
con la cisteina 824, en los conférmeros minimizados inicial y del equilibrio, se caracterizo
por la presencia de interacciones con los residuos tirosina 142, isoleucina 816 y fenilalanina
820 en un ambiente menos hidrofilico que en la cisteina 815 y con interacciones constantes
con cadenas alifaticas de fosfolipidos cercanos.

En general, las fluctuaciones del residuo CYT en las posiciones 815 y 824 disminuyeron,
debido a las interacciones que presentd con los residuos cercanos, moléculas de agua y
fosfolipidos. Esta falta de flexibilidad afect6 la estructura secundaria de los sistemas 815 y
824, obteniéndose conférmeros estructuralmente menos regulares que el sistema silvestre.
Esto puede provocar un cambio en el equilibrio conformacional involucrado en el trasporte
de protones.

Finalmente, se puede decir que esta tesis realizé un estudio completo de los inhibidores
de la bomba de protones, desde su activacion hasta las perturbaciones locales y globales
que su presencia provoca en la estructura de un modelo de la H/K' ATPasa géstrica
humana.
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Anexos.

Anexo 1. Ejemplo del archivo de entrada de la dindmica molecular de 50 ns para la
equilibracion de cada uno de los sistemas estudiados.

## JOB DESCRIPTION

# Eq. of protein embedded in POPC
# membrane, ions and water.

# Protein released. PME, Constant
#Pressure/Area.

## ADJUSTABLE PARAMETERS
structure atpasa_825 popcwi.psf
coordinates atpasa_825 popcwi_03.pdb
outputName atpasa_825 popcwi-04
set temperature 310

firsttimestep 0

## SIMULATION PARAMETERS

# Input
paraTypeCharmm on
parameters par_all27 prot lipid na.inp

# Periodic Boundary Conditions
cellBasisVectorl 176.2 0. 0.
cellBasisVector2 0. 176.5 0.
cellBasisVector3 0. 0. 171.

cellOrigin -0.044 -0.051 -4.010
wrapWater on
wrapAll on

# Force-Field Parameters

exclude scaled1-4
1-4scaling 1.0
cutoff 12.0
switching on

switchdist 10.0
pairlistdist 13.5

# Integrator Parameters

timestep 2.0 ;# 2fs/step

rigidBonds all ;# needed for 2fs steps
nonbondedFreq 1

fullElectFrequency 2

stepspercycle 20

#PME (for full-system periodic electrostatics)
if {13 {

PME yes

PMEGridSizeX 200

PMEGridSizeY 200

PMEGridSizeZ 200

}

# Constant Temperature Control

langevin on ;# do langevin dynamics
langevinDamping 1 ;# damping coefficient
# (gamma) of 5/ps

langevinTemp $temperature

# Constant Pressure Control (variable volume)

if {1} {

useGroupPressure  yes ;# needed for 2fs steps
useFlexibleCell  yes ;# no for water box, yes
#for membrane

useConstantArea  yes ;# no for water box, yes
#for membrane

langevinPiston on

langevinPistonTarget 1.01325 ;# in bar -> 1 atm
langevinPistonPeriod 200.

langevinPistonDecay 50.

langevinPistonTemp $temperature

}

restartfreq 1000 ;# 1000steps = every 2ps
dcdfreq 1000

xstFreq 1000

outputEnergies 50

outputPressure 50

## EXECUTION SCRIPT

run 25000000 ;# 50 ns
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Anexo 2. Parametrizacion del residuo CYT.

El residuo CYT se construyd enlazando covalentemente el producto de transposicion de
Smiles del timoprazol con una cisteina, para obtener la molécula que se presenta en la
figura 36:

Figura 36. Estructura molecular del residuo CYT.

La molécula del residuo CYT se envio al sitio de parametrizacion de ligandos
swissparam, para obtener sus archivos de topologia y pardmetros correspondientes,
compatibles con el campo de fuerza CHARMM?27, para realizar las dindmicas moleculares
de los sistemas 815 y 824.

El residuo CYT, que posee una carga positiva debido al enlace que une al carbono del
anillo de bencimidazol con el atomo de nitrégeno de la piridina, se solvatd anadiendo
moléculas de agua tipo TIP3 en un cubo a 10 A de distancia y se afiadid un atomo de idn
cloruro para que el sistema se neutralizara.

Inicialmente, el sistema, excepto la molécula del residuo CYT, se minimizdé a una
temperatura de 0° K, durante 10000 pasos.

A partir de las coordenadas atomicas del sistema anterior, se realizd una dinamica de 30 ps
del sistema excepto el residuo CYT.
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El siguiente paso consistioé en someter el sistema resultante del paso anterior a una dinamica
molecular de 100 ps, partiendo de una temperatura de 10° K y finalizando con una de 310°
K.

Las coordenadas atomicas resultantes del paso anterior se sometieron a una dinamica de 30
ps a 310° K y presion constante de una atmosfera.

El sistema resultante del paso anterior se someti6 a una dinamica de 2 ns a una temperatura
constante de 310° K y volumen constante.

Se realizd un agrupamiento de cuadros al archivo de trayectoria del paso anterior y se
obtuvo como estructura representativa de la dindmica de 2 ns, al cuadro 51, con 74
miembros similares estructuralmente.

El paso final fue minimizar durante 100000 pasos el sistema que se obtuvo en el paso
anterior, a 0° K y la estructura resultante se tom6 como referencia para compararla con
datos estructurales experimentales.

Se realizd una busqueda de cristales de alguna molécula similar al residuo CYT y se
encontro el cristal del compuesto 2-((1-(Bencimidazol-2-yl)-4-metoxi-3,5-dimetil-piridinio-
2-il)-metileno-ditio)-etanol perclorato, con la estructura molecular que se presenta en la
figura 37.

Figura 37. Estructuras moleculares del producto de la transposicion de Smiles del omeprazol

ligado, mediante un enlace disulfuro al b-mercapto etanol y del timoprazol con una cisteina.

Esta estructura se obtuvo de la reaccion de P-mercaptoetanol con el omeprazol en
condiciones acidas. Posteriormente se tomo la estructura del residuo CYT minimizada para
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compararla con la del cristal y se realizé un empalme de estructuras, obteniendo un valor de
similitud (overlay similarity) de 0.704829. El empalme se muestra en la figura 38:

Figura 38. Empalme de las estructuras moleculares del residuo CYT con la especie activa del

omeprazol enlazada con -mercaptoetanol. Los 4&tomos de carbono de color verde pertenecen al
residuo CYT.

Posteriormente se realizd la medicion de algunos pardmetros estructurales de ambas
estructuras, que se pueden observar en las tablas 26 y 27. Los atomos enlistados en la tabla
corresponden a la numeracion atomica de la estructura cristalina del la especia activa del
omeprazol enlazado al B-mercaptoetanol.
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Tabla 25. Comparacion de distancias interatomicas del residuo CYT vy el cristal del omeprazol.

CYT |omeprazol| CYT |omeprazol
dl | S20-S36 | S8-S9 |2.05393| 2.01975
d2 | C8-N15 | C17-N1 |1.55198| 1.42067
d3 | N9-C8 | N25-C17 |1.32028| 1.30938
d4 | C8-N7 | C17-N18 |1.36685| 1.3562

d5 | C21-820 | C7-S8 |1.82031| 1.83876
d6 | S36-C33 | S9-C10 | 1.8245 | 1.84226
d7 | C2-C1 | C24-C19 |1.39355| 1.40797
d8 [C10-C21 | C2-C7 |1.51222| 1.48413
d9 [N15-C10| NI1-C2 |1.37601| 1.37445
d10| C33-C31 | C10-C11 [1.53668 | 1.50918
dl1| C2-N9 | C24-N25 [1.37737| 1.40662
dl2| C1-N7 | C19-N18 [1.36074 | 1.36871
d13|N15-C14| NI1-C6 |[1.36107| 1.33756
d14| C10-C11| C2-C3 |[1.40987| 1.39313
d15|C11-C12| C3-C4 |[1.39505| 1.35167
dl6|C12-C13 | C4-C5 1.3901 1.4253

d17|C13-C14| C5-C6 |[1.39967| 1.36631
dig8| C2-C3 | C23-C24 [1.39951| 1.38273
dl9| C3-C4 | C22-C23 [1.39998| 1.37394
d20| C4-C5 | C21-C22 | 1.3977 | 1.39625
d21| C5-C6 | C20-C21 [1.39774| 1.36399
d22| C1-C6 | C19-C20 [1.39285| 1.40208

Filas = distancias 22
Columnas = moléculas 2
Grados de libertad = 21
chi cuadrada de tabla = 32.7
chi cuadrada de prueba =|0.02036771




Tabla 26. Comparacion de angulos del residuo CYT vy el cristal del omeprazol.

lig ome lig (obs) | ome (esp)
al N9-C8-N7 | N25-C17-N18 | 113.48712|113.49062
a2 | N9-C8-N15 | N25-C17-N1 |124.65218 | 124.9732
a3 | C8-N15-C10 | C17-N1-C2 |126.55824|122.35299
a4 |N15-C10-C21| NI1-C2-C7 |125.92803 |118.73406
a5 |NI15-C10-C11 | NI1-C2-C3 119.34288 | 117.61921
a6 | C10-C21-S20 C2-C7-S8 112.78718 | 115.45864
a7 | C21-S20-S36 C7-S8-59 103.11007 | 104.3443
a8 | S20-S36-C33 | S8-S9-C10 |101.75907 | 104.91728
a9 C2-N9-C8 | C24-N25-C17| 103.2767 | 104.68953
al0| CI1-N7-C8 |C19-N18-C17|106.86106|107.42131
all| S36-C33-C31 | S9-C10-C11 |112.58177|111.61506
al2| NO9-C2-C1 |N25-C24-C19|111.45301|108.92424
al3| N7-C1-C2 |NI18-C19-C24|104.88506| 105.46
al4| C6-C1-N7 | C20-C19-N18 |131.69262|132.51784
al5| Co6-C1-C2 | C20-C19-C24|123.41104|122.00396
al6| C5-C6-Cl C21-C20-C19 | 116.71442 | 116.33705
al7| C4-C5-C6 | C22-C21-C20|121.34203|121.89416
al8| C3-C4-C5 |(C23-C22-C21|120.64768|121.99179
al9| C2-C3-C4 | C24-C23-C22|118.94311|117.57572
a20| NO9-C2-C3 | N25-C24-C23|129.60572 | 130.94985
a2l| C3-C2-C1 C23-C24-C19 | 118.9397 | 120.10648
a22 | C10-C11-C12 | (C2-C3-C4 121.4828 |120.17655
a23 | C11-C12-C13 | C3-C4-C5 |117.77416|122.19537
a24 | C12-C13-C14 | (C4-C5-C6 119.93375| 114.7451
a25 | N15-C14-C13| NI1-C6-C5 |121.88725]123.61492
a26 | C8-N15-C14 | C17-N1-C6 |113.89308|116.13158
a27|C21-C10-C11 | C7-C2-C3 | 114.70091 | 123.6223
Filas = distancias = 27
Columnas = moléculas = 2
Grados de libertad = 26
chi cuadrada de tabla = 38.9
chi cuadrada de prueba = | 2.07102037
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En ambos casos se cumple lo siguiente:

HO Los parametros son iguales
No todos los parametros son
HI iguales

si prueba < tabla = Ho se acepta

si prueba > tabla = Ho se rechaza

Anexo 3. Detalles de la regresion lineal de las graficas A y B de la figura 19.

Tabla 27. Estadisticas de la regresion de la grafica A
Coeficiente de correlacion multiple 0.88630503

Coeficiente de determinacion R* 0.7855366
R* ajustado 0.77123904
Error tipico 1.26257378
Observaciones 17
F 54.9420039
Suma de cuadrados de residuos 23.9113883

Promedio de los cuadrados de residuos 1.59409255

Tabla 28. Estadisticas de la regresion de la grafica B
Coeficiente de correlacion multiple 0.96427138

Coeficiente de determinacion R 0.92981929
R? ajustado 0.92442078
Error tipico 0.21264488
Observaciones 15
F 172.236097
Suma de cuadrados de residuos 0.58783197

Promedio de los cuadrados de residuos 0.04521784



Anexo 4: Resultados de QMEAN, ANOLEA y Ramachandran.

Confdérmero inicial del sistema silvestre:

Comparison with non-redundant set of PISA assemblies

1.0 1.5

0.5

normalised QMEANE score
-0.5 0.0
|

Z-score QMEAN: -2.93

o Z-score Cheta: -0.90

— - Z-score all_atom: -1.90 W |Z-score|<

' Z-score solvation: -2 .96 O 1<|Z-score|<2
Z-score forsion: -2.31 O |Z-scorel=2

0 Z-zcore S5E agree: -2.96 B guery model

— 7| Z-score ACC agree: -1.81
| | T T T |
0 500 1000 1500 2000 2500

protein size

Figura 39. Valores de QMEAN del conformero inicial del sistema silvestre.
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SMIDPPRATYPDAVLKCRTAGIRY IMYTGOMP I TRALAARSYGT TSEGIETVED IRARLRVRYDO YRR DARACY TNGHMILKDMOPSEL VEALRT XPEMYFARTSPOOKLY IVESCORLG

Figura 40_1. Gréafica de ANOLEA del conférmero inicial del sistema silvestre.
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Conférmero inicial del sistema silvestre (continuacion):

1 7ol 77l 7ol 791 G0l 11 g2l g3l
AIVAYTHEOGYNDSPALKKAD IGYANMG TAGSDAAKNARDMT LLOONF AS IV TGYEGRL IFONLKKS TAY TLTRHIPEL TRPYL I Y ITYSWYPLPLGCITILF IELCTOIFPSYSLAYEKAES

:L.-__. A -

Anolea é
Anolea é
Anolea é
Anolea é
Anolea é

Figura 40_2. Grafica de ANOLEA del conformero inicial del sistema silvestre.
(continuacion).
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FROCHECE

Ramachandran Plot
mput atom only

Psi (degrees)

Phi (degrees)

Plot statistics
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Figura 40_3. Grafica de Ramachandran del conformero iniclal del sistema silvestre.
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Conférmero en el equilibrio del sistema silvestre:

Comparison with non-redundant set of PISA assemblies

1.5

1.0

(G R L] ©
e ) f
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0.5

normalised QMEAMNG score
-0.5 0.0
|

Z-score QMEAN: -3.06

o Z-score Cheta: -0.73

— - Z-score all_atom: -1.47 B |Z-score|<

' Z-score solvation: -3.09 @ 1<[Z-score|<2
Z-score torsion: -2.85 O |Z-score|=2

o Z-score SSE agree: -3.06 B guery model

— 7| Z-score AGC agree: -1.82
T T | | | T
0 500 1000 1500 2000 2500

protein size

Figura 41. Valores de QMEAN del conformero en el equilibrio del sistema silvestre.
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Figura 42_1. Grafica de ANOLEA del estado en el equilibrio del sistema silvestre.
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Confoérmero en el equilibrio del sistema silvestre (continuacion):
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Figura 42_2. Grafica de ANOLEA del estado en el equilibrio del sistema silvestre

(continuacion).
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mput atom only
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Phi (degrees)

Plot statistics

Fesidues in most favouwred regions [AB.L] 046 8l4%

Residues in addihonal allowed repions [a,b.Lp] 203 17.5%

Fesidues in generously allowed regrons [~a.~b.~1-p] 9 0.8%

Fesidues in disallowed regions 4 0.3%

Mumber of non-glyeme and non-prolme residues 1162  100.0%
Mumber of end-residues (excl. Gly and Pro) 4

Mhumber of ghyeine residues (shown as mangles) 91

Mhumber of proline residues 69

Total number of residues 1326

Based on an analysis of 118 stuctures of reselution of at least 2.0 Angstroms
mnd R-factor oo greater than 20%5, a good quality mode] would be expected
to have over 90% in the most favoursd regions.

Figura 42_3. Grafica de Ramachandran del conformero en el equilibrio del sistema
silvestre.
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Confoérmero minimizado del sistema silvestre:

Comparison with non-redundant set of PISA assemblies
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Figura 43. Valores de QMEAN del conférmero minimizado del sistema silvestre.
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Figura 44_1. Grafica de ANOLEA del estado en el equilibrio minimizado del sistema

silvestre.
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Conférmero minimizado del sistema silvestre (continuacion):

Anolea 1o

o o o oahe oot _en oo s ]
-10

721 il 741 7ol 7ol 77l a1 791 a0l 11 g2l 31
ATYAYTEOGYNOSPALkAD T GYAMG T AGSDAAKMAADM I LLCONFAS TW TGYENGRL IFOHLKKS IAY TLTRMIPEL TPYL IV ITYSWPLFLGC I TILF IELCTOIFPSWSLAYERAES

Anolea 10 1
0 .
_10_ I - I

_20_
_30_
_40_

B4l a1 ol a7l Gal G591 QoL 911 921 931 941 i
DI MXLRPRNPEROGLYHEPLARY SYFUIGAINSFAGFTONF TAMAQEGWF PLLCYGLRAQWED <X LOOL QDS YGUEWT FGORL Y (Y TCY TWFF IS IEVCQ IADWL IRKTRELS AP QUGF
Anolea 10 4

0 ------—-—-.lllll|-I|||.'-————--———-...-r""—-'—-II————-—-.-——-”-ll-I-——-—ﬂ-"1lI|llﬂll|-|||||I.------
_10_
_20_

_30_
_40_

961 a7l 51 51 1001 1011 1021 1ol 1041 1051 1061 1071
FRMEILYIATIWFOWC IGCFLCYCPGHPNIFMFMP IRFOWWLYFLPYGILIF Y DEI RKLGYRCCPGSMWDOELY Y MARLAEK K TCGORMEEF ORY CUNPOTGUML GRTLSRUWYW ISLY Y

Anolea 10
o]
10 '
=20
=30
—40 T T | T T T | T T T
1081 1091 1101 111 1121 1131 1141 1151 1161 1181 1191
FF‘|"'l."'\."HTGLFF]LU_'\"\.I'LNQT"."DPVTPDV':!DELRSPGWLRPDWGEHGLE I \.l"\"N'v‘SEINRTUHDLTH'I'LXHFLHEVSPHH:!EDSIN:TSEE!‘f'FFQESFRFIPNK'I'HFSCHFFFIDNLCNCSGL
Anolea
0 F
=1
_20_
_30_
_40_
1201 1211 1221 1231 124 125 12.'-" 281
FOPNFGFEEGKPLCFI IKNI\RI'U'HFLF‘SNGSFPR'I.I'DCPFLDQF‘RELGQPLQ'I.I'H"r'"|"F‘F‘NGTFSLX'\"FF‘WGKHHQPX'T'SNPLUHHHLLNIF‘RI‘HE'I.I'HI'IJ'CHUHHDWTFNT'FXDP?EKUEF
Anolea 10 4
0 -
_10_
_20_
_30_
S p—
13241325
KLKIE

Figura 44 _2. Grafica de ANOLEA del estado en el equilibrio minimizado del sistema
silvestre.
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Confbérmero inicial del sistema 815:

Comparison with non-redundant set of PISA assemblies
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Figura 45. Valores de QMEAN del confoérmero inicial del sistema 815.
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Figura 46_1. Grafica de ANOLEA del estado inicial del sistema 815.
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Conférmero inicial del sistema 815 (continuacion):
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Figura 46_2. Grafica de ANOLEA del estado inicial del sistema 815.
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Tumber of prolme residoes 40

Total momher of residoes 1E|5
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Figura 46_3. Grafica de Ramachandran del conformero inicial del sistema 815.
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Conférmero en el equilibrio del sistema 815:

Comparison with non-redundant set of PISA assemblies
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Figura 47. Valores de QMEAN del conformero en el equilibrio del sistema 815.
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Figura 48 1. Grafica de ANOLEA del estado en el equilibrio del sistema 815.
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Conférmero en el equilibrio del sistema 815 (continuacion):
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Figura 48 2. Gréafica de ANOLEA del estado en el equilibrio del sistema 815
(continuacion).
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PROCHECE

Ramachandran Plot
mput_atom_ only

Psi (degrees)
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Mumber of end-residues (excl Gly and Pro) 4
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Toral momher of residoes

Based on an anahvsis of 118 stroctumes of esohation of at least 2.0 Angsroms
2z F-factor oo greater than 207, 2 good quality mode] would be axpected
to have over #0% e in the maost frvoumsd emions.

Figura 48 3. Grafica de Ramachandran del conformero en el equilibrio del sistema 815.
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Conférmero minimizado del sistema 815:

Comparison with non-redundant set of PISA assemblies
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normalised QMEANG score
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Z-score QMEAN: -3.96
Z-score Cheta: -0.94

E - Z-score all_atom: -2.02 B [Z-score|<l
' Z-score solvation: -4.06 O 1<|Z-score|<2
Z-score torsion: -4.30 O |Z-score|=2
0 Z-score SSE agree: -3.97 B query model
— 7| Z-score AGC agree: -2.18
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Figura 49. Valores de QMEAN del conférmero minimizado del sistema 815.
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Figura 50_1. Grafica de ANOLEA del estado en el equilibrio minimizado del sistema 815.
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Conférmero minimizado del sistema 815 (continuacion):
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Figura 50_2. Grafica de ANOLEA del estado en el equilibrio minimizado del sistema 815

(continuacion)
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Confbérmero inicial del sistema 824:

Comparison with non-redundant set of PISA assemblies
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0 Z-score SSE agree: -3.00 B query model

— 7| Z-score AGC agree: -1.84
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Figura 51. Valores de QMEAN del conférmero inicial del sistema 824.
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Figura 52_1. Grafica de ANOLEA del estado inicial del sistema 824.
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Conférmero inicial del sistema 824 (continuacion):
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Figura 52_2. Grafica de ANOLEA del estado inicial del sistema 824 (continuacion).
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PROCHECEKE
Ramachandran Plot
mput atom only ssppe
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Plot statistics

Fiessichnes in most favoured regrons [ABL] 1016 BT4%
Fzsidues in additional allowed regions [ab.Lp] 12 10.72%
Fesidnes in penerously allowed regions [~a,~,~L~p] 18 1.5%
Fizsidnes in disallowed remns 4 03%
Mumber of non-zlycine and pon-proline residnes 1;! 10000%:
Wumber of end-recidoes (eecl Gy and Pro) 4
umber of glycne residoes (shown as triangles) a1

Tumber of proline residoss G0

1326

Total oomber of residoss

Based on an znabyiis of |15 strectums of resolution of at least 2.0 Angstroms
amd F-factor no greahar than 20%e, & good quality moded wonld bo expected
to o over 802 in the most froommed rgions.

Figura 52_3. Grafica de Ramachandran del conféormero inicial del sistema 824.

103



Conférmero en el equilibrio del sistema 824:

Comparison with non-redundant set of PISA assemblies
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Figura 53. Valores de QMEAN del conformero en el equilibrio del sistema 824.
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Figura 54_1. Grafica de ANOLEA del estado en el equilibrio del sistema 824.
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Conférmero en el equilibrio del sistema 824 (continuacion):
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Figura 54_2. Grafica de ANOLEA del estado en el equilibrio del sistema 824
(continuacion).

106



PROCHECK

-1354

Ramachandran Plot

iput_atom_only

&
] —— T P
: [
—
par
P
i
&
A
i
o
i 5 _|_|— N
) o lLASS 4
P;rul —p= ’J . ..
- !
| = ¥ | B ‘ R
| | ! s
L | | a B
| |
A5 0 45 90 135 180
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Fesudues m most favouwred regions [ABL] 320 T6.6%
Resudues mm addronal allowed regons [a.b1p] 252 21.7%
Fesidues in generously allowed regrons [~a~b.~1~p] 19 1.6%
Fesuues m diszllowed regions 1 0.1%
Mumber of non-glycme and non-prolme residues IIE_J IED_.IB;-'&
Mhumber of end-residues (excl. Gly and Pro) 4
MNumber of ghrene residues (shown as tiangles) 91
Mhumber of proline residues 69
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Based on an apalysis of 118 siroctures of reselution of at least 2.0 Angsiroms
and B-factor oo preater than 20%;, a good quality mode] would be expected

to have over 20% i the most favoured regions.

Figura 54_3. Grafica de Ramachandran del conformero en el equilibrio.
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Confoérmero minimizado del sistema 824:

Comparison with non-redundant set of PISA assemblies
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Figura 55. Valores de QMEAN del conférmero minimizado del sistema 824.
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Figura 56_1. Grafica de ANOLEA del estado en el equilibrio minimizado del sistema 824.
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Conférmero minimizado del sistema 824 (continuacion):
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Figura 56_2. Grafica de ANOLEA del estado en el equilibrio minimizado del sistema 824

(continuacion).
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Anexo 5. Tablas y figuras de los puntos criticos de enlace.

Conférmero inicial minimizado del sistema 815:

Figura 57. Puntos criticos de enlace de los atomos del residuo CYT 815 con atomos de
moléculas cercanas en el conféormero inicial minimizado.
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Tabla 29. Puntos criticos de enlace de los atomos del residuo CYT &15 con atomos de

moléculas cercanas en el conférmero inicial minimizado.

Inicial

BCP

Name

Atoms

Rho

desSqRho

Ellip

K

BPL-GL

TIP9093 H

PC1

291

BCP291

N214 - H324

0.018775

0.05751

0.072896

-0.000313

0.017203

TIP4231 H

PC2

422

BCP422

N214 - H315

0.019943

0.061862

0.016262

-0.000296

0.031471

TIP4565 O

PC3

460

BCP460

H221 - 0344

0.00504

0.018576

0.984745

-0.000913

0.035544

TIP8076 O

PC4

453

BCP453

H221 - 0338

0.009199

0.031665

0.108475

-0.000626

0.009192

TIP5423 O

PC5

281

BCP281

H222 - 0335

0.006517

0.024366

0.11536

-0.000801

0.012528

Tyr801 C

PC6

279

BCP279

Cl144 - H223

0.006466

0.021162

3.215364

-0.001118

0.094268

Phe 334 H

PC7

104

BCP104

HS80 - C211

0.001575

0.004623

7.050962

-0.000295

1.079781

Leu811 H

PC8

207

BCP207

H189 - C211

0.003745

0.009949

1.180501

-0.000443

0.360019

TIP3937 O

PC9

189

BCP189

C211 - 0320

0.005355

0.018995

0.940862

-0.000782

0.451161

Ala337C

PC 10

278

BCP278

C120 - H224

0.007052

0.026702

0.724873

-0.001493

0.575164

Val333 H

PC 11

267

BCP267

H69 - N212

0.004427

0.013269

0.159155

-0.000505

0.042516

Val333 H

PC 12

2

BCP2

H68 - N220

0.005316

0.016928

0.451153

-0.000608

0.066539

TIP2503 O

PC 13

443

BCP443

H228 - 0329

0.003166

0.012609

0.483274

-0.000687

0.125799

Val333 H

PC 14

76

BCP76

H67 - S225

0.005317

0.017445

0.59923

-0.001051

0.167138

Met336 C

PC 15

138

BCP138

C109 - S225

0.003697

0.012395

0.711365

-0.000706

0.095222

TIP2216 O

PC 16

20

BCP20

H227 - 0326

0.006936

0.025172

0.033965

-0.000841

0.040411

TIP2216 O

PC 17

29

BCP29

H229 - 0326

0.008777

0.028942

0.027554

-0.000654

0.010954

Aspl39 O

PC 18

293

BCP293

014 - C216

0.005221

0.019325

1.602527

-0.000844

0.035668

TIP1396 O

PC 19

468

BCP468

C217 - 0350

0.00306

0.009091

2.034859

-0.000401

0.662411

Asnl40 O

PC 20

41

BCP41

032 - H230

0.006626

0.025009

0.925949

-0.001116

0.416455

Asnl40 N

PC21

296

BCP296

N33 -H230

0.005561

0.018579

0.091741

-0.000737

0.023813

TIP2943 O

PC 22

305

BCP305

H230 - 0356

0.003897

0.016456

4.33029

-0.000833

0.452667

TIP1280 O

PC 23

BCP5

04 - C218

0.008353

0.028639

0.942228

-0.001027

0.440241

TIP2943 O

PC 24

308

BCP308

H231 - 0356

0.007716

0.028806

0.147988

-0.000964

0.032027

TIP3987 O

PC25

286

BCP286

C219 - 0353

0.002706

0.009479

1.503209

-0.000511

0.065069

TIP7116 O

PC26

BCP9

07 - H232

0.004172

0.015154

0.259351

-0.000814

0.111377
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Conférmero en el equilibrio minimizado del sistema 815:

Figura 58. Puntos criticos de enlace de los atomos del residuo CYT 815 con 4tomos de
moléculas cercanas en el conférmero del equilibrio minimizado.
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Tabla 30. Puntos criticos de enlace de los atomos del residuo CYT &15 con atomos de

moléculas cercanas en el conformero del equilibrio minimizado.

Final

BCP

Name

Atoms

Rho

desSqRho

Ellip

K

BPL-GL

Arg330 N

PC1

113

BCP113

N89 - N189

0.004081

0.011881

0.0326

-0.000335

0.010294

TIP634 H

PC2

239

BCP239

N189 - H301

0.019045

0.059882

0.113761

-0.000414

0.021213

Arg330 N

PC3

121

BCP121

N92 - H196

0.004062

0.013724

0.082226

-0.000674

0.02701

TIP3591 H

PC4

245

BCP245

C184 - H291

0.008228

0.026169

0.877787

-0.001195

0.377757

TIP4483 H

PC5

253

BCP253

H197 - 0293

0.004525

0.018046

0.307261

-0.000888

0.060148

TIP4766 O

PC6

279

BCP279

H197 - 0320

0.00851

0.029869

0.47491

-0.001134

0.239038

Leu811 H

PC7

183

BCP183

H144 - C185

0.007534

0.025995

1.741086

-0.001375

0.097979

Leu813 O

PC8

212

BCP212

0168 - H198

0.007789

0.029884

0.140411

-0.001019

0.030694

Gly814 H

PC9

189

BCP189

H174 - C186

0.002096

0.006601

0.370935

-0.000416

0.071227

TIP3748 O

PC 10

177

BCP177

HI199 - 0308

0.006017

0.020771

0.005708

-0.000859

0.016629

TIP6853 O

PC 11

238

BCP238

O7-N187

0.002776

0.009615

1.485492

-0.000427

0.029953

TIP2372 O

PC 12

21

BCP21

H3 - N195

0.019326

0.064899

0.258329

-0.000636

0.002448

TIP6853 O

PC 13

1

BCP1

O7 - H203

0.003596

0.011747

0.336356

-0.000639

0.012407

Cl1525

PC 14

11

BCP11

H203 - C1329

0.004131

0.012076

1.158611

-0.000629

0.238839

Val333 H

PC 15

128

BCP128

H104 - S200

0.00653

0.019368

0.071097

-0.001041

0.012822

ASN140 O

PC 16

50

BCP50

045 - 5200

0.004286

0.015216

0.121167

-0.000756

0.033603

Aspl39 O

PC 17

30

BCP30

028 - H202

0.005275

0.019777

0.077324

-0.000819

0.010577

ASN140 O

PC 18

262

BCP262

045 - H204

0.012454

0.039699

0.09543

-0.000409

0.027099

ASN140 H

PC 19

56

BCP56

H47 - C191

0.00588

0.022014

1.120001

-0.001272

0.508665

Val333 H

PC 20

135

BCP135

H107 - C191

0.002133

0.005658

2.330906

-0.000281

0.208094

TIP4323 O

PC21

284

BCP284

H205 - 0326

0.009335

0.030227

0.055102

-0.000546

0.006268

TIP5742 O

PC22

265

BCP265

04 - H205

0.004563

0.017455

0.945814

-0.00086

0.515383

TIP8132 O

PC23

285

BCP285

H205 - 0311

0.008537

0.031458

0.275182

-0.001081

0.106125

TIP2632 O

PC 24

261

BCP261

C193 - 0323

0.006317

0.018574

0.435334

-0.000602

0.090118

TIP1178 O

PC25

287

BCP287

H206 - 0302

0.011277

0.038051

0.092826

-0.000749

0.036368

TIP3411 O

PC26

288

BCP288

H207 - 0287

0.009337

0.036226

0.123603

-0.00121

0.084285

TIP4544 O

PC 27

276

BCP276

H207 - 0296

0.004472

0.01911

0.155953

-0.000927

0.034573

Val333 H

PC 28

257

BCP257

HI110 - C194

0.002682

0.00856

0.604859

-0.000509

0.020495
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Conférmero inicial minimizado del sistema 824:

Figura 59. Puntos criticos de enlace de los 4&tomos del residuo CYT 824 con 4tomos de
moléculas cercanas en el conférmero inicial minimizado.
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Tabla 31. Puntos criticos de enlace de los atomos del residuo CYT 824 con atomos de

moléculas cercanas en el conférmero inicial minimizado.

Inicial

BCP

Name

Atoms

Rho

desSqRho

Ellip

K

BPL-GL

POPC28 H

PC1

309

BCP309

H37 - C352

0.003821

0.011244

0.364953

-0.000606

0.098555

tyr142 O

PC2

311

BCP311

0211 - H365

0.007302

0.02843

0.360213

-0.001174

0.108013

tyrl42 C

PC3

288

BCP288

C208 - H365

0.006499

0.020575

3.336299

-0.001008

0.180735

tyr142 O

PC4

315

BCP315

0211 - H364

0.007879

0.029885

0.231765

-0.001102

0.068574

ile816 O

PC5

384

BCP384

0263 - H363

0.001791

0.006814

0.571213

-0.000459

0.057627

Phe820 H

PC6

364

BCP364

H301 - C349

0.004675

0.013573

0.911452

-0.00069

0.585875

POPC28 H

PC7

344

BCP344

HS52 - N355

0.004698

0.014368

0.280654

-0.000541

0.027696

Phe820 C

PC8

531

BCP531

C302 - H369

0.005736

0.018559

0.577725

-0.001018

0.30048

TIP2178 O

PC9

530

BCP530

0188 - H368

0.001677

0.006877

1.002365

-0.000466

0.149669

TIP3532 O

PC 10

267

BCP267

0185 - H368

0.005021

0.020332

0.057881

-0.00091

0.024857

TIP8869 H

PC 11

16

BCP16

N361 - H467

0.016788

0.056967

0.362974

-0.000736

0.00268

POPC4 H

PC 12

214

BCP214

H155 - S366

0.004265

0.01367

0.037296

-0.000885

0.028059

POPC4 O

PC 13

182

BCP182

0135 -H370

0.010026

0.037431

0.121085

-0.001061

0.036976

POPC4 O

PC 14

197

BCP197

0135 - H371

0.006012

0.023816

0.436572

-0.001094

0.13895

POPC4 O

PC 15

525

BCP525

0144 - H371

0.008141

0.029307

0.015734

-0.000722

0.004426

TIP4320 O

PC 16

526

BCP526

H371 - 0469

0.005251

0.02494

2.630912

-0.001443

0.191081

TIP4320 O

PC 17

528

BCP528

H372 - 0469

0.010376

0.03742

0.051222

-0.000863

0.026634

POPC28 H

PC 18

26

BCP26

018 - H373

0.002425

0.010757

0.272414

-0.000736

0.013953

POPC28 O

PC 19

60

BCP60

H50 - N361

0.003114

0.010261

1.152429

-0.000474

0.046745

TIP31220

PC 20

2

BCP2

N353 - 0463

0.00462

0.016203

0.031163

-0.000534

0.019083

Tyrl42 O

PC21

294

BCP294

0204 - N353

0.00286

0.010886

2.387441

-0.00051

0.055548

POPC28 H

PC 22

62

BCP62

H46 - N353

0.00386

0.01235

2.821258

-0.000571

0.079528
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Conférmero en el equilibrio minimizado del sistema 824:

Figura 60. Puntos criticos de enlace de los atomos del residuo CYT 824 con dtomos de
moléculas cercanas en el conformero en el equilibrio minimizado.
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Tabla 32. Puntos criticos de enlace de los atomos del residuo CYT 824 con atomos de
moléculas cercanas en el conférmero en el equilibrio minimizado.

Final

BCP

Name

Atoms

Rho

desSqRho

Ellip

K

BPL-GL

tyrl42 C

215

BCP215

C166 - H349

0.005108

0.014894

1.085036

-0.00077

0.933347

Ile145 C

278

BCP278

C204 - H349

0.002523

0.008018

2.815566

-0.000427

0.518189

tyr142 O

239

BCP239

0176 - H349

0.006999

0.027441

0.184367

-0.001095

0.056084

Phe990 H

463

BCP463

C336 - H478

0.006059

0.018561

0.125991

-0.000949

0.043624

tyr142 O

244

BCP244

0176 - H348

0.00782

0.029711

0.122458

-0.001041

0.033019

Alal46 H

257

BCP257

H225 - C334

0.00655

0.019936

1.374051

-0.001016

0.458481

Ile 816 O

342

BCP342

0247 - H347

0.002291

0.008819

0.19624

-0.000571

0.058062

Phe820 H

320

BCP320

H285 - C333

0.003626

0.010433

0.856479

-0.000542

0.366037

POPC28 H

O ([ [([ Q||| |[W[IN|—

52

BCP52

H52 - C338

0.004099

0.013653

2.497461

-0.000677

0.119033

Met986 H

—_
(=]

491

BCP491

N345 - H455

0.005067

0.016109

0.79001

-0.000658

0.098967

Phe820 C

—_—
—_—

394

BCP39%4

C286 - H353

0.006018

0.019762

0.635761

-0.001093

0.364621

TIP5565 O

—
\9]

487

BCP487

H352 - 0495

0.008715

0.028009

0.15714

-0.000664

0.021471

POPC4 H

—_
w

481

BCP481

H134 - S350

0.00273

0.008144

1.304997

-0.000477

0.325743

POPC4 H

_.
N

168

BCP168

H136 - S350

0.004119

0.013586

0.212446

-0.000878

0.020356

POPC28 H

[—
()]

69

BCP69

H58 - S350

0.00451

0.014116

0.111647

-0.000897

0.024389

Met986 H

—_
o)

490

BCP490

C341 - H454

0.003577

0.009868

1.518981

-0.000445

0.41366

TIP5565 O

—
3

494

BCP494

H354 - 0495

0.009018

0.028673

0.058593

-0.000602

0.021328

POPC4 H

—_
oo

148

BCP148

C133 - H354

0.003165

0.008436

0.34994

-0.000462

0.74046

TIP4345 O

—_
=]

138

BCP138

H354 - 0486

0.00689

0.025806

0.702405

-0.001127

0.259065

TIP1870 O

[\
S

477

BCP477

H355 - 0492

0.010691

0.035865

0.045458

-0.000708

0.02629

POPC28 O

\9]
—_

28

BCP28

022 - H356

0.006713

0.026564

5.176589

-0.001283

0.060797

POPC28 O

N
N8}

33

BCP33

030 - H356

0.007238

0.028019

0.526362

-0.001223

0.229784

POPC28 O

[\
W

27

BCP27

021 - H356

0.0099

0.031602

0.109993

-0.000498

0.002656

POPC28 H

)
N

470

BCP470

H35 - C344

0.007542

0.023909

1.46254

-0.00127

0.936122

TIP1635 O

[\
(9,

226

BCP226

H357 - 0489

0.0049

0.020263

0.366256

-0.000967

0.044123

Tyrl42 O

[\
(o))

228

BCP228

0169 - H357

0.005876

0.02171

0.101835

-0.00082

0.014147

POPC28 H

[\8}
3

287

BCP287

H49 - N337

0.003222

0.010399

0.111756

-0.000528

0.035665

Tyr142 O

28

224

BCP224

0169 - N337

0.003538

0.013133

0.573693

-0.000586

0.01158

Tyrl42 C

29

221

BCP221

C166 - N337

0.002655

0.008493

2.792249

-0.000401

0.54919

Phe990 H

30

469

BCP469

N337-H474

0.003715

0.012523

1.149404

-0.000626

0.045099
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This work describes the conformational behavior and the activation mechanism of timoprazole and substituted prazoles
from the most stable conformation to the sulphenic acid. The stability of the conformers can be explained by the

presence of hydrogen bonds, stereoelectronic effect because of the lone pair of sulfur atom and the N'"C and N**'S inter-
actions. The first step of the Smile rearrangement is a nucleophilic addition to benzimidazole by pyridine moiety,
which depends on the difference of the electron population of the atoms involved in the attack. The second step
produces sulphenic acid by a concerted reaction where breaking of the S-C bond goes along with a proton migra-
tion, and is determined by the electron population of the sulfur atom. Copyright © 2011 John Wiley & Sons, Ltd.

pyridine nitrogen forming a spiro tricyclic structure. A subsequent

Supporting information may be found in the online version of this paper.
Keywords: activation mechanism; conformational analysis; omeprazole; prazole; sulphenic acid
INTRODUCTION

The acid gastric secretion occurs in parietal cells of the stomach
when the gastric H*/K* ATPase, a proton pump, transports one
hydrogen ion (H*) from the cytoplasm in exchange for one
potassium ion (K*) retrieved from the gastric lumen." The
proton pump inhibitors (PPls) are the most potent inhibitors of
acid secretion available to treat many gastric conditions.””!
Scheme 1 shows the basic structure of PPIs, timoprazole (pyridyl
methylsulfinyl benzimidazole) and some of its analogues.

The proposed action mechanism of PPIs has three steps: (i) in-
active form of PPIs (prodrug) accumulation in the gastric parietal
cell, because of the acid conditions; (ii) prodrug conversion to
the active form; and (iii) the reversible and irreversible covalent
binding™ of the active form to the gastric proton pump by a
disulfur bond to specific cysteines, inhibiting enzymatic activity.

The proposed activation mechanism of PPIs is presented in
Scheme 2, which proceeds via a Smiles rearrangement.“'ﬂ The
general view of Smiles rearrangement involves a heteroatom
substitution, a sequence of intramolecular addition and elimina-
tion, where the leaving groups on the arene segment can be
groups such as O, S, SO, or SO, or any substituent capable of
removing the negative charge from the arene group. The
nucleophiles can be OH, SH, SO,H, NH,, or NHacyl groups. The
rearrangement is usually base catalysed although acid and heat
catalysed rearrangements have also been reported.” The bridg-
ing carbon atoms between leaving and nucleophile groups can
be either saturated or incorporated into an aromatic ring.

At pH<2, there are three acid-base equilibria between the
three possible protonated states of PPIs: protonated pyridine
moiety, protonated benzimidazole moiety, or both. A small
concentration of protonated benzimidazole allows a Smiles
rearrangement because of an increase of the electrophilicity of
carbon atom 2 (C2, as shown in Scheme 1) of the benzimidazole
ring. In this situation, C2 undergoes a nucleophilic attack from the

elimination generates a sulphenic acid. The sulphenic acid is trans-
formed into sulphenamide after dehydratation, as presented in
Scheme 2. Any of these two thiophylic species can react with
the enzyme forming a disulfur bond with specific cysteines.”

The rate of conversion of PPIs into sulfenic acid was found to
be directly dependent on the basicity of benzimidazole nitrogen
of PPIs,"® which determines the electrophilic reactivity of C2.
In the activation process, the concentration of the prazole
decreases following a kinetic of first order. The rate of conversion
of the sulfenic acid of PPIs into the disulfide (the inhibition
reaction) was found to be dependent on the electrophilicity of
the sulfur atom."™

The aim of this work is to describe the conformational behav-
ior and the activation mechanism of timoprazole from the most
stable conformation to the sulphenic acid and to determine the
substituent effect in the drug activation.

COMPUTATIONAL METHODS

Our calculations were carried out using the Gaussian 09 software
(Gaussian, Inc., Wallingford, CT)..'? Geometries of the stationary
points as local minima and transition states were obtained by
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5 Picoprazole -CH; -COOCH,CH; =CH -CH; -H -H
6 Rabeprazole -H -H =CH -CH;-0OCH,CH,CH,0CH; -H
7 Tenatoprazole -H -OCH; -N -CH; -OCH; -CH;
8 -H -H =CH -H -NO, -H
9 -H -H =CH -H -OH -H
10 -NO, -H =CH -H -H -H
11 -H -H =CH-NO, -H “H “H
12 -NO, -H =CH-NO, -H -H -H
13 -NO, -H =CH-NO, -H -OH -H
14 -NO, -H =CH-NO, -H -OCH; -H
15 -CF,H -H =CH -H -H -H
16 -H -H =C-CF,H -H -H -H
17 -CF,H -H =C-CF,H -H -H -H

Scheme 1. Structure of timoprazole and its analogues
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Scheme 2. Activation mechanism of PPls

optimization calculations and confirmed by additional frequency
analysis at 298.15K. The transition states were characterized
by performing intrinsic reaction coordinate calculations. The
MO06-2x"*! functional and the 6-31++G(d,p) basis set were used
in the calculations. Solvent effect was incorporate by means of
the Integral Equation Formalism variant of the Polarizable
Continuum Model solvent method using the default radii and
water as solvent. Scheme 1 shows the structure of PPIs studied
in this work. Local and integrated properties of electron density
were calculated with AIMALL and AIMStubio software(TK Gristmill
Software, Overland Park KS, USA).l"#
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RESULTS AND DISCUSSION

Conformational analysis of timoprazole

The conformational analysis was performed around the dihedral
angles of the chain that links pyridine and protonated benzimid-
azole rings of timoprazole, generating the initial five geometries
by inspection of the possible conformers. Once we have the op-
timized conformers, we calculated the respective transition state
between them.
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Figure 1 presents the stable conformational isomers and tran-
sition states of timoprazole, whereas Table 1 and Fig. 2 show
total energy, Gibbs free energy and enthalpy differences for
conformers of timoprazole. The most stable conformer is ¢1
(the reference for energy differences), which presents the
pyridine ring antiperiplanar to the S-O bond, with the O-S10-
C11-C14 dihedral of 193.6°. A rotation of 171.1° around the
$10-C11 bond produces a 1.59 kcal mol™ less stable conformer,
2. The eclipsed barrier between ¢7 and ¢2 is of 6.66 kcal mol™".
¢3 is 1.10kcalmol™ less stable than ¢1, where N25 of the
pyridine ring is directed to carbon 2 of the benzimidazole, and
it is produced from ¢2-c3 transition state of 6.37 kcalmol™,
where a reduction of 114° of the dihedral around the C2-S10
bond is observed, followed by a reduction of 5.8° of the dihedral
around C11-C14 bond. A rotation around the S10-C11 of 119.7°
gives ¢4, a linear conformer, 4.72 kcalmol™ less stable than ¢,
after a ¢3-c4 barrier of 8.03kcalmol™. A rotation around the
C11-C14 bond of 40.8° gives ¢5, more stable than ¢4 conformer
by 0.95 kcal. Ohishi et al. and Swamy and Ravikumar found that
c4 is the preferred conformer of neutral omeprazole and neutral
lansoprazole sulfone in solid state.l'>'® There are two possible
paths for ¢1 to adopt the reactive conformation ¢3, ¢1 —¢2 —¢3
and ¢71 — ¢5 — ¢4 — ¢3. The rate-determining step (RDS) of the
first path is the barrier between ¢7 and ¢2, with AH=4.7 kcal
mol™', whereas RDS for the second path is the barrier from c5
to ¢1 with AH=6.5 kcal mol™.

Figure 3 shows the molecular graphs of the conformers
of timoprazole. In ¢T and ¢2, it is possible to observe a N-H N
hydrogen bond with H'N distance of 0.1854 and 0.1643 nm, re-
spectively. These hydrogen bonds were characterized by a bond
critical point (BCP).2! The electron densities at the H'"N BCP

[17-19]

are 0.0400 and 0.0722 a.u. for ¢T and c2, respectively. c2 is less
stable than ¢T because of the orientation of the nonbonded
charge concentrations (NBCC) of the sulfur atom, as shown by
the Laplacian of electron density (V2p)®'! envelopes in Fig. 3. A
lone pair of atoms can be identified with NBCC as defined by
V2p. In the case of 1, the NBCC is perpendicular to the benz-
imidazole ring whereas in the c2 it is parallel to the ring. In c1
the NBCC has the right orientation to delocalize with the benz-
imidazole ring whereas ¢2 does not. The value of the NBCC is a
useful way to measure the delocalization of the lone pair.*?
The V?p value for the sulfur NBCC is 0.1817 and 0.1848 a.u. for
c1 and c2 respectively, where a smaller value is associated with
larger delocalization. The delocalization of the lone pair into
the benzimidazole ring produces a reduction of the C2-S10
bond by 0.0087 nm in c1.

From the V2p envelope of ¢3, it is possible to observe a donor-
acceptor interaction between N15 of the pyridine ring and C2 of
benzimidazole, with a distance of 0.29 nm and a py, =0.0139a.
u. This is the reactive conformation, which allows the Smiles re-
action. ¢3 also presents a hydrogen bond between the hydrogen
atom of protonated N1 and the oxygen atom of the S=0 group,
with a distance of 0.2303 nm and a pp,=0.018 a.u.

The molecular graph of ¢5 presents an interesting NS inter-
action with a N15-510 distance of 0.2819 nm and a py,c, = 0.0244
a.u. Hayashi et al. have already suggested the existence of a N'-'S
interaction in neutral rabeprazole, based on crystallographic dis-
tances.”®! These authors synthesized several derivatives of rabe-
prazole, which presented NS distances around 0.27-0.28 nm
V?p envelope map of ¢5 in Fig. 3 can help to understand the
NS interaction. Around the sulfur core, it is possible to observe
an NBCC related to the lone pair of sulfur atom but also charge

c3 Ts(c3-c4)

- » Q D
5%-Q ’-q

Ts(c4-c5)

c5

Figure 1. Stable conformers of timoprazole and transition states between them
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Table 1. Total energy, Gibbs free energy and enthalpy differences for conformers and structures involved in the activation pro-
cess of timoprazole in kcal mol™

Structure AE AG? AH?
4] 0.00 0.00 0.00
TS (c1-c2) 5.04 6.66 4.71
c2 1.20 1.59 0.91
TS (c2-c3) 5.12 6.37 4.60
3 0.98 1.10 1.19
TS (c3-c4) 7.25 8.03 7.02
c4 538 4.72 5.66
TS (c4-c5) 5.98 6.69 5.74
c5 448 3.77 4.69
TS (c5-c1) 6.83 741 6.46
c3 0.98 1.10 1.19
TS (c3-S) 11.76 12.18 10.65
S 6.14 7.55 6.11
TS (5-SA) 13.10 13.01 10.79
SA -9.99 -9.44 -9.46
Calculated at 298.15K.
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Figure 2. Energy profile of the conformational analysis of timoprazole.
Electronic energy in blue, free Gibbs energy in red and enthalpy in green

depletion oriented toward the NBCC of the nitrogen atom of the
pyridine ring. The NS interaction can be characterized as a do-
nor-acceptor interaction* where the sulfur atom plays the ac-
ceptor role. This interaction produces a linear conformer
slightly more stable than the other linear conformer c4. Figure 3
also shows the molecular orbital related to the NS interaction.
The conformational behavior of timoprazole can be explained by
the presence of hydrogen bonds, stereoelectronic effect because
of the lone pair of sulfur atoms and the N"*C and N'S donor-ac-
ceptor interactions.

Smiles rearrangement of timoprazole

The second part of Table 1 and Fig. 4 show the energy profile of
the Smiles rearrangement of timoprazole, which is initiated by
the nucleophilic attack of nitrogen of the pyridine ring to the
C2 of benzimidazole in the €3 conformation. This is an endother-
mic reaction with a barrier of 12.18 kcalmol™ to give a spiro
structure, S. From ¢3 to TS(c3-S), the N15-C2 distance decreases
to 0.191nm 71.6% of the distance change in the addition

reaction. After the transition state, a reduction of 0.04 nm is ob-
served to give the final N15-C2 distance of 0.1509 nm in S.

The second step of the Smiles rearrangement is a concerted
reaction where a proton migrates from the N7 to the O16 atoms,
which goes with the breaking of the S10-C2 bond to produce
the sulphenic acid, SA, an active form of the prazole drugs, as
shown in Figs. 4 and 5. The transition state of the concerted step
is 5.46 kcal mol™" above the spiro structure. SA is 9.44 kcal mol™
more stable than ¢1. The S10-C2 distance increases 0.181 nm
from S to SA, where the enlargement at the transition state is
0.0361 nm 20% of the distance change. At the TS(S-SA), the
N-H and H-O bond distance changes are connected, while the
N-H distance increases 0.012 nm (13.96%) and H-O distance
decreases 0.083 nm (66.4%). In the same transition state, S-O
and C-N distances just change 0.006 nm (38.21%) and
0.005 nm (43.54%), respectively.

Conformational analysis of substituted prazoles

The conformational analysis of substituted prazoles was per-
formed at the same theoretical level, finding the stable confor-
mers of each, and labeling them in the same way as the
timoprazole conformers and presented in Table 2. In general
they present the same behavior of timoprazole and exhibit c1
as the most stable conformer, whereas conformers c2, ¢3, c4
and ¢5 are on average, 1.5, 1.9, 5.7 and 4.7 kcal mol™ less stable
than ¢1, respectively. Electron-withdrawing substituents in
benzimidazole moiety destabilize the reactive conformation ¢3,
whereas the same kind of substituents on the pyridine ring
stabilizes it.

Some prazoles present a proton migration from benzimid-
azole moiety to pyridine ring. The expected conformer ¢2 for
rabeprazole (Fig. 6) and prazole 10 is not observed because of
migration. In the case of prazoles 11 to 14, c1 and ¢2 converged
to just one conformer with protonated pyridine. The proton mi-
gration is observed with strong electron-withdrawing substitu-
ents in benzimidazole moiety or/and good electron donators in
the pyridine ring.

J. Phys. Org. Chem. 2012, 25 230-238
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Figure 3. Molecular graph of conformers of timoprazole and V2p envelope maps of selected conformers

Smiles reaction of substituted prazoles

Tables 3 and 4 present electronic energy, Gibbs free energy and
enthalpy differences of each barrier of Smiles rearrangement of
substituted prazoles, with ¢3 as reference because the most sta-
ble conformer is not the same for all prazoles. In general the first
barrier is the rate-determining step, except for 12, 13 and 14,
whose second activation energy (E,) is larger than the first one
by 1.90, 2.14 and 2.42kcalmol™, respectively. For 11 and 12,
both E, are very close. The energy changes during the activa-
tion reaction are modulated by the substituent on the rings.

Electron-donating groups in the pyridine and electron-
withdrawing groups in the benzimidazole promote the addition
attack from N15 to C2, whereas the electron-withdrawing
groups in pyridine and electron-donating groups in benzimid-
azole reduce the attack possibility. The commercial prazoles
have the first £, (c3-S) around 8.7 kcal mol™', just 0.8 kcal mol™
smaller than the barrier of timoprazole. The largest value of AH
(€3-5) corresponds to the compound 8, where the -NO, group
on the pyridine ring makes the required nucleophilic attack
difficult, 4.0 kcal mol™" larger than for 1. Compounds 13 and 14,

wileyonlinelibrary.com/journal/poc
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Figure 4. Energy profile of Smiles rearrangement in the prodrug-drug
activation of timoprazole

which have an —OR donating group on the pyridine ring and two
-NO, groups on the benzimidazole, present the smallest E,, 5.7
and 6.0kcalmol™ smaller than timoprazole, respectively. It
seems that an electron-donator group in the pyridine decreases
the barrier in 0.58 kcalmol™', whereas an electron-withdrawing
group increases the barrier in 4.0 kcal mol™'. An -NO, group at
R, or R; decreases AH(c3-S) in 2.9 kcalmol™, whereas a nitro
group in both positions gives a barrier of 5.5 kcalmol™" smaller
than that for timoprazole; the withdrawing effect of -NO, group
at R; and Rs positions is not additive. In general, the spiro struc-
ture S is less stable than ¢3 by 3.05 kcal mol™", except for mole-
cules 10 to 14 where the nitro groups stabilize the C2-N15
bond. On average, 10-14 are 4.8kcalmol™' more stable than
c3. In the case of the second barrier (§-SA), using S as reference,
the larger value corresponds to the prazoles with -NO, groups in
the benzimidazole, whereas the smaller barriers correspond to

prazoles with an —OR group in the pyridine moiety, as commer-
cial prazoles have.

T5(5-5A)

Figure 5. Structures involved in the Smile rearrangement of timoprazole

Correlations

Menger et al. found that the activation energies for four Smiles
reactions vary with the distance squared between the nucleo-
philic and electrophilic atoms.**! Here, we want to report a rela-
tionship between the atomic populations of the atoms involved
in the Smile reaction and the reaction barriers, as useful reactive
index for the intramolecular nucleophile attack in prazoles. It is
possible to calculate the electronic population of each atom de-
fined by the gradient of electron density.”®! The difference be-
tween the electron population (AN) of the nucleophile atom
(N25) and electrophile atom (C2) can be related with AE, AG
and AH of the first step of the Smile reaction by the Eqns
(1)-(3) with R?=0.85. From figures 6 and 7 it is possible to ob-
serve that a small AN gives larger barriers and vice versa.

AE =-171.35 AN + 596.01 (1)
AG = -138.76 AN + 484.77 (2)
AH = -160.53 AN + 557.72 (3)

The electron population of the sulfur atom, N(S), can be re-
lated with AE and AH of the second step of the activation reac-
tion by the Eqns (4) and (5) with R*=0.93. The presence of
electron donating groups in the pyridine rings provokes larger
C2-S distances, larger N(S) and small barriers.

AE = -33.393 AN +499.74 (4)
AH = —22.203 AN + 332.31 (5)

Ife et al. found that there is no simple relationship between
the pyridine basicity, stability and in vivo biological activity.”*”?
In the pyridine ring system, the degree of nucleophilicity of nitro-
gen atom, rather than its basicity, reflects the ease of spiro inter-
mediate formation.®> Whereas, Suschitzky and Wellsin reported
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Table 2. Total energy and Gibbs free energy for conformers of substituted prazoles, in kcal mol™
Structure c2 c3 4 5

AE AGY AE AG? AE AGE AE NG
1 1.20 1.59 0.98 1.10 538 4.72 448 3.77
2 1.53 1.43 1.00 2.06 533 5.83 4.03 4.99
3 1.37 1.27 0.80 1.07 543 4.30 4.03 445
4 1.19 0.70 1.49 2.09 5.22 5.00 4.98 5.15
5 1.07 1.18 0.62 0.63 5.20 6.41 3.76 3.21
6 * * 1.30 2.07 5.65 6.15 428 458
7 1.10 1.70 0.78 2.10 545 5.32 4.01 5.55
8 1.51 1.38 -0.16 0.75 4.26 3.56 3.51 2.75
9 1.13 1.56 1.26 243 579 5.52 4.84 4.72
10 * * 1.35 247 6.03 6.33 5.04 4.86
15 1.16 243 0.98 2.85 553 6.04 4.77 5.48
16 1.28 1.51 1.61 212 6.35 6.83 5.63 494
17 1.14 1.93 1.88 2.96 6.57 7.93 5.69 6.38
Calculated at 298.15K.
*Conformer no observed.
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Figure 6. Proton migration from benzimidazole moiety to pyridine ring of rabeprazole

Table 3. Total energy, Gibbs free energy and enthalpy differences for the barrier ¢3-S, in kcal mol™', and electronic atomic pop-
ulation, in electrons, difference between C2-N25

Structure AE AG® AH? AN(C2-N25)
1 10.8 11.1 9.5 3417
2 9.7 9.2 83 3429
3 10.8 114 9.7 3429
4 9.6 94 8.2 3426
5 86 9.5 7.5 3430
6 10.1 9.4 85 3434
7 104 103 93 3420
8 15.2 14.2 135 3.386
9 10.2 104 8.9 3420
10 7.6 83 6.5 3429
11 7.6 8.2 6.5 3.424
12 50 6.7 4.0 3441
13 4.5 58 3.8 3.447
14 4.6 56 35 3.446
15 9.8 10.1 8.6 3420
16 94 104 83 3420
17 8.3 9.2 7.3 3.424
Calculated at 298.15K.
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Table 4. Total energy, Gibbs free energy and enthalpy differences for the barrier S-SA, in kcal mol™', and electronic atomic pop-
ulation, in electrons, of sulfur atom

Structure AE AG? AH? N(S)

1 6.96 5.46 4.68 14.75
2 7.05 5.32 528 14.76
3 6.71 6.04 4.57 14.77
4 6.79 5.14 4.36 14.76
5 7.77 6.52 5.17 14.74
7 6.65 5.56 4.38 14.76
8 743 5.88 4.99 14.73
9 6.60 5.01 4.37 14.77
10 8.02 5.64 5.16 14.73
11 8.13 6.79 5.53 14.72
12 8.84 6.77 5.90 14.70
13 8.75 6.74 5.94 14.71
14 8.69 7.05 5.92 14.71
15 7.28 5.82 4.81 14.75
16 7.48 6.08 4.92 14.74
17 7.83 6.09 5.17 14.73
Calculated at 298.15K
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Figure 7. (A) Correlation between Electron population difference AN =N(N25) — N(C2) with the energy barrier of the first step of the Smile reaction.
(B) Correlation between N(S) with the energy barrier of the second step of the Smile reaction. Energy in kcal/mol and electron population in electrons

that the substitution in benzimidazole ring does not change the
activity to a great extent. Furthermore, introduction of electron-
withdrawing substituents like -NO,, -SOMe and -CF3, which
have the smallest activation barriers, leads to decreased enzyme
inhibition.”® The bioavailability is determined by the chemical
transformation from prazole to sulphenic acid, but the proton
pump inhibition is controlled by the specific interactions be-
tween the active molecule and the environment around the cys-
teine to which it is linked.

CONCLUSIONS

This work describes the conformational behavior and the activa-
tion mechanism of timoprazole from the most stable conforma-
tion to sulphenic acid. Timoprazole has five conformers, one of
them is the reactive conformation, which allows the Smile rear-
rangement. The stability of the conformers can be explained by
the presence of hydrogen bonds, stereoelectronic effect because

of the lone pair of sulfur atoms and the N'"C and N*'S interac-
tions. There are two possible paths for ¢T to adopt the reactive
conformation ¢3, ¢1—¢2—¢3 and ¢1— ¢5— c4— ¢3. The first
step of the Smile rearrangement is a nucleophilic addition to
benzimidazole by pyridine moiety, which depends on the differ-
ence of the electron population of the atoms involved in the at-
tack. The second step produces sulphenic acid by a concerted
reaction where breaking of the S-C bond goes along with a pro-
ton migration, which is determined by the electron population of
the sulfur atom.
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