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RESUMEN E INTRODUCCION

IA. RESUMEN

La inestabilidad microtubular es un fenbmeno existente en todos los subtipos conocidos
de la enfermedad de Alzheimer (EA), y esta asociada a la formacién de placas seniles y
de ovillos neurofibrilares. Las placas seniles consisten en agregados intersticiales del
péptido AB42, escindido por las enzimas secretasas a partir de la proteina precursora de
amiloide (APP), en un estado anormal de plegamiento, asi como acumulos de otras
entidades. Los ovillos neurofibrilares son agregados intracelulares de proteinas
hiperfosforiladas, principalmente la proteina tau (TP). En las neuronas de un individuo
afectado por la EA, el transporte de vesiculas sinapticas y proteinas se ve afectado al
depender del sistema microtubular, siendo la afectacion del sistema colinérgico uno de las
mas estudiadas. Ademas del transporte ineficiente de las vesiculas sinpticas en
neuronas colinérgicas, la sefializacion de varios receptores se ve afectada a medida que
avanza la EA, debido a sus deficiencias loculares y las interacciones con APP, AB42 o TP.
La TP es una proteina asociada a microtibulos que experimenta hiperfosforilacién
dependiente de la sefializacion inducida por AB42 en el exterior, y en este estado la union
de TP hiperfosforilada disminuye la afinidad entre las subunidades de los microtubulos,
promoviendo su despolimerizacion, y activa vias de sefializacién especificas.

Existen agentes moduladores de la dinamica de los microtibulos, y algunos de ellos,
como paclitaxel e ixabepilona tienen indicaciones en diversas neoplasias. Después de los
taxenos, hay un namero creciente de agentes con actividad microtubular. Las epotilonas,
aisladas inicialmente de Sorangium cellulosum, presentaron estabilizacién microtubular y
sus derivados ya son farmacos aprobados.

Las herramientas computacionales desempefan un papel importante en el disefio racional
de farmacos, y son muy buenas aproximaciones a las propiedades de las moléculas y sus
interacciones. La simulacién de dinamica molecular, sustentada en la mecanica
molecular, reproduce el comportamiento de las biomoléculas en las condiciones en que se
encuentran en las células a través del tiempo, y establece las tendencias de los sistemas
biomoleculares que pueden ser comparadas con técnicas experimentales y obtener alta
similitud en los resultados.

El objetivo de este trabajo de tesis es obtener las propiedades indicadoras de
estabilizacién microtubular de un grupo de estructuras analogas a la epotilona A (EPA),
obtenidas por similitud topoldgica a través de un cribado virtual en bibliotecas de
compuestos. Las estructuras obtenidas se analizaron y filtraron segun su capacidad

predicha para atravesar la barrera hematoencefélica utilizando relaciones cuantitativas de
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estructura-propiedad (QSPR). Las estructuras de a- y B-tubulinas se modelaron por
homologia a partir de estructuras resueltas experimentalmente, se prepararon los
sistemas y se aplicaron simulaciones de dindmica molecular. Los resultados se analizaron
para determinar la conservacion de las estructuras secundaria, terciaria y cuaternaria de
las tubulinas en diversos sistemas de microtubulos. Se obtuvo el sistema minimo
necesario representativo, el heterotetramero a,f,, y se calcularon las formaciones de
puentes de hidrégeno estabilizadores entre subunidades y entre ligando-proteina,
interacciones favorables como interacciones hidrofobicas y puentes salinos, y valores de
energia de unién de los ocho ligandos cribados, ademas de dos controles, el positivo
acoplado a EPA y el negativo sin ligando. También se efectuaron predicciones de
reacciones de biotransformacién de los compuestos in vivo. A partir del andlisis se
identificaron finalmente las tres estructuras con mejor perfil de estabilizacién de los

microtUbulos, denominadas hits computacionales.

IB. INTRODUCCION

La inestabilidad microtubular es un fenbmeno presente en los subtipos conocidos de la
enfermedad de Alzheimer (EA), y que se presenta en otras tauopatias
neurodegenerativas. En la EA, el transporte de vesiculas singpticas en las neuronas
experimentan un deterioro considerable al depender del sistema citoesquelético
microtubular. Es por esto que los agentes estabilizadores microtubulares han demostrado
ser una novedosa solucion para el tratamiento de este padecimiento, dentro de los cuales
se encuentran las epotilonas (moléculas aisladas inicialmente de Sorangium cellulosum).
Dos de las dificultades mas importantes en la produccion de estos compuestos con fines
de investigacion farmacolégica son la escasez o inaccesibilidad de los organismos
productores y las sintesis organicas multipasos, asi como la inespecificidad por las
diferentes isoformas de tubulina.

En este trabajo de tesis se analizaron las interacciones y la estabilidad de la epotilona A
(EPA) y ocho compuestos seleccionados acoplados al sitio de union de EPA de un
modelo del dimero de tubulinas. Los compuestos seleccionados de alta similitud a la EPA,
presentaron una alta capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica (BHE), predicha
mediante el valor del logaritmo de la constante de reparto encéfalo-sangre (logBB)
calculado con un modelo lineal de dos descriptores basado en relaciones cuantitativas

estructura-propiedad (QSPR). Para esto, se generaron y analizaron seis modelos lineales
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QSPR siguiendo varias metodologias estadisticas con el objetivo de adecuarlos y
validarlos.

El modelo del dimero de tubulinas 8,, se seleccioné del analisis de estabilidad obtenido de
simulaciones de dinamica molecular (MD) de tres modelos: el heterodimero longitudinal
af, el heterotetrdmero o,f> y el homodimero transversal f,. Los compuestos
seleccionados se acoplaron en el sitio de union de EPA en el heterotetramero o, y en el
dimero B,, el cual fue equivalente para los objetivos a evaluar. Se analizaron los
resultados del acoplamiento y se simularon los ocho sistemas proteina-ligando con MD en
el complejo homodimérico B,, junto con un control positivo con EPA y un control negativo
sin ligando. De las simulaciones se analizaron las desviaciones cuadraticas medias
(RMSD) de polipéptidos y ligandos, fluctuaciones cuadraticas medias (RMSF), radios de
giro (rg), formacién de puentes de hidrogeno entre subunidades, estructuras secundarias a
través del tiempo y estimacién de energias de union por los métodos MM/PBSA vy LIE.

A los ligandos con mayor potencial de estabilizacién microtubular se les realizé analisis de
huellas digitales proteina-ligando (PLIFS), proposicion de subespacios farmacoforicos y

prediccion de reacciones de biotransformacion.
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IIl. ANTECEDENTES

Il. 1. Generalidades

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un padecimiento neurodegenerativo y la primera causa
de demencia en las personas mayores; se estima que en 2050 habr4 13.8 millones de casos a nivel
mundial.' La EA puede ser de inicio tardio o temprano, este (ltimo esta asociado a polimorfismos o
mutaciones genéticas (Tabla 2.1)% El diagndstico definitivo de la EA se realiza mediante hallazgos en
la necropsia, aunque se investigan varios biomarcadores que puedan revelar el inicio de la

enfermedad (Figura 2.1).
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Figura 2.1. Representacion de un corte coronal del encéfalo. A. Individuo sano. B. Individuo con EA

avanzada (Modificado de National Institute on Aging/National Institutes of Health).*

Tabla 2.1. Caracteristicas clinicas de la EA

Caracteristica EA deinicio temprano EA de inicio tardio
Edad de inicio Antes de los 40 afios Después de los 40 afios
Amnesia a corto plazo Avance rapido Avance progresivo
Amnesia a largo plazo Aparicion rapida Aparicion tardia
Deterioro cognitivo Establecimiento en enfermedad Establecimiento precoz (hasta

declarada. El diagnéstico diferencial 10 afios antes de la
debe excluir otras enfermedades presentacion de los sintomas

neurodegenerativas demenciales)

Tratamiento Muy limitado en todas las etapas Limitado a etapas iniciales

. 2. Etiologia

La EA posee caracteristicas fisiopatoldgicas distintivas, como las placas seniles, los ovillos

neurofibrilares y el deterioro de la neurotransmision y transduccion colinérgica.™#°
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Il. 2. 1. Placas seniles

Las placas seniles son agregados de oligdbmeros del polipéptido B-amiloide 1-42 (AB42) que
se depositan principalmente en el espacio interneuronal. Los péptidos amiloides son generados a
partir de una sucesion de cortes proteoliticos de la proteina precursora de amiloide (APP), siendo los
Gltimos realizados por la B-secretasa y el complejo de la y-secretasa.® La APP se localiza en balsas
lipidicas abundantes en colesterol y fosfolipidos saturados, asociada a varias proteinas como APBA1
y el receptor nicotinico nAChRa7. Después del corte enzimatico realizado por y-secretasa, el
fragmento AB42 es liberado al espacio extracelular, donde se oligomeriza, teniendo efectos
moduladores de receptores postsinapticos y canales idnicos. Ademas, AB42 activa varias vias de
cinasas dependientes de nAChRa7 y altera la dindmica microtubular (Figura 2.2).*° Ademas, la
presencia de placas seniles activa las células microgliales, las cuales producen citocinas
proinflamatorias y especies reactivas de oxigeno (ROS), que inducen la hiperfosforilacion de la
proteina tau (1) al interior de las neuronas y astrocitos. Las proteinas T hiperfosforiladas desestabilizan
el citoesqueleto celular, inducen sefializacion y forman agregados.

Viano x 2 :
amiloidogénica Via amiloidogénica

4

a-Secretasa

,\ y-Secretasa \

E APD B-Secretasa
SAPPB
N-Ter

Figura 2.2. Vias de procesamiento de APP. La via no amiloidogénica genera un fragmento soluble de

Oligdmeros AR

APP (sAPPB) y el fragmento C-terminal B (CTFpB) mediante la escisién de la metaloproteinasa p-secretasa. El
procesamiento por la aspartilproteasa B-secretasa produce el fragmento soluble sAPPJ y el fragmento C-
terminal B (CTF-B o C99). El complejo de y-secretasa realiza cortes en posiciones variables para liberar al

espacio extracelular péptidos amiloides B de diferentes longitudes, y al citoplasma el dominio intracelular de
APP (AICD), con actividad sefializadora (Modificado de Picone et al, 2014)."*
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Figura 2.3. Procesos y vias de sefalizacién implicados con ApR42

Il. 2. 2. Ovillos neurofibrilares

Los ovillos neurofibrilares son agregados de la proteina T hiperfosforilada que se depositan en
el citoplasma de la neuronas.?® La proteina T es una proteina asociada a microtibulos (MAPs) que

en su estado fosforilado ordinario tiene accion estabilizadora microtubular, mientras que en su estado
hiperfosforilado es desestabilizadora.” La activacion de cinasas dependientes de nAChRa7 por AR42

ocasionan dicha hiperfosforilacién y, por tanto, la desestabilizacion microtubular
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Il. 3. Microtubulos

Los microtubulos (MTs) son estructuras proteicas cuaternarias formadas por copolimerizacién
alternada de o-tubulina y B-tubulina, que constituyen los protofilamentos (Figura 2.3)** o las unidades
longitudinales de los MTs. Estas estructuras son una forma comin de polimeros de tubulina y
constituyen un componente importante del citoesqueleto celular y del huso mitético. Los MTs
consisten de entre nueve y dieciséis protofilamentos. Los MTs participan en mdltiples funciones
celulares eucariontes, como el tréfico vesicular y organular, la translocacion intercompartimental, la
asociacion con proteinas de andamiaje, las taxias dendriticas, axonales, pseudopddicas, flagelares y
10,13-15

ciliares, y en la mitosis y la meiosis.
A

Heterodimeros de Ntcleo microtubular MT a-tubulina
a-y B-tubulina
Extremo (+)
=24 Nim =4
(@)
(@)
m m —_— —_—
@) o0
af
Extremo (-)
] 8 nm B-tubulina

Figura 2.4. Estructura de los MTs. (A) A partir de los heterodimeros af8 (izquierda) se forman los protofilamentos
(centro), los cuales se asocian para formar un MT (derecha). El diametro de un MT con 13 protofilamentos es de
24 nm, la longitud del anillo dimérico es de 8 nm. (B) Estructura cristalografica (PDB: 1JFF) del dimero de

tubulina. (Modificado de Kollmann, et al.).™

La estructura de las tubulinas puede dividirse en tres dominios. El dominio amino terminal (del
aminoéacido 1 al 206) forma el dominio de unién a nucle6tido de guanina, y su estructura secundaria
contiene laminas B y hélices alternadas. El dominio medio (del aminoacido 207 al 384) forma los
contactos entre monémeros a lo largo de los protofilamentos. Finalmente, el tercer dominio esta

formado por dos hélices largas, el asa que las conecta y el dominio carboxilo terminal.™®

Los MTs son estructuras dinamicas que experimentan alargamiento y acortamiento de su longitud.
Los MTs poseen dos extremos, el extremo terminal de a-tubulina, el extremo (-); y el extremo terminal
de B-tubulina, el extremo (+). La demostracion que el extremo (+) puede intercambiar GTP, indica que

los MTs terminan en una subunidad . Los protofilamentos experimentan una curvatura en MTs de
7
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rapido crecimiento o que despolimeriza, asi como los asociados a analogos de GTP no hidrolizables,
lo que indica que la hidrélisis del nucledtido induce un cambio conformacional que causa el
encurvamiento de la macroestrutura.” La a-tubulina funge como GAP (GTPase activating protein)
para la B-tubulina adyacente.*® La hidrélisis de GTP no ocurre en el Gltimo dimero afiadido al MT sino
en el pendltimo. De esta forma permanece en el extremo (+) un complejo GTP-B-tubulina que
asegura la estabilidad del MT naciente. Debido a que el nucleétido se sitla en la interfase del dimero,
se ha propuesto que el encurvamiento del protofilamento durante la despolimerizacion puede resultar
del cambio conformacional de esta interfase.

La inestabilidad dinamica de los MTs consiste en la incorporacién de unidades en el protofilamento y
su disociacién en la misma terminal; rescate y catastrofe respectivamente. El recambio rotatorio
ocurre por ganancia de dimeros en un extremo (+) y la pérdida en el otro extremo (-).** Las tubulinas
se polimerizan principalmente en los centros de organizacion de microtabulos (Microtubule organizing
centers, MTOCSs), donde participa activamente la y-tubulina.*®

Varios productos naturales ejercen acciones biolégicas importantes sobre la estabilidad de los MTs,**
19 por lo que pueden ser usados como mecanismo de defensa contra otras especies y se clasifican en

dos grupos segun su accion como: (1) desestabilizadores o (2) estabilizadores microtubulares.

1. 3. 1 Desestabilizadores microtubulares

Los desestabilizadores interactian con la B-tubulina o en la interfase of, favoreciendo la
disociacién de los MTs.”??! Los desestabilizadores microtubulares son citotoxicos a bajas
concentraciones y provocan arresto del ciclo celular, mas marcado al inicio de la metafase. Algunos
de estos agentes tienen uso terapéutico en enfermedades neoplasicas (alcaloides de la vinca,
eribulina) o inflamatorias (colchicina) al impactar directamente en la mitosis y en las taxias

leucocitarias.?*?

Il. 3. 2 Estabilizadores microtubulares

Los estabilizadores (Tabla 2.2) también interactian con la B-tubulina favoreciendo el rescate, y
varios de ellos sélo se unen de manera estable a los protofilamentos y no a los monémeros o
heterodimeros aislados. Estos compuestos también son citotoxicos, arrestan el ciclo celular
principalmente en anafase y algunos tienen usos terapéuticos en padecimientos oncolégicos.?*??
Los estabilizadores méas usados comunmente en la clinica son los taxenos, de los cuales el paclitaxel
(TAX) tiene abundantes formas de administracion y vehiculos; y la ixabepilona, analogo amidico de la

epotilona B, los cuales son usados en enfermedades neoplasicas.?°
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Tabla 2.2. Estabilizadores microtubulares y sus fuentes de obtencién

Tipo de compuesto Nombre Fuente
Diterpenoide (taxanos) Paclitaxel Taxus  brevifolia  (“tejo  del
Pacifco”).
Endosimbionte Fusarium
redolens
Semisintético
Docetaxel, tesetaxel, Semisintéticos
larotaxel, cabazitaxel,
ortataxel

Sesterterpenoide

Ciclostreptina

Streptomyces sp. 9885

Triterpenoide

Taccalondlidos

Tacca sp.

Policétido Laulimalido (fijianélido B) Cacospongia mycofijiensis
Pelorusido A Mycale hentscheli
Epotilonas A, B Sorangium cellulosum
(patupilona), C, D
Ixabepilona Sintético
Sagopilona Sintético
(-)-Dictiostatina Spongia sp.
Discodermdlido Discodermia dissoluta
(+)-Dactilélido Dactylospongia sp.
(-)-Zampanolido Fasciospongia sp.
Alcaloides Razinilam Rhazya sp.
Ceratamina A Pseudoceratina sp.
Ansamicina Maitansina Maytenus sp.

Los estabilizadores microtubulares se unen a la B-tubulina en los MTs (Figura 2.5)*

Figura 2.5. Sitios de union de los desestabilizadores y estabilizadores en el

dimero de o,B-tubulina. V: sitio de vincas, R: sitio de rizoxina, L: sitio de

laulimalido, Ep: sitio de epotilona, T: sitio de taxenos, B: sitio de bencimidazoles,

C: sitio de colchicina (Cano-Gonzélez, L., 2015).*"
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Existen numerosas isoformas de tubulinas en un mismo organismo o entre especies. En el humano,
se han identificado 10 isoformas B-tubulina, de las cuales 5 se encuentran altamente expresadas en
encéfalo (Tabla 2.3)."*%

Tabla 2.3. Isoformas de B-tubulina

Isoforma Gen Expresion
Bl TUBB Ubicua
Blla TUBB2A Predominante en encéfalo
Blib TUBB2B Predominante en encéfalo
Bl TUBB3 Predominante en encéfalo
BlvVa TUBB4A Predominante en encéfalo
BIVb TUBB4B Abundante en corazon y testiculos
BV TUBB6 Ubicua, abundante en corazén
BVI TUBB1 Abundante en médula 6sea y leucocitos
BVII TUBB7P Pseudogén
BV TUBBS8 Desconocida

El transporte de vesiculas sinpticas y las taxias dendriticas y axonales se afectan por la
desestabilizacion microtubular, por lo que la modulaciéon de los MTs es un nuevo enfoque para el

121,23.25,2628 gjin embargo, la

tratamiento de la EA mediante el uso de ligandos que estabilicen los MTs.
falta de selectividad a las isoformas de B-tubulina de los moduladores microtubulares usados en la
clinica genera miuiltiples reacciones adversas como mucositis, mielotoxicidad y neurotoxicidad.™

Las estructuras de varios estabilizadores microtubulares poseen caracteristicas predominantemente
hidrofébicas (Figura 2.4)*°, lo que se relaciona con una baja solubilidad en los compartimentos
celulares acuosos vy la dificultad de un transporte eficiente a través de las membranas celulares, en

particular, hacia el sistema nervioso central (SNC).

10
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Figura 2.6. Estructura molecular de algunos estabilizadores microtubulares (PubChem Database).?®

Il. 4. Barrera hematoencefalica

La barrera hematoencefalica (BHE) limita el paso de componentes potencialmente nocivos al
SNC. Esta conformada por uniones epiteliales estrechas, estabilizadas por cadherinas y expresion
abundante de bombas de eflujo. La P-gp/MDR1/ABCB1 (P-glycoprotein/multidrug resistance protein
1) es la proteina de eflujo mas abundante en las células endoteliales vasculares cerebrales. La P-gp
se expresa de manera importante en tejidos epiteliales intestinales y se sobreexpresa en células
tumorales. Varios estabilizadores microtubulares son sustratos de P-gp, conduciendo a parte de la
resistencia de estas células a los efectos citotoxicos.*
La BHE también tiene menor selectividad hacia los componentes hidrofébicos, y el tejido encefalico
es permeable a los farmacos liposolubles debido a la presencia de gran cantidad de esfingolipidos en

las mielinas formadas por los oligodendrocitos.

11



JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

ll. JUSTIFICACION

La EA es una causa importante de discapacidad y demencia en personas de edad avanzada e
incluso en algunas personas jovenes. La EA es compleja y multifactorial, por tanto, su tratamiento
debe ser multidisciplinario.

Los MTs son una diana farmacologica relativamente reciente para el tratamiento de la EA, su
estabilizacién por agentes externos ha mostrado ralentizar el deterioro cognitivo asociado con fallas
en el transporte vesicular y la axogénesis. Las interacciones entre los estabilizadores microtubulares
con la B-tubulina puede estudiarse con herramientas computacionales y la propuesta de un hit
computacional puede sentar la base para el desarrollo de pruebas biol6gicas para la evaluacion

experimental de la actividad de los compuestos.

IV. OBJETIVOS

IV.1. Objetivo general

Evaluar la estabilidad de los complejos de a y B-tubulinas con ligandos estabilizadores microtubulares

utilizando herramientas computacionales.
IV.2. Obijetivos particulares

e Realizar un cribado virtual en bases de datos para llevar a cabo la busqueda y evaluacion de
moléculas similares a EPA con potencial actividad estabilizadora microtubular.

e Proponer un modelo de prediccion del transporte a través de la BHE a partir de las
caracteristicas estructurales de los compuestos con similitud a EPA.

e Analizar las interacciones y la estabilidad del ligando microtubular epotilona A (EPA) y
ligandos con alta similitud en multimeros de tubulinas empleando herramientas de la
simulacién molecular, para caracterizar la actividad estabilizadora y las bases de las

interacciones proteina-ligando.
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V. METODOLOGIA

El procedimiento general empleado en este trabajo de tesis se esquematiza de en la Figura 5.1. Los
Anexos | y Il describen de forma detallada los fundamentos de las herramientas computacionales
empleadas en este trabajo.

Inicio
Segunda parte
Alineamiento

! 2

Modelado por
homaologia

UniProt
PDB

~ Inicio
Primera parte

Biblioteca de
compuestos

SWISS-MODEL
Modeller9.17

PubChem

Maestro
R QASPR SwissParam

¥

Seleccion de
ligandos

leios licand Simulacion de
i Acoplamiento Complejos ligando- dinamica molecular
Vina heterotetramero ;
de complejos

Analisis de
resultados

Maestro
PyMol

Construccion del
heteroterdmero

L 2

Simulacion de
Parametrizacion dinamica molecular GROMACS 5.0
del heterotetramero

Estructura

secundaria Puentes de H PLIFs AHbind

Seleccian del hit
computacional

Figura 5.1. Metodologia general empleada.
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V. 1. Primera parte. Seleccién de compuestos
V. 1. 1. Similitud molecular

Se filtraron, de la base de datos PubChem, los compuestos con 80% de similitud con EPA
comparando las huellas digitales binarias de 818 bits con el coeficiente de Tanimoto, un indice que
describe la similitud de elementos entre dos conjuntos. Del subconjunto filtrado se generaron SMILES
para cada compuesto y, con el servidor FAF-Drugs3*, se calcularon diecinueve descriptores

moleculares fisicoquimicos, estructurales, topoldgicos y empiricos.

V. 1. 2. Relaciones cuantitativas estructura-propiedad (QSPR)

Para la generacion de un modelo lineal basado en la ecuacién de Clark,* la cual es un modelo
lineal que calcula el reparto al encéfalo a partir de descriptores moleculares, se utilizaron valores
experimentales de la constante de reparto encéfalo-sangre (logBB) de 202 compuestos,*® a los cuales
se les calcularon diecinueve descriptores con el servidor FAF-Drugs3*. Para este grupo de
compuestos se generaron los 524,287 posibles modelos lineales mediante cuadrados minimos con el
lenguaje R*, considerando de uno a diecinueve descriptores con todas sus combinaciones. Para
conocer el tamafio del grupo de prediccion o de prueba y el grupo de estimacion o de entrenamiento,
se probaron los 524,287 modelos asignando grupos de prueba de 10%, 15%, 20%, 25%, 30% y 35%,
eligiéndose finalmente la proporcién 20:80. De todos los modelos generados con la proporcién 20:80
se analizaron los estadisticos: coeficiente de determinacion (r%), coeficiente de determinacion ajustado
(%), raiz del cuadrado medio residual (CM,), estadistico F de Fisher (F.) y la probabilidad de buen
ajuste debida al azar (p). La validez de los resultados estadisticos de los primeros cinco analisis
obtenidos fue confirmada con el programa BuildQSAR.*

Para la adecuaciéon de los seis modelos mas significativos, se calcularon residuales (g;), residuales
estandarizados (d), residuales estudentizados (r;) y distancias de Cook (D;) para eliminar valores
atipicos. Para los tres primeros métodos, se consideraron los valores atipicos ubicados en las areas
de significancia de 0.05 de su distribucion normal, verificada con la prueba de Shapiro-Wilk. Al
eliminar los valores atipicos, se realiz6 la regresion lineal por cuadrados minimos a los subconjuntos
de valores de logBB y los descriptores para los compuestos, y se analizaron nuevamente los
estadisticos r?, ¥, F, \/CMreS, y p, Yy los estadisticos de significancia de cada descriptor (t.).

Para la validacion de estos seis modelos se calcularon los estadisticos de validacion cruzada interna

(g% Y los estadisticos de determinacion de Tropsha y Golbraikh.*®
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V.1.3. Prediccion del transporte a través de la BHE

A los compuestos con 80% de similitud obtenidos de PubChem, se les aplico el modelo lineal
mas significativo estadisticamente para filtrar aquellos con valores predichos de logBB que se sabe
les confiere capacidad de atravesar la BHE.

V. 2. Segunda Parte. Acoplamiento y simulaciones de dindmica molecular

V. 2. 1. Alineamiento de secuencias

La estructura primaria de la isoforma la de a-tubulina (UniProt ** Q71U36) y las isoformas lla,
lIb, Il y IVa de B-tubulina (UniProt: Q13885, Q9BVAL, Q13509 y P04350, respectivamente) de Homo
sapiens se obtuvieron en formato FASTA, y las secuencias de las estructuras cristalizadas Ib de a-
tubulina y Ilb de B-tubulina de Bos Taurus se obtuvieron de Protein Data Bank® (PDB: 404L). El

alineamiento se realizé con Clustal Omega® en UniProt.
V. 2. 2. Modelado por homologia

Las secuencia seleccionadas de o y B-tubulina se modelaron con el servidor SWISS-
MODEL* y PROCHECK.* Se seleccionaron los mejores modelos con base en los parametros de
validacién que proporciona el servidor SWISS-MODEL. Ambos modelos se compararon con el
conjunto de estructuras de referencia de alta resolucion, diagramas de Ramachandran para analizar
estructura secundaria con base en los angulos diedros de los residuos de aminoacidos, y con el

analisis del modelo cualitativo de energia (QMEAN)* para estimar la calidad local de la estructura.
V. 2. 3. Construccion del sistema multimérico

V.2.3.1. Construccién del dimero af: Los modelos validados y los cofactores nucleotidicos se
alinearon a las estructuras respectivas de PDB 404L utilizando PyMOL,* se optimiz6 la energia del

sistema y se resolvieron las estructuras traslapadas con Maestro 10.5.014.*

V.2.3.2. Construccién del heterotetramero o,B,: A partir del complejo cofactores-dimero off se
construy6 el heterotetrAmero cofactores-a,8, con PyMOL.** Se construy6é un segundo sistema o,

con el ligando de referencia EPA (ligando-cofactores-heterotetramero).

V. 2. 4. Simulacién de dindmica molecular

Los sistemas que se utilizaron para realizar simulaciones de dinamica molecular se muestran en la
tabla 5.1.
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Tabla 5.1. Sistemas a los que se les realizé simulacion de dindmica molecular

Sistema Ligando

a2z (ninguno)
EPA

B (ninguno)
EPA

CID: 59097730
CID: 59871681
CID: 60018640
CID: 59903457
CID: 59958094
CID: 59072409
CID: 59958095
CID: 69701800

V.2.4.1. Parametrizacion de ligandos. EPA y los cofactores Mg"-GDP y Mg"-GTP se construyeron y
optimizaron en Maestro 10.5.014* y se parametrizaron con el servidor SwissParam* adecuados para
ser utilizados con el campo de fuerza CHARMM27.

V.2.4.2. Preparacion del sistema. Los sistemas cofactores-proteina se solvataron con agua como
solvente explicito, y se adicionaron iones sodio y cloruro para neutralizar y alcanzar una
concentracion de 0.15 M en GROMACS 5.0.*

V.2.4.3. Minimizaciébn de energia. La energia potencial del sistema se minimiz6 empleando el
algoritmo Steepest Descent (SD) en GROMACS 5.0.

V.2.4.4. Equilibrio canénico (NVT). Se simulé un sistema cerrado e isocdrico con el algoritmo leap-
frog, donde se definid la temperatura de referencia (To) en 300 K calculada a través de la suma de
contribuciones de energia cinética esperada del sistema en GROMACS 5.0 y con restricciones de

movimiento en la cadena principal.
V.2.4.5. Equilibrio isobéarico (NPT). Se simuld un sistema cerrado isotérmico con el algoritmo leap-frog

y se definié la presién de referencia (Po) de 1 bar, establecida a través del tensor virial (£) del sistema
en GROMACS 5.0 con restricciones.
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V.2.4.6. Dindmica molecular (MD). El sistema se simul6 con MD, con el algoritmo de Verlet durante
50 ns. Las energias electrostaticas de largo alcance se calcularon con el método simplificado de
particulas en la malla para las sumas de Ewald (PME) con el potencial coulémbico. Las energias de
atraccion y repulsion se calcularon con el potencial de Lennard-Jones. La temperatura y la presion del
sistema se controlaron con el termostato de Berendsen y el barostato de Parrinello-Rahman.

V.2.4.7. Analisis de MD del heterodimero y los heterotetrameros. Se analizaron los graficos de raiz de
la desviacién cuadratica media (RMSD), raiz de las fluctuaciones cuadraticas medias (RMSF) y radio

de giro (rg).

V.2.4.8. Agrupamiento o clustering. Se tomaron las conformaciones medias de 31 grupos o clusters
de o,B, generados con el método GROMOS, basados en los valores de RMSD con un rango de 0.09
nm, donde la cavidad de unién de EPA tuviera una distancia minima de 0.9 nm entre centros de masa
de dos residuos de aminoécidos usando librerias del programa MDAnalysis.* Para cada uno de los
31 clusters se construy6 el homodimero 3, con las cadenas B y D del sistema heterotetramérico.

V. 2. 5. Acoplamiento molecular

Los compuestos filtrados con capacidad de atravesar la BHE se acoplaron en los homodimeros 3,
construidos empleando el programa AutoDock Vina*®, del cual se analizé la funcién de evaluacion
(Score Function, SF) y las interacciones proteina-ligando mediante las huellas binarias con el

coeficiente de Tanimoto (PLIFS).

V. 2. 6. Simulaciéon MD de complejos proteina-ligando

Los complejos proteina-ligando obtenidos del estudio de acoplamiento se procesaron con los pasos
de (a) parametrizacion, (b) solvatacion y neutralizacién, (c) minimizacién de energia, (d) equilibrio
candnico, (e) equilibrio isobarico, y (f) dinAmica molecular. Se incluyeron los sistemas EPA-B, como

control positivo y B, como control negativo.

Se analizaron los gréficos de RMSD, RMSF, rg, formacion de puentes de hidrogeno interfasiales y su
comparacion estadistica de los sistemas con los controles, estructuras secundarias a través del
tiempo para las trayectorias de la simulacion cada 2 ps, y la estabilidad de los complejos proteina-
ligando mediante el céalculo del cambio de entalpia de unién (AHu.g) usando el método de
aproximacion lineal de la ecuacion de Poisson-Boltzmann (PB) de MM/PBSA® cada 500 ps en el

intervalo de tiempo en que se alcanzo el equilibrio dindmico.
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Comparacion de los ligandos. Se analizaron las estructuras e interacciones de los ligandos con
mejores resultados para proponer subespacios farmacoféricos, complementados con la informacion

de Pharmit® y se predijeron reacciones de biotransformacion con MetaPrint2D-React.>
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VI. RESULTADOS
VI. 1. Primera parte. Seleccién de compuestos
VI. 1. 1. Cribado virtual

De la basqueda por similitud con el coeficiente de Tanimoto se identificaron 5,163 compuestos
con un 80% de similitud con la estructura de EPA, basado en las huellas digitales binarias de 881 bits

(ver anexo |, seccion X.1).

VI. 1. 2. Relaciones cuantitativas estructura-actividad

Para la prediccion del transporte a través de la BHE se generaron 524,287 modelos lineales
preliminares a partir de relacionar los 19 descriptores moleculares con el valor experimental de logBB.
Los seis modelos mas significativos por sus estadisticos se presentan en la Tabla 6.1.

Tabla 6.1. Modelos lineales con uno a seis descriptores

Modelo r r? 7 s F.

logBB=f(tPSA) 0.701 0491 0489 0420 193.1
logBB=f(tPSA, logP) 0771 0594 0590 0.376 14538
logBB=f(tPSA, logP, MaxSizeRings) 0.781 0.609 0.604 0.370 103.0
logBB=f(tPSA, logP, MaxSizeRings, TotalCharge) 0.787 0.619 0.611 0.366  80.06

logBB=f(tPSA, logP, Rings, MaxSizeRings, TotalCharge)  0.792 0.627 0.617 0.363 65.9

logBB=f(tPSA, logP, Rings, MaxSizeRings, TotalCharge, 0.795 0.632 0.620 0.362 55.7
ratio H/C)

Para la exclusion de valores atipicos, se calcularon los residuales, residuales estandarizados (d;) y
residuales estudentizados (r;) (ver Figura 12.1 y Tabla 12.2 del Anexo Ill). Los valores de d; y r; se
compararon a través de sus varianzas y no tuvieron diferencias significativas. Se consideraron
valores atipicos cuando r; = (—o, —2] U [2, ), lo cual constituye aproximadamente el 95% del area
bajo la curva normal. A los seis modelos finales se les aplicaron las pruebas de significancia global

(Tabla 6.2), pruebas de significancia por descriptor (Tabla 6.3) y validacion interna (Tabla 6.4).
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Tabla 6.2. Datos de las pruebas de significancia global para los seis modelos

Nota 1

NUmero de descriptores r? P Fe VCM s
1 0.6223 0.6198 247.2 0.3344
2 0.8759 0.7672 235.6 0.2614
3 0.877 0.768 157.2 0.2586
4 0.874 0.746 118.2 0.2675
5 0.893 0.798 109.8 0.2469
6 0.897 0.806 94.61 0.2458

Nota 1. Estadisticos de significancia global. r*: coeficiente de determinacion, i coeficiente de determinacion

ajustado, F.: estadistico de Fisher, VCM,o: Raiz cuadrada del cuadrado medio residual (ver anexo I, seccién

X.2.3).
Tabla 6.3. Datos de las pruebas de significancia por cada descriptor para los seis modelos™*'*?
Descriptor B EE(B)) te t; p
Un descriptor
tPSA -0.01158 7.367x10™ -15.7208 -0.2532 <2x10™
Dos descriptores
tPSA -0.01004 6.044x10™ -16.6147 -0.2532 <2x10™°
logP 0.1419 0.01434 9.8969 0.2532 <2x10™°
Tres descriptores
tPSA -0.01122 6.570x10™ -17.078 -0.2532 <2x10™°
logP 0.1221 0.01497 8.1570 0.2532 <1.65x10™"°
MaxSizeRing 0.01863 0.004665 3.9950 0.2532 4.35x10”
Cuatro descriptores
tPSA -0.01098 6.753x10™ -16.265 -0.2532 <2x10™°
logP 0.1276 0.01571 8.120 0.2532 <1.79x107"°
MaxSizeRing 0.01513 0.004664 3.243 0.2532 0.00147
TotalCharge 0.04375 0.05341 0.819 0.2532 0.4140
Cinco descriptores
tPSA -0.01042 7.830x10™ -13.303 -0.2532 <2x10™°
logP 0.1470 0.01543 9.525 0.2532 <1.79x107"°
Rings -0.03522 0.02740 -1.285 -0.2532 0.201
MaxSizeRing 0.02073 0.004582 4.525 0.2532 1.29x10°
TotalCharge -0.01448 0.05047 -0.287 -0.2532 0.775

Seis descriptores
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Continuaciéon de la Tabla 6.3

Descriptor B EE(B)) te t; p
tPSA -0.01019 7.597x10™ -13.420 -0.2532 <1.16x10™"°
logP 0.1242 0.01585 7.836 0.2532 <1.79x10™°
Rings -0.04289 0.02667 -1.608 -0.2532 0.1100

MaxSizeRing 0.01934 0.004666 4.144 0.2532 5.95x10°

TotalCharge 0.05471 0.05349 1.023 0.2532 0.3082

ratio H/C -0.1092 0.04730 -2.309 -0.2532 0.0224

Nota 2. B;: coeficiente del descriptor j, EE(B)): error estandar del coeficiente Bj, t.: estadistico t de Student
calculado, t;: valor t de Student tabulado, p: valor de probabilidad de que el resultado del contraste pueda ser
igual o0 mas extremo que el obtenido (Ver Anexo I).

Tabla 6.4. Datos de los estadisticos de validacion™°@?3

Numero de r Qint Mal” ro’ ro 2, — g K

descriptores Tonl
1 0.7889 0.6177 0.6223 0.6097 0.6223 0.020 1.00
2 0.8759 0.7634 0.7672 0.7635 0.7672 0.005 1.00
3 0.8767 0.759 0.7685 0.7620 0.7685 0.008 1.00
4 0.8741 0.751 0.7641 0.7593 0.7641 0.006 1.00
5 0.8933 0.783 0.7979 0.794 0.7979 0.005 1.00
6 0.8975 0.788 0.8056 0.8029 0.8051 0.003 1.00

Nota 3: Estadisticos de validacion. r: coeficiente de correlacién entre valores observados y predichos, Gin’:
estadistico de validaciéon interna, rva.z: coeficiente de determinacién en la validacién, roz: estadistico de
determinacion ajustado al origen del valor predicho contra el valor observado, r's’: estadistico de determinacion
ajustado al origen del valor observado contra el valor predicho, k’: pendiente del modelo r's”. Los valores de p en

las pruebas de hipétesis para r son menores a 2.2x10° en los seis casos.
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VI. 2. Segunda Parte. Acoplamiento y simulacién de dinamica molecular
VI. 2. 1. Alineamiento de secuencias

Las secuencias de aminoécidos de las o- y B-tubulinas de Homo sapiens se alinearon con las
estructuras primarias de Bos taurus, las cuales presentaron una identidad mayor al 90% con esta
Gltima (Tabla 6.5).

Tabla 6.5. Porcentaje de similitud entre las estructuras primarias de las isoformas de a- y B-tubulina de Homo
sapiens y de B. taurus

Homo sapiens

B. taurus Porcentaje de similitud (%)
Gen codificante Isoforma
TUBA1A la TUBA1B 99.56
TUBB2A lla TUBB2A 99.55
TUBB2B Ib TUBB2A 100
TUBB3 1 TUBB2A 90.67
TUBB4 IVa TUBB2A 95.51

La isoforma IA de a-tubulina (TUBALA, UniProt: Q71U36) vy la isoforma IIA de B-tubulina (TUBB2A,

UniProt: Q13885) se seleccionaron para la construccién de los modelos por homologia.

VI. 2. 2. Modelado por homologia de o- y B-tubulina
El modelado en SWISS-MODEL generd respectivamente una estructura terciaria para las

secuencias de TUBALA y TUBB2A (Figura 6.1) a partir de la estructura resuelta de PDB: 404L (ver
anexo ll, seccion XI.1).

Figura 6.1. Representacion de estructuras terciarias de los modelos. (A) TUBALA. (B) TUBB2A. El cédigo de
color muestra las regiones mas ordenadas o de menor fluctuacion (color azul) a las regiones mas desordenadas

o de mayor fluctuacion (color rojo).

22



RESULTADOS

VI.2.2.1. Validacién del modelado

Con el servidor SWISS-MODEL se calcularon los estadisticos y generaron los diagramas de la
validacion para cada uno de los modelos. El valor z. contrasta con la densidad gaussiana de valores z
para una biblioteca de estructuras cristalizadas con alta resolucion (Figura 6.2).

A § B
0o i
-+ — < -
E o EC
= =
u i
o T
=] =]
o o —
o TUBATA Referencia o TUBB2A, Referencia
T T T T T T T T T T
0.5 0.6 0.7 0.8 09 05 0.6 0.7 7 0.8 09
z

N=577 h=0.02031

N=636 h=0.01973
Estructuras de tamafie 439+10% residuos

Estructuras de tamafo 428+10% residuos
Figura 6.2. Valores z. obtenidos para los modelos construidos, en linea color rojo. (A) TUBA1A. (B) TUBB2A.

Las lineas color azul indican la moda de las densidades obtenidas con regresién Kernel con sus parametros de
ancho de banda h.

Para obtener un analisis del modelo cualitativo de energia (QMEAN), se calcularon los valores z. para
las diferentes comparaciones, (a) interacciones entre C, (b) interacciones entre todos los atomos, (c)
potencial de solvatacion, (d) potencial de torsion, (e) concordancia con la estructura secundaria

predicha (SSE) y (f) concordancia con la accesibilidad al solvente (ACC) para TUBA1A y TUBB2A
respectivamente (Figura 6.3).
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A QMEAN | | 0 -027 B QMEAN [ 1 ¥ -0.77
CB interaction [ 1 0 -1.59 CB interaction | | i -133
all-atom interaction | 1 ¥ 095 all-atom interaction | 1 0 -056
solvation | 1 N -092 solvation | 1 W -048
torsion | 1 0 -136 torsion | 1 0 154
SSE agreement 1 ¥ -090 SSE agreement | 0 -067
ACC agreement 1 0 043 ACC agreement 1 3 -009

ray Xeray
veazaene 4 3 2 A 0 1 2 3 4 veaTamene 4 3 2 4 0 1 2 3 4

y (grados)
y (grados)

N

-180  -135  -90 -45 45 90 135 180 =
@ (grados) ¢ (grados)

Figura 6.3. Validacion de los modelos de tubulinas. QMEAN y diagrama de Ramachandran**® para (A)
TUBA1A y (B) TUBB2A. Los valores z. se representa como una barra color negro en los rectdngulos de colores
degradados. Los valores de g y ¢ obtenidos para los aminoacidos de los modelos se representan en cuadrados
y tridngulos (para Gly y Pro) color negro en los diagramas de Ramachandran.

VI. 2. 3. Simulacién molecular del heterodimero af

VI.2.3.1. Parametrizacion

Se generaron los archivos de topologia para los cofactores (GTP y GDP) y el ligando EPA en
el campo de fuerza CHARMM (Ver anexo I, seccion XI.2).

VI.2.3.2. Simulacion MD del dimero of8

Para el dimero o con cofactores Mg"-GDP y Mg"-GTP (Figura 6.4) se realiz6 la simulacién de
MD durante 50 ns y se calcularon y graficaron el RMSD de la cadena principal y de los cofactores,
RMSF vy rg (Figura 6.5, ver Anexo II).
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a-tubulina

B-tubulina

GTP

%8 o-tubulina

|

GDP

B-tubulina

Figura 6.4. Representacion tridimensional de la estructura del heterodimero aff. En color rojo se representa la

B-tubulina o cadena B y en color verde la a-tubulina o cadena A. Los nucleétidos se representan en color gris.
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Figura 6.5. Desplazamientos del dimero of8 en funcion del tiempo. A. Grafico de RMSD para la cadena principal
de los polipéptidos o y B en el tiempo de simulacién. B. Grafico de RMSD de los cofactores nucleotidicos en sus
respectivas cadenas o (A) y B (B). C. Grafico de RMSF por residuo a través del tiempo. D. Gréfico de radio de

giro a traves del tiempo.
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VI. 2. 4. Simulacién del heterotetramero o,f3,

El sistema of no alcanzé un equilibrio dinamico en el tiempo de simulacion. Para darle mayor
establidad al sistema, se model6 el sistema de tubulinas como un heterotetramero o,f3, (Figura 6.6).
Cadena B

interfase
Cadena D B-B

&
-~

-

i
Y
b

4

Cadena A

Cadena C
Figura 6.6. Estructura del heterotetramero a,B,. El asa M de la cadena B se ubica en la interfase B-f y los

cofactores GTP en las interfases of3 respectivas.

De la simulacion de los sistemas heterotetraméricos GDP,,GTP,-0,3, ¥ EPA>-GDP,,GTP>-0,3, se
calcularon y graficaron los valores obtenidos de RMSD de las cadenas principales, de los nucleétidos

y de EPA, RMSF y rg como funcion del tiempo (Figura 6.7).
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Figura 6.7. Célculo de propiedades de los sistemas a,3,. Del lado izquierdo se presentan resultados obtenidos
para el sistema sin EPA y del lado derecho se muestran los resultados obtenidos para el sistema con EPA. (A) y
(B) Muestran las gréficas obtenidas de los valores calculados de RMSD para las cadenas principales de los
polipéptidos oo (Ay C) y B (B y D) a lo largo de la simulacion. (C) Gréfico de valores obtenidos de RMSD de los
cofactores nucleotidicos en las cadenas A, B, C y D. (D) Gréfico de valores obtenidos de RMSD de EPA en las
cadenas B y D. (E) y (F) Gréficos de RMSF por residuo en cada cadena a través del tiempo. (G) y (H) Gréficos

de radio de giro a través del tiempo para las cadenas A, B, C y D.
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VI. 2. 5. Agrupamiento (clustering) y acoplamiento molecular

Se realiz6 el agrupamiento de aquellas estructuras de la simulacion donde el sitio de unién de
EPA tenia una distancia minima de 0.9 nm, entre los centros de masa de Q279 y L361 utilizando
librerias de MDAnalysis.**>* Para esto se generé una matriz de RMSD (Figura 12.5 del Anexo lIl) en
funcién del tiempo tomando como limite de diferenciacién entre estructuras un valor de 0.09 nm, lo
cual permitié generar un total de 31 grupos (Tabla 6.5).
De cada uno de los grupos anteriores, se extrajo la estructura mas representativa de las cadenas B
del heterotetramero o,B,. Se realizé el acoplamiento con AutoDock Vina (ver anexo Il, seccion XI.3)
de los compuestos filtrados con el modelo de logBB con dos descriptores en las 31 conformaciones
medias de B, y se calcul6 el valor de PLIF (Tabla 6.6). De los 3,007 acoplamientos, se seleccionaron
siete conformaciones medias (Tabla 6.7) con base en el valor de PLIF de los ligandos (Figura 6.8) y

sus valores de SF (Figura 6.9).

Tabla 6.6. Andlisis de agrupamiento. Se muestra el grupo o cluster enlistado en orden decreciente del nimero
de conformaciones que lo componen. Se muestran también las conformaciones medias de cada grupo con un

valor de PLIF mayor a 0.5 de los ligandos filtrados, con clave CID

Cluster  Tiempo Tamafo PLIF20.5 | Cluster Tiempo Tamafio PLIF20.5
(ps) poblacional (ps) poblacional

1 25384 38 0 16 27044 2 0
2 35436 19 0 17 25632 2 0
3 23344 18 0 18 25256 2 0
4 21044 14 0 19 22336 2 0
5 24640 11 0 20 25444 1 0
6 25668 10 0 21 27176 1 1
7 21900 9 0 22 24064 1 0
8 21392 8 0 23 21272 1 1
9 23668 8 0 24 20376 1 0
10 26736 7 0 25 20844 1 1
11 25048 6 0 26 21684 1 0
12 26912 5 1 27 30060 1 0
13 20064 4 0 28 35220 1 1
14 24436 3 0 29 37400 1 3
15 21152 2 0 30 38756 1 0
31 47756 1 0
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Tabla 6.7. Acoplamientos de los ligandos con claves CID en las cadenas B de 31 grupos y sus

valores de PLIF

Tiempo de cluster (ps) CID del compuesto acoplado PLIF
20844 59097730 0.55
21272 59871681 0.54
26912 60018640 0.50
27176 59903457 0.50
35220 59958094 0.50

59072409 0.55
37400 59958095 0.54
69701800 0.50
CID: 59871681
S e
0_ .0

OH

CID: 59958094 CID: 59072409

U ash N UUasl
S

CID: 59958095 CID: 69701800

EsUURsY BsUSas
e s

Figura 6.8. Estructuras de los ligandos con clave CID acoplados con PLIF > 0.5.
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Tiempo de conformacién media (ps)
20844 21272 26912 27176 35220 3740041 37400-2 374003

SF (kcal/mol)

-10

Figura 6.9. Grafico de valores de SF (kcal/mol) en cada acoplamiento.

Las interacciones de los ligandos en el sitio de acoplamiento de los sistemas B, (PLIFs), basados en
las distancias respectivas, se muestran en la Tabla 6.7. Las interacciones identificadas de los
ligandos con los aminoacidos de la Tabla 6.8 se presentan en la Figura 6.10. Los subespacios

farmacoféricos definidos por los PLIFs (Figura 6.11) coinciden con los propuestos por Pharmit.>*
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Tabla 6.8. Interacciones con los residuos de aminoacidos del sitio de unién (EPA) y acoplamiento en la B-

tubulina. Los residuos de interacciéon se representan en color verde los compartidos por EPA y el ligando, en

color negro los exclusivos de los ligandos, y en color rojo los exclusivos de EPA

Tipo de interaccion

Ligando Hidrofébica Puente Puente de hidrégeno Coordinacion
salino
59097730 D224 D224
(A) L228 H227 Q279 (con flaor)
Q279
59871681 L217 | D224 | H227 D224
(B)
0578 Q279
60018640 L217 D224
(©) F270 T274 T274 (con fluor)
Q279 | L284 | L361 Q279
59903457 L217 | D224 | H227 L273 (cadena principal)
(D) T274 D224 T274
L361 Q279
59958094 D224
(E) P272 | T274 T274
Q279 Q279
59072409 H227 D224
(F) T274 H227
Q279 Q279
59958095 L217 | D224 | H227 D224
(G) T274
Q279 | L284 | L361 Q279
69701800 D224
(H)
R276 | Q279 | L284 Q279
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Figura 6.10. Imagenes de los acoplamientos moleculares. Ligandos con CID: (A) 59097730, (B) 59871681, (C)
60018640, (D) 59903457, (E) 59958094, (F) 59072409, (G) 59958095 y (H) 69701800.
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& _ — £
Figura 6.11. Subespacios farmacoforicos representados con esferas yaefinidos por PLIFs. Ligandos con CID:

(A) 59097730, (B) 59871681, (C) 60018640, (D) 59903457, (E) 59958094, (F) 59072409, (G) 59958095 y (H)
69701800.
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VI. 2. 6. Simulacion molecular de los complejos ligando-dimero 3,

De las conformaciones medias de los seis grupos de la Tabla 6.6, se construyeron dimeros de
B> con las cadenas B y D, y se realizaron simulaciones de MD de 50 ns a los ocho complejos LIG-,.
Adicionalmente, se construyeron el dimero EPA-B, como control positivo y el dimero 3, como control
negativo. Para cada sistema se analizO su energia potencial (Ep,) durante la minimizacion, la
temperatura (T) en las simulaciones de equilibrio NVT, la presion (P) en las simulaciénes de equilibrio
NPT, y el volumen (V), la presion (P), y la temperatura (T) durante la produccién de MD (ver Anexo I,
seccion Xl1.4). Al finalizar la produccién se analizaron las desviaciones RMSD, RMSF y rg; los puentes
de hidrogeno formados, las estructuras secundarias presentes durante la simulacion, las matrices de

distancia y se calcularon los valores de AH de unién de los ligandos.

VI.2.6.1. Cambios en la estructura a través del tiempo

Se graficaron los valores calculados de RMSD como funcion del tiempo para cada cadena en
los homodimeros durante los 50 ns de simulacion (Figura 6.12). Las funciones RMSD para las
cadenas B (color violeta) y D (color verde) se muestran en una sola gréfica por sistema.

Para los ligandos se graficaron sus funciones RMSD por sistema (Figura 6.13) para las cadenas B
(color azul) y D (color amarillo). El ligando en la cadena B es el que se sitla en la interfase (3-B.

Las funciones de RMSF por residuo (Figura 6.14) se calcularon para los intervalos de tiempo de
equilibrio dindmico identificados con la aplicacion de DFT, para cada sistema.

Se calcularon los gréaficos de radio de giro a través del tiempo de simulacion (Figura 6.15).
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Figura 6.12. Graficos de RMSD de los sistemas. (A) Control positivo (EPA). Sistemas homodiméricos con los
ligandos con CID (B) 59097730. (C) 59871681. (D) 60018640. (E) 59903457. (F) 59958094. (G) 59072409. (H)
59958095, (1) 69701800 y (J) Control negativo.
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Figura 6.14. Gréaficos de RMSF de los sistemas con los ligandos (A) EPA, (B) 59097730, (C) 59871681, (D)
60018640, (E) 59903457, (F) 59958094, (G) 59072409, (H) 59958095 e (I) 69701800. (J) fue el control

negativo.
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Figura 6.15. Gréficos de radio de giro de los sistemas con los ligandos (A) EPA, (B) 59097730, (C) 59871681,
(D) 60018640, (E) 59903457, (F) 59958094, (G) 59072409, (H) 59958095 e (I) 69701800.(J) fue el control

negativo.
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VI.2.6.2. Puentes de hidrégeno

Se realiz6 la comparacion del numero de puentes de hidrégeno en cada sistema (Figura 6.16)
mediante la prueba de Mann-Whitney, siendo el compuesto 60018640 estadisticamente equivalente a
EPA (p = 0.2357). Todos los ligandos, incluyendo EPA, tuvieron una mayor formacion de puentes de
hidrogeno estadisticamente significativa respecto al control negativo.
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EFA 59871651 59903457 59072409 BIT01800

58097730 600158640 59958094 59058095 Megativo
Interfazes beta-beta
Figura 6.16. Diagrama de cajas del nimero de puentes de hidrégeno formados cada 2 ps en los diferentes

sistemas. El valor de la mediana se muestra como una barra horizontal en color negro, las cajas representan el

intervalo del primer al tercer cuartil, y las lineas discontinuas muestran los valores minimos y maximos.

VI.2.6.3. Estructuras secundarias

La asignacion de las estructuras secundarias por aminodcido a través del tiempo se graficaron
para las cadenas B (Figura 6.17) y las cadenas D (Figura 6.18) de los diez sistemas homodiméricos

empleando la metodologia de asignacion de estructura secundaria DSSP.>>*°
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Figura 6.17. Asignacion de estructuras secundarias a través del tiempo para las cadenas B.
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Figura 6.18. Asignacion de estructuras secundarias a través del tiempo para las cadenas D.
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VI.2.6.4. Célculos de energia de union (AHping Y AGping)

(a) Método MM/PBSA.. Se calcularon las entalpias de unién de los ligandos en cada cadena respecto
al sistema proteico mediante la aproximacién lineal de la ecuacién de Poisson-Boltzmann. Las
contribuciones polares, apolares y de mecanica molecular se muestran en la Figura 12.8 del Anexo
.

(b) Método LIE. Se calculd el valor obtenido de la energia libre de unién del ligando A’Gping por el
método de expansion en series de LIE.

(c) Céalculo de energia mediante MM/PBSA y LIE. Para EPA y los ligandos con CID 60018640,
59072409, 59958095 y 69701800 se realizé la comparacién entre los valores calculados. En la figura
6.19 se presenta la comparacién de los dos métodos para el ligando en cada cadena, y la dispersion

de los valores de energia de unién para estos ligandos (Figura 6.20).

Ligando en cadena B
mm | igando en cadena D

FN
=]
1

&
S
1

da
=]
1

-100

Energia de unién de MM/PBSA (kJ/mol)

'140 ) ] ) 1 T
-140 -120 -100 -80 -60 -40

Energia lineal de interaccién (kJ/mol)

Figura 6.19. Comparacion de los métodos de célculo de energia MM/PBSA y LIE con un diagrama de

dispersion.
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Figura 6.20. Comparacién pareada de los métodos de calculo de energia MM/PBSA (barra izquierda) y LIE
(barra derecha). (A). Ligandos en la cadena B, en la interfase del homodimero B,. (B) Ligandos en la cadena D,

expuestos parcialmente al solvente. Las barras indican la desviacion estandar del calculo.
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DISCUSION

VII. DISCUSION

VII. 1. Primera parte
VII. 1. 1. Permeabilidad, hidrofobicidad y BHE

Para que un farmaco pueda ser absorbido de la circulacién a un tejido, este debe estar
disuelto. La permeabilidad del tejido en el sitio de absorcion determina la cantidad del farmaco que lo
atraviesa por algun tipo de transporte. En la barrera hematoencefélica (BHE), las células endoteliales
de los vasos que irrigan el sistema nervioso central presentan uniones estrechas que dificultan el
transporte paracelular y una alta expresion de complejos ABC que devuelven a la circulacion los
solutos que hayan ingresado al tejido por transporte pasivo.>’ Estas bombas de eflujo tienen afinidad
por un gran nimero de compuestos enddgenos y exdgenos.’® Las especies moleculares ionicas son
las que presentan mayor dificultad para atravesar las membranas plasmaticas, si no ingresan
mediante un transportador, debido al entorno hidrofébico del interior de la bicapa lipidica. Los
compuestos hidrofébicos tienen mayor oportunidad de permear las células endoteliales de la BHE
mediante mecanismos de difusién segin la primera ley de Fick.*® Si la estructura de estos le da
caracteristicas con alta lipofilicidad, los compuestos tienden a permanecer preferentemente en la
region intermembranal que en los medios acuosos intracelular y extracelular, debido al efecto
hidrofobico. Dos medidas de la hidrofobicidad de una estructura son el logaritmo de la constante de
reparto octanol-agua (logP) y el area superficial polar (PSA o tPSA).

El modelo lineal de Clark predice el transporte de un permeante a través de la BHE®* por difusion
simple. En este trabajo se propusieron modelos lineales para la prediccion del transporte utilizando el
logP calculado mediante un método de fragmentos, el XLOGP3°®! debido a las diferencias en los
métodos de medicién y el célculo del descriptor logP que se encontraron.®® Se estudié un grupo de
202 estructuras generado a partir de un conjunto inicial de 232 compuestos®, del cual se generaron
los grupos de estimacién o entrenamiento y prediccion o prueba con una division del 80% para el
primer conjunto mediante una divisién empirica de los datos. Esto Ultimo como resultado de analizar
los resultados preliminares de los modelos generados aleatoriamente al considerarse divisiones de
90%, 85%, 80%, 75%, 70%, 65% y 60%. De los descriptores moleculares calculados se generaron
modelos lineales preliminares para escoger aquellos con mayor significancia estadistica global y por
regresor. De este analisis se seleccionaron dos modelos (ver Tablas 6.1, 6.2 y 6.3).

El modelo lineal de dos descriptores generado incluye logP y tPSA, de manera analoga al modelo de
Clark, y el modelo de tres descriptores incluye ademas el descriptor tamafio méaximo anular
(MaxSizeRing) de variable discreta, el cual se gener6 mediante un analisis de regresion lineal
paramétrico, que es permitido cuando existe un buen ajuste.®* Estos modelos lineales tuvieron mayor

significancia al eliminar los valores atipicos por alguno de los tres métodos ensayados. Las
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densidades de residuales estandarizados y estudentizados pasaron la prueba de normalidad,
supuesto indispensable para el método,®® y no mostraron diferencia estadistica entre ellas. El método
de distancias de Cook (D;) no se utilizé debido a que no hay consenso en el célculo de sus valores
criticos y su densidad de probabilidad.®® EI modelo lineal con dos descriptores tiene las ventajas,
respecto al modelo de Clark, en que tiene un error menor (0.261 versus 0.354%), un mayor
estadistico F. (235.6 versus 95.8%) y los valores de error estandar de los regresores también son
menores.

El estadistico de validacion interna qimz es mayor a 0.5 en los seis casos, como es sugerido.‘%’65 Los
cocientes de estadisticos de determinacién son todos menores a uno y las pendientes k' de los
respectivos modelos ajustados a cero de valores observados contra valores predichos estan en el
intervalo [0.85,1.15], por lo que los modelos QSPR se consideran predictivos.*®°

Los modelos con dos y tres descriptores aplicados a los grupos de estructuras similares a EPA
generaron dos grupos casi idénticos de estructuras (Figura 6.8), por lo cual se decidi6 mantener a lo

largo del estudio el modelo mas simple, el de dos descriptores.

VII. 1. 2. Relevancia de los descriptores logP y tPSA

La representacion topoldgica de las estructuras moleculares mediante descriptores
bidimensionales presenta las ventajas de la simplicidad de la informacion, la invariabilidad a la
rototraslacion molecular y la ausencia de la necesidad de optimizacién geométrica en un espacio no
métrico.®” Los descriptores moleculares 2D tienen un conjunto de caracteristicas que les permiten ser
usados ampliamente. De los descriptores que pueden calcularse por varios algoritmos esta el
logaritmo de la constante de reparto logP, que es un indicador de la hidrofobicidad mediante la
solubilidad no acuosa del compuesto; y el area superficial polar topolégica tPSA, que suma las areas
calculadas de N y O. Los valores bajos de tPSA estan relacionados con la baja polaridad de la
estructura. Estos descriptores representan adecuadamente las caracteristicas de hidrofobicidad y

polaridad de las que dependen los ligandos para atravesar la BHE.*

VII. 1. 3. Prediccién del transporte a través de la BHE

El analisis estadistico de los modelos QSPR mostr6 que los modelos con dos descriptores
presentaban la mayor confiabilidad en las predicciones, por lo que con ellos se lograron filtrar 97

estructuras de los 5,163 compuestos con alta similitud con EPA de la base de datos de PubChem.
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VII. 2. Segunda parte
VII. 2 .1. Modelado de proteinas por homologia

El modelado por homologia es un método util cuando se utilizan estructuras resueltas con alta
similitud con la estructura primaria a modelar, ya que se usa la estructura resuelta como molde. La
validacién del modelado por homologia de TUBA1A y TUBB2A incluye dos analisis empiricos, los
valores z; y el diagrama de Ramachandran. Los valores de los estadisticos z. y z. obtenidos de
QMEAN se encuentran en el intervalo de modelados adecuados®. Los valores de z. de QMEAN se
consideran aceptables cuando son lo mas cercanos a cero, que se relacionan con un valor mayor al
80% de similitud, considerando la suma de porcentajes de residuos cuyas distancias entre Co son
menores o iguales a 1, 2, 4 y 8 A entre ambas estructuras.® El diagrama de Ramachandran (Figura
6.3) para la o-tubulina muestra el 96.6% de los residuos de aminoacidos en las regiones mas
favorecidas, en color rojo: A, B, L (370 residuos) y el 3.4% restante en las regiones favorecidas, en
color amarillo: a, b, I, p. Para la B-tubulina el 95.4% de los residuos estan en las regiones mas
favorecidas y el 4.6% en las regiones favorecidas. Las regiones mas favorecidas de ambos modelos,
los residuos de Gly estan presentes en los giros beta, hebras sin estructura secundaria, algunos en
hojas beta y en las flexiones de hélices (en inglés: kinks), que causan pérdida de helicidad. Los
residuos de Pro se localizan principalmente en giros abruptos de asas, y en los extremos de las
hélices. Las regiones no permitidas estan caracterizadas por una energia potencial de torsién alta
debida a conformaciones eclipsadas de los atomos alrededor de los enlaces que definen los angulos
diedros, repulsiones descritas por la energia de Lennard-Jones y repulsiones electrostaticas debidas

a la cercania de los atomos.

VII. 2. 2. Caracterizacién dinamica del dimero of

El heterodimero of3 es la unidad longitudinal minima del MT (Figura 2.3). El sitio de unién de
los taxenos (Figura 6.4) se encuentra expuesto al agua. Los valores del grafico de RMSD de la
cadena principal a través del tiempo (Figura 6.5A) muestra una tendencia creciente, indicando que no
se alcanz6 un equilibrio dinamico en el tiempo de simulacion. El GDP permanecié en la cavidad N de
la cadena B y el complejo Mg"[GTP] se alejé del sitio N en la cadena o, solvatandose en el medio
acuoso, lo que sugiere que AGsy < AGeompiejo Para este sistema. Las fluctuaciones de las cadenas
laterales muestran valores altos en multiples regiones porque el sistema no alcanz6 el equilibrio
dinamico. Los extremos amino y carboxilo terminales presentan valores muy altos de RMSF debido a
que estan rodeados del solvente y no son estabilizados por otras regiones de la proteina. La
integridad globular y la estructura terciaria se conservd durante la simulacién, como se observa en el

gréfico de radio de giro (Figura 6.5D), el cual se espera que no supere la mitad de la distancia de
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separacion maxima del dimero, cercano a 5.1 A aproximando por simplicidad el centro de masa en el
centro de una esfera (Figura 7.1).

Figura 7.1. Modelo del homodimero (3, representado en estructura terciaria y superficie de van der
Waals en color azul. La estructura de EPA se muestra en barras color rojo. El radio de giro del dimero

forma la esfera color rosa.

VII. 2. 3. Caracterizacién dinamica del heterotetramero a3,

La inestabilidad de los sistemas heterodiméricos longitudinales en las simulaciones, debida de
manera importante al area polar accesible al solvente (304.264 A?) en el sistema af,” justificé una
reduccion de esta superficie y la estabilizacion del dimero a través de las interfases. Al construir un
heterotetramero o,B,, los ligandos estabilizadores se encontrarian en una cavidad formada entre
subunidades y no accesibles al agua (Figura 6.6). El area superficial polar accesible al solvente para
la subunidad B1 (cadena B, 180.495 A?) y para la subunidad B2 (cadena D, 192.840 A?) disminuy6
respecto al heterodimero longitudinal. El sistema heterotetramérico se construyé con EPA y sin

ligando estabilizador. El sitio de union de EPA en la cadena B esta en la interfase con la cadena D y
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poco accesible al agua. Este sistema heterotetramérico mostré6 mayor estabilidad que los sistemas
heterodiméricos previos, por lo que se consideré el fragmento microtubular minimo necesario para las

simulaciones posteriores.

VII.2.3.1. Heterotetramero GDP,,GTP,-a,[3,

El sistema o,B, (Figura 6.7) tuvo una mejora considerable respecto al sistema aof8 en cuanto a
sus propiedades dindmicas. Los valores de la funcion RMSD disminuyeron aproximadamente a un
cuarto de su magnitud respecto a los sistemas heterodiméricos, y muestran una tendencia al
equilibrio dindmico desde los 10 ns de simulacion. Los cofactores nucleotidicos tuvieron dos
comportamientos, Mg"[GTP] en las cadenas A y C se mantuvieron en los sitios N con menores
desviaciones que Mg'"[GDP]. El Mg"[GTP] tiene mayores interacciones con los aminoéacidos D98,
T145 y S140, adyacentes al fosfato y y el fosfato B respectivamente. Ademas, las subunidades
restringen estéricamente la solvatacion del complejo nucleotidico. Las fluctuaciones de las cadenas
laterales muestran tres regiones de alta movilidad, correspondientes a hebras sin estructura
secundaria definida y en contacto con el solvente. Las estructuras terciarias definidas no se
desestabilizaron, y algunas asas desordenadas adquirieron estructuras secundarias en intervalos
cortos de tiempo. El tamafio de la cavidad de union de EPA, que varia a través del tiempo, fue un
criterio para disefiar los acoplamientos moleculares posteriores. La cavidad de uniéon de EPA, con
mas de 0.97 nm de distancia entre los centros de masa de los aminoacidos adyacentes, donde EPA
puede acceder sin impedimento estérico, se presentdé de manera recurrente hacia la mitad de la

simulacion.

VI1.2.3.2. Heterotetramero EPA,-GDP,,GTP,-0,p3,

El sistema EPA,-0,B,, en presencia del ligando en el sitio de la estructura resuelta en PDB:
404L, mostré una mayor estabilidad comparada con el sistema sin el ligando estabilizador. La cadena
principal alcanzé un equilibrio dindmico, y los ligandos permanecieron en el sitio de union; la
estructura ubicada en la cadena B tuvo mayor estabilidad que la estructura de la cadena D, debido al
aumento de las interacciones en la interfase B-B. Al igual que el heterotetramero sin agente
estabilizador, las estructuras secundarias y terciarias definidas se conservaron a lo largo de la

simulacion.
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VII. 2. 4. Agrupamiento (clustering) y acoplamiento molecular de compuestos similares a EPA

Del agrupamiento o clustering (Tabla 6.5) se seleccionaron los conféormeros provenientes de la
simulacién que presentaban el sitio de unién de EPA en la conformacién abierta (distancia minima de
0.9 nm entre los centros de masa de Q279 y L361). Posteriormente, se empled un criterio empirico de
eleccién del rango o cutoff de 0.09 nm, de tal manera que el nimero de grupos no fuera muy grande
ni muy pequefio, y que el niumero de conformaciones integrantes fuera disminuyendo con tendencia
similar a la distribucion exponencial. Esta seleccién dio como resultado un total de 31 grupos, de los
cuales se extrajeron las estructuras mas representativas para ser empleadas en el estudio de
acoplamiento.

El acoplamiento de los ligandos en las conformaciones medias de la subunidad de B-tubulina se
realizd con el programa AutoDock Vina, que aunque su SF es menos precisa que la de otros
programas, requiere un tiempo computacional menor, considerando que se realizarian 3,007
procesos de acoplamiento (97 estructuras filtradas en 31 heterotetrameros de tubulina). De manera
Optima, el acoplamiento se realizaria en el sistema heterotetramérico completo, pero debido a su
complejidad, la imprecision del célculo SF y de la conformacion del ligando acoplado en la subunidad
B se rectificd en las simulaciones de MD posteriores.

Por su parte, los valores de similitud de interacciones obtenidos a partir del andlisis de PLIFs fueron
menores a 0.6 en todos los casos, consistiendo principalmente de interacciones hidrofébicas. La
significancia estadistica de los coeficientes de similitud, como aquellos calculados con el coeficiente
de Tanimoto a partir de huellas digitales boolenas, depende del tamafio poblacional y muestral de

estructuras,” por lo que no se realizaron pruebas de hipétesis a los valores de similitud obtenidos.

VII. 2. 5. Suficiencia de (3, para la simulacion. Necesidad de controles en la simulacion

El tiempo computacional invertido en el sistema heterotetramérico es alto, aproximadamente
2.5 ns por dia. La interfase B-f3 crea un entorno adecuado para la estabilidad del ligando unido a la
cadena B, inclusive el ligando de la cadena D expuesto al solvente también participa en la
estabilizacién por un fenébmeno similar a la cooperatividad. Para evaluar los ocho compuestos con
mejores valores de PLIFs y SF en simulacion de MD, se redujo el sistema heterotetramérico al
homodimero B,, o dimero transversal, con la finalidad de disminuir el costo computacional. El
homodimero posee las caracteristicas suficientes para la estabilizacion del complejo, y en particular
para el acoplamiento del ligando, por lo que fue utilizado Unicamente para evaluar al estabilizador.
Esta inferencia inductiva implico la necesidad de un control positivo, un homodimero con EPA, y un

control negativo; para verificar la comparabilidad de o,B, y B>.
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VII.2.5.1. Condiciones del equilibrio dinamico

El equilibrio dinAmico se puede aproximar visualmente en los gréficos de la funcion RMSD(t) de las
cadenas principales. Cuando las cadenas principales se encuentran en equilibrio, se definen los
intervalos de tiempo donde se analizan las funciones RMSF(t) y los célculos de energia libre de unién
de los ligandos. El tiempo de equilibrio no coincide con una etapa de la simulacion, sino que es
particular para cada sistema. La aplicacion de la DFT a las sucesiones de RMSD de las cadenas
principales genera un gréfico suavizado, donde es mas evidente el equilibrio dindmico. Los gréaficos
de DFT generan una funcion periddica, en la cual se busca el intervalo donde la amplitud de pico a
pico es aproximadamente equidistante de una funcién constante, una linea horizontal en el gréfico.
Los sistemas homodiméricos alcanzaron el equilibrio dinamico durante el tiempo de simulacion, y dos
de ellos, los sistemas con los ligandos con CID: 59903457 y CID: 59958094 (Figuras 6.12E y 6.12H)
las cadenas B tuvieron incremento en la desviacion cuadratica media. El control positivo, el sistema
EPA,-B, (Figura 6.12A) presentd una estabilidad equiparable a la del sistema heterotetramérico EPA,-
ayB,, ¥ de manera analoga la estructura de EPA interfasial tuvo menor desviacion respecto a la
estructura expuesta al solvente. El control negativo, el sistema B, (Figura 6.12J) es también estable,
con valores de RMSD de equilibrio alrededor de 0.2 nm y graficos RMSF similares (Figura 6.14Ay J).
La diferencia notable entre los dos sistemas es la compactacién de los dimeros, el control positivo
tuvo valores de radio de giro menores a los del control negativo, que indica mayor nimero de

interacciones intermoleculares e intramoleculares (Figura 6.15A y J).

VI1.2.5.2. Puentes de hidrégeno. Comparacién de sistemas con EPA y con control negativo

Los valores obtenidos de radio de giro del control positivo y de los ocho sistemas con ligandos son
menores al control negativo debido a la formacion de puentes de hidrégeno en la interfase B- (Figura
6.16). El control positivo es el sistema que puede formar una mayor cantidad de puentes de
hidrégeno interfasiales durante el tiempo de simulacién, hasta veinte puentes de hidrégeno predichos
por las distancias interatdmicas. Se compararon las distribuciones discretas de los enlaces de
hidrogeno formados en los sistemas con los ocho ligandos evaluados a través de sus medianas. La
formacion de enlaces de hidrégeno intermoleculares encontrados en el ligando con CID: 60016640 es
equiparable a los encontrados para la EPA. Los puentes de hidrogeno establecidos por los ligandos
con CID: 59871681, 59072409 y 69701800 tuvieron diferencias en la comparacion de sus medianas
con el control positivo, siendo mayores que la mediana de los puentes de hidrogeno de éste. El
control positivo y los ocho sistemas evaluados son superiores al control negativo, siendo la mediana
de sus puentes de hidrégeno menor en todos los casos. La formacién de un gran nimero de puentes

de hidrogeno estabiliza al dimero B,, requiriendo una perturbacion mayor para disociarlo que la
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necesaria para desestabilizar un dimero con pocos enlaces intermoleculares, como el control

negativo.

VII.2.5.3. Estructuras secundarias a través del tiempo

Los diagramas de estructuras secundarias a través del tiempo (Figura 6.17) muestran que éstas se
mantienen a través del tiempo de simulacién. En las cadenas B y D del homodimero, las regiones de
residuos 100 a 110 y 140 a 150 presentaron variabilidad en su estructura secundaria. Estos
segmentos se encuentran en la superficie externa del correspondiente MT, y en la estructura PDB:
404L estan cercanas o en contacto a la MAP estatmina 1 que estabiliza las regiones, en particular los
segmentos hidrofébicos con varios residuos de G y uno de W. La hélice torcida en el segmento 100 a
110 esta presente en todos los sistemas, excepto en el control negativo en la cadena D, y se
desestabiliza en la cadena B del sistema con ligando CID: 59871681. El segmento helicoidal de 250 a
260 mostré inestabilidad en ambas cadenas. Esta hélice, con menos de dos giros, tiene contacto con
la o-tubulina en sistemas heteromultiméricos, y es estabilizada con los residuos hidrofobicos A403,
W407 y V409. El segmento 300 a 305 se encuentra en la interfase 3-8, por lo que en la cadena D se
espera la variacion de la estructura al encontrarse sus residuos hidrofébicos en contacto con el
solvente. El segmento 390 a 400, con los residuos A393, F394 y L395 presenta inestabilidad porque
en sistemas heteromultiméricos esta en contacto con la a-tubulina. El segmento 270-286, el asa M, no
tuvo tendencias particulares entre los sistemas, pero el entorno hidrofébico creado por la interfase 3-8
mostrd ser importante en la estabilizacion de los sistemas de tubulinas.

Las variaciones en la estructura secundaria se deben fundamentalmente al modelo del sistema, que
simplifica los complejos macromoleculares de los MT donde estdn presentes interfases

estabilizadoras multiples.

VI1.2.6. Energias de unién. Comparacién entre aproximaciones MM/PBSA y LIE

El célculo de energia libre implica invertir una gran cantidad de tiempo computacional, por lo
qgue la aproximacion de Debye-Hiickel de la ecuacion de Poisson-Boltzmann para la energia de
solvatacion considera fuerza ionica baja, sustituyendo el término exponencial por uno lineal, aunque
para sistemas con cargas altas se requiere la resolucion de la ecuacioén diferencial parcial no lineal de
PB.>° El método MM/PBSA realiza un célculo para el cambio de entalpia de unién (AHung), ¥ Se
considera el término entropico como despreciable, porque el calculo requiere recursos
computacionales elevados.
La principal diferencia entre los métodos MM/PBSA y LIE es que los términos electrostéaticos en el
segundo se obtienen de las constantes dieléctricas a través de la ecuacion PB.”? La comparacion de

los valores energéticos no son equivalentes estadisticamente (p~10%°). Las cadenas B y D
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alcanzaron el equilibrio dinamico en distintos intervalos de tiempo, los célculos MMPBSA y LIE se
realizaron en el intervalo de tiempo de 45 ns a 50 ns, donde las cadenas B y D tenian
comportamientos distintos en sus desviaciones medias, detectados con los graficos con DFT
aplicada. El equilibrio dinamico influye en el célculo energético, por lo que las diferentes
contribuciones de los métodos no mostraron ser equivalentes en los dos subsistemas. Se considera
el método LIE una aproximacion que pierde informacion al incluir inicamente un término lineal para
estimar A’G,;,q, ademas de gue el término entrépico en MMPBSA se omitié y s6lo se calculd AHping.
La desviacion estandar de los calculos con el método LIE es mayor que con el método MM/PBSA, y
en los casos analizados los valores de energia de union por el método LIE son menores a los valores

obtenidos con el método MM/PBSA. La correlacion entre los valores por ambos métodos no es lineal.

VII. 2. 7. Eleccién del hit computacional
VII.2.7.1. Relaciones estructurales

Los ligandos con CID: 59097730, 59072409, 59958094 y 69701800 tuvieron los menores
valores de SF en el acoplamiento, y en las simulaciones de MD estabilizan los sistemas (.. Ademas
los ligandos 59072409 y 59958094 mantuvieron a las cadenas laterales de sus homodimeros con
fluctuaciones medias (RMSF) menores durante el equilibrio, y conservaron la estructura
homodimérica con un radio de giro de aproximadamente 3.3 nm, lo que indica que la proteina no
experimenté desviaciones importantes respecto a su centro de masa durante la simulacién MD.
También el control positivo y el sistema con el ligando 59097730 alcanzaron una estabilidad
conformacional, aunque con mayores perturbaciones hacia la mitad de la simulacién MD.
El sistema en presencia del ligando CID: 59871681 tuvo la mayor capacidad de formar puentes de
hidrogeno (alrededor del tiempo de 21 ns) entre los monomeros 3, aunque es estadisticamente
equivalente a EPA y para el sistema en presencia del ligando con CID: 59903457 se encontraron los
valores mas bajos de cambio de entalpia de unién, en la conformacién tomada a los 27 ns, para
ambas cadenas.
Los ligandos con alta similitud a EPA, filtrados con el modelo lineal de dos descriptores, comparten
varias subestructuras, como el 2-metiltiazol, un macrolido de 16 a 18 miembros, y enlaces dobles (2)
y (E). Los PLIFs y los farmacoforos propuestos por Pharmit™ coinciden en la asignacion del 2-
metiltiazol, el metileno 2, el grupo metilo en posicion w-1, el grupo carbonilo o hidroxilo en posicion 3
0 5, y los grupos metilo en posiciones 5-6 a 8. Los grupos metilo y metileno interactian con residuos
hidrofébicos del sitio, principalmente Leu, Pro y metilenos 8 a y de GIn. Los grupos carbonilo que
interactian con hidrégenos polares y el a&tomo de nitrégeno del tiazol, al tener cierto caracter
nucleofilico debido a que el par electrénico no participa en el sistema aromatico, forma puentes de

hidrogeno con la T274. Para la cavidad de union de EPA en las conformaciones con distancia mayor
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a 0.9 nm, los ligandos deben poseer los subespacios farmacoféricos hidrofobicos y al menos un
grupo capaz de formar puentes de hidrégeno con T274 y Q279.

Los ligandos con mejor comportamiento estabilizador son en primer lugar: 69701800, en segundo
lugar 59072409 y en tercer lugar 59097730.

VI1.2.7.2. Reacciones de biotransformacion

Es improbable que la EPA llegue al sitio de unién en B-tubulina como ep6xido® debido a la
accion de las enzimas de biotransformacién. De manera analoga, el ligando con CID: 59097730
(Figura 7.2A) puede ser sustrato de enzimas de biotransformacién como esterasas y citocromos. Las
reacciones de fase | predichas incluyen la hidrélisis de lactona (Figura 7.2B) y la oxidacion del enlace
doble 10-trans (Figura 7.2C), formando un vec-diol. Por sus caracteristicas predominantemente
hidrofobicas también se espera que este ligando sea sustrato de enzimas de fase Il. La inactivacion
de los ligandos por esterasas podria evitarse con la sustitucion de la lactona por una lactama, de
manera similar a la ixabepilona, que es el isGstero clasico de la epotilona B. La lactona también puede
sustituirse por bioisGsteros como sultonas, sultamas, triazoles y otros grupos. La formacion de
epoxidos puede dificultarse si se sustituyen los enlaces dobles cis por alcoholes o vec-dioles. El
grupo trifluorometilo, al ser un isostero no clasico del metilo, tiene la ventaja de modificar la
probabilidad de oxidacién del enlace doble (Z), porque aunque tiene un radio de van der Waals
similar, tiene efectos electrénicos diferentes.” El valor NOR (del inglés: Normalised Ocurrence Ratio)
es la probabilidad condicional normalizada de que se dé la reaccién una vez que se ha llegado al sitio
de biotransformacion. El valor NOR de que reaccione el enlace doble con grupo trifluorometilo es

0.0,>? por lo que la formacion de un ep6xido en este grupo es muy improbable.
A

Figura 7.2. Prediccién de las reacciones de biotransformacion® para el ligando con CID: 59097730 (A).

Hidrolisis de la lactona (B) y formacion de un vec-diol (C).

El ligando con CID: 59871681 puede hidrolizarse y desactivarse definitivamente (NOR>0.6), por lo
gue no tiene potencial como estabilizador. Por otra parte, el ligando con CID: 60018640 también
puede experimentar hidrélisis del éster y del carbonato, generando 2,2,2-tricloroetanol e hidrato de

cloral, productos con accion sedante en el SNC y con alta hepatotoxicidad. De manera analoga, los
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enlaces dobles pueden formar epdxidos. Este compuesto seria rapidamente degradado y con
toxicidad alta.

El compuesto CID: 59903457 tiene baja solubilidad acuosa, y los grupos laurato y tridecilato se
hidrolizarian ante esterasas, generando un epimero de la epotilona D. Ademas de la hidrdlisis del
éster, el enlace doble del ligando con CID: 59958094 puede hidratarse, siguiendo la regla de
Markovnikov.”* El ligando con CID: 59072409 (Figura 7.3A) también puede ser hidrolizado por
esterasas (Figura 7.3B). Las reacciones de fase Il (Figura 7.3C-F) pueden ocurrir con mayor
probabilidad al hidrolizarse el ligando, debido al menor impedimento estérico en el 3-hidroxilo. Las

reacciones de fase Il permiten que ligandos hidrofébicos adquieran mayor solubilidad acuosa para su
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Figura 7.3. Predicciébn de las reacciones de biotransformacion® para el ligando con CID: 59074402 (A),

hidrélisis de la lactona (B) y reacciones de fase Il de biotransformacion como sulfatacion (C), glucuronidacion
(D), acetilacion (E). También se espera al menos una metilacién (F).

El ligando con CID: 59958095 (Figura 7.4) tiene una alta probabilidad de que su enlace doble cis
forme un epodxido, producto electrofilico que reaccionaria espontaneamente con casi cualquier

nucleéfilo formando un enlace covalente e inactivandose mutuamente.

TNH

'(4%;1L\55LTZET/E\J/::L\-”

Sah

CH

w

Figura 7.4. Prediccion de las reacciones de biotransformaciéon® para el ligando con CID: 59958095 (A). El

enlace doble cis se oxida facilmente a un epoxido (B) que reacciona con nucledfilos (C).
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El ligando con CID: 69701800 (Figura 7.5) también puede ser sustrato de esterasas. La sustitucion de
un enlace doble (Z) por el anillo de ciclopropano en la posicién 12 del macrdlido impide la generacion
de un epoxido o un vec-diol. La hidroxilacion del 2-metiltiazol podria interferir con la actividad en este

subespacio farmacofdérico.

A 3 B H o B
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'”<\.‘_J 1 P W{ ‘”<\] ‘ P \‘”<\J ‘ e \L
w DW%?)\ OH o OM‘/L
2 @

o] o] 0 0
0

OH
Figura 7.5. Prediccion de las reacciones de biotransformacion® para el ligando con CID: 69701800 (A). Se

espera la hidrélisis de la lactona (B) y la hidroxilacién del 2-metiltiazol (C).

Por tanto, los ligandos acoplados con las mejores caracteristicas estructurales potenciales para
estabilizar los sistemas de tubulinas son 59097730 y 59074402 (Figuras 7.2A 'y 7.3A).

VI1.2.6.3. Impacto de las interacciones de los ligandos con las isoformas de B-tubulina

Los residuos de aminoéacidos implicados en las interacciones con [B-tubulina (Tabla 6.7)
descritos en los PLIFs estan presentes en las isoformas |, lla, llb, I, IVa, Vb, V, VI y VIl (Figura 7.6),
lo que sugiere una interaccion probable de los ligandos similares a EPA. La isoforma | es de
expresion ubicua, la V es de expresion cardiaca y la VI en el linaje hematopoyético,**? lo que estaria
involucrado en posible cardiotoxicidad y mielotoxicidad. Por otra parte, se ha reportado que la
isoforma Il posee mayor rigidez conformacional que los otros tipos de B-tubulina.”

Las interacciones proteina-ligando son en su mayoria de tipo hidrofébico, donde sélo algunos
de los ligandos involucran interacciones de puente de hidrogeno. La formacién de un puente de
hidrégeno con T274 es una interaccién importante, y los residuos de interaccion, con excepcion de
R276, estan presentes en estas isoformas. Sélo el ligando con CID: 69701800 interactia con R276,
por lo que su cambio por GIn en BVI (TUBB1) podria definir la selectividad hacia esta isoforma de

expresion hematopoyeética.
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Figura 7.6. Alineamiento de las estructuras primarias de las isoformas de B-tubulina. Se muestran los cddigos
UniProt P07437: Bl, Q13885: Blla, Q9BVAL: BllIb, Q13509: B, P04350: BIVa, P68371: BIVb, Q9H4AB7: BVI,
Q3ZCM7: BVIII.

Las interacciones a distancia, los potenciales termodinamicos y la actividad de MAPs definen de

forma mas verosimil las interacciones y afinidades de los ligandos con las diferentes isoformas de [3-

tubulina, no sélo la estructura primaria. Los célculos de términos entrépicos y la presencia de MAPs

en las simulaciones aproximarian en mayor medida la afinidad de los ligandos por una u otra

isoforma, y reducirian las interacciones en sitios no deseados como la médula 6sea y las mucosas.

Como resultado de este andlisis de los ligandos, sus interacciones y sus propiedades, los hits
computacionales obtenidos (Figura 7.7) son 69701800, 59072409 y 59097730.

Figura 7.7. Estructuras de los hits computacionales resultantes del analisis. A. 69701800, B. 59072409, C.

59097730.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

VIIl. CONCLUSIONES

Los descriptores moleculares 2D permitieron generar modelos QSPR con herramientas
quimioinformaticas, los cuales se adecuaron y validaron con métodos estadisticos. Los modelos
lineales desarrollados son similares al modelo de Clark y mostraron ventajas tedricas en el andlisis
estadistico realizado.

El sistema heterotetramérico a,f3, representa, de manera estable, el comportamiento microtubular en
el intervalo de tiempo de simulaciéon de MD. Aunque el sistema homodimérico es una simplificacion,
mostrd ser suficiente para evaluar la estabilidad y las interacciones de los ligandos de union a EPA
con 80% de similitud estructural. Los modelos del sistema de tubulinas mostraron alta estabilidad
cuando incluyen la interfase B-p, por lo que la interaccién del asa M en la interfase resulté ser
determinante.

En el tiempo de simulacion de los sistemas homodiméricos, los ligandos estabilizadores
microtubulares tuvieron la notable capacidad de incrementar el nimero de puentes de hidrégeno en la
interfase B-B incluyendo el sistema control positivo de referencia con EPA, respecto al sistema sin
ligandos acoplados, el control negativo. Los estimados de energias de union variaron entre los dos
sistemas y los dos métodos utilizados, debido fundamentalmente a los tiempos de aplicacion y
diferencias algoritmicas. Los ligandos comparten la mayoria de los subespacios farmacoféricos
propuestos, y se analizaron sus interacciones en el sitio de unién en B-tubulina. Los ligandos con
mejor comportamiento estabilizador son 69701800, 59072409 y 59097730.

IX. PERSPECTIVAS

Los hits computacionales propuestos son candidatos para la evaluacién experimental en sistemas
amortiguados de tubulinas. En cultivos celulares, se espera la actividad estabilizadora microtubular si
la cinética de transporte predomina sobre la cinética de las enzimas de biotransformacién, de manera
similar a como se observa in vivo con la epotilona A. La actividad citostatica o citotdxica dependera de
las constantes de afinidad de los ligandos por las tubulinas, asi como la inactivacion de estos para la
reanudacion de la dinamica microtubular. La evaluaciéon en modelos animales de enfermedad de
Alzheimer se llevard a cabo si los compuestos que se proponen en este trabajo como hits

computacionales no  perturban de manera importante la  homeostasis  celular.
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X. ANEXO |
X.1. Cribado virtual

El cribado virtual (virtual screening) tiene como finalidad seleccionar, de las bases de datos,
moléculas bioldgicamente activas frente a dianas particulares empleando herramientas
computacionales. Si se conoce el ligando con actividad biolégica, se puede realizar la basqueda de
estructuras con base en su similitud con el ligando conocido, a lo cual se le conoce como “Disefio

basado en la estructura del ligando”.

X.1.1. Coeficiente de Tanimoto

En la busqueda de estructuras basada en similitud, los sistemas quimioinforméticos utilizan
una representacion vectorial denominada fingerprint (huella dactilar), en donde una estructura
molecular es representada por un vector y cuyos componentes son la presencia o ausencia de un
determinado grupo funcional. Esta caracterizacion estructural es de gran ayuda para identificar, en

bases de datos grandes, la presencia de alguna propiedad o una subestructura molecular.

Dadas dos estructuras moleculares A y B en un espacio topologico con vectores A y B
respectivamente, el coeficiente de Tanimoto (Ecuacion 1) para vectores binarios define la similitud

entre estructuras.

2iANB (1)

Tan = 10022
an S, AAB

El numerador denota la suma de la interseccion; la suma de los elementos comunes a las especies A
y B, y el denominador denota el tamafio de la diferencia simétrica; la suma de los elementos en la
especie Ay en la especie B pero no en ambas. PubChem genera un fingerprint subestructural binario
de 881 bits para estructuras quimicas destinado a la blsqueda de similitud molecular. Cada bit
representa, por ejemplo, la presencia de un grupo funcional, el nimero de &tomos de una
subestructura, un tipo de sistema anular, atomos enlazantes, entorno atémico, etc., en una estructura

quimica.”
X.1.2. Similitud estructural

El coeficiente de Tanimoto porcentual define el porcentaje de similitud de dos estructuras,
basado en el tipo de fingerprint utilizado. Los porcentajes de similitud con los que se puede realizar la

busqueda de estructuras similares en PubChem son mayores o iguales a 80%, 90% y 95%.2°

58



ANEXO |

X.1.3. Similitud de interaccion proteina-ligando (PLIFs)

Las interacciones proteina-ligando, en particular interacciones hidrofébicas, puentes de
hidrégeno convencionales y no convencionales, puentes salinos y residencia de moléculas de agua,
en intervalos crecientes de 2 nm a 4 nm, también se representan con vectores binarios, y sus
coeficientes de Tanimoto porcentuales definen la similitud de interaccién proteina-ligando (PLIF). Las
interacciones se consideran para un mismo residuo de aminoécido o para atomos individuales del

residuo.

X.2. Relaciones cuantitativas de estructura-actividad (QSAR) y estructura-propiedad (QSPR)

Las relaciones cuantitativas de estructura actividad (Quantitative structure-activity
relationships, QSAR) y estructura-propiedad (Quantitative structure-property relationships, QSPR) se
emplean para disefiar compuestos mas potentes o0 menos téxicos a partir de una serie de candidatos.
QSAR/QSPR se basa en gue las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas son consecuencia de la
distribucién electrénica, y que pueden ser descritas en estos términos.’”® Cualquier cambio en la
estructura molecular altera las propiedades fisicoquimicas y biolégicas de las moléculas. Las
propiedades cuantitativas y relacionadas con la distribucion electrénica son los descriptores, y por
simplicidad se busca que la relacién entre los descriptores y la actividad bioldgica experimental sean

lineales, mediante un andlisis de regresion lineal.

X.2.1. Descriptores moleculares

La informacién estructural y propiedades fisicoquimicas se representan numéricamente en
descriptores que codifican a las moléculas.”” Los descriptores fisicoquimicos son ampliamente

utilizados en estudios QSAR.

X.2.2. Ecuacion de Clark

El paso de una molécula a través de la barrera hematoencefélica puede predecirse con la ecuacién
de Clark (Ecuacion 2), la cual considera los descriptores PSA y clogP. logBB es una estimacion del

logaritmo del cociente de concentraciones encefalicas y plasmaticas.*

logBB = —0.0148 A=2(+0.001)PSA + 0.152(+0.036)clogP + 0.139(+0.073) (2)

El &rea superficial polar (PSA) se define como la suma de las superficies de &tomos polares en una
molécula, y presenta buena correlacion con la informacion experimental de transporte bioldgico. Se
ha utilizado exitosamente para la prediccion de su absorcién intestinal, penetracion en monocapas de

la linea celular Caco-2 y el cruce de la BBB. El area superficial polar topolédgica (tPSA) esta basada
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en la suma de contribuciones superficiales de fragmentos polares tabulados. El coeficiente de
correlacion de PSA con tPSA es 0.99 con n = 34810."

El logaritmo de la constante de reparto calculada (clogP) es una aproximacion del valor experimental
de la constante de reparto octanol-agua (Pow). El método de calculo XLOGP3 (Ecuacién 3) considera
las contribuciones a,c y ocurrencias A,C de los &omos i,j en un analogo de un compuesto con valor

de logP conocido (logP)® en un espacio métrico.

M N (3)
XLOGP3 = log Py + z a;(A; — Aip) + z ci(Ci — Cip)
L =

=1

X.2.3. Regresion lineal multiple

El analisis de regresion es una técnica estadistica para investigar y modelar la relacién entre
variables.” En estudios de QSAR se modela la relacién de j descriptores con la actividad biolégica

experimental, en este caso el logBB.

El modelo de regresion lineal tiene la ecuacién de una recta multivariada (Ecuacion 4):
Y =PBo+ Bixy + -+ Bixj + &g 4)

Donde y es el regresando (variable dependiente) y x; son los regresores (variables independientes).
Los coeficientes B; se estiman por el método de cuadrados minimos. La adecuacion del modelo se
evalla por los estadisticos coeficiente de correlacion de Pearson r (Ecuacion 5), coeficiente de
determinacion r? (Ecuacién 6a) y coeficiente de determinacién ajustado T (Ecuacion 6b). El
coeficiente de correlacion es la covarianza normalizada del regresando y el regresor, e indica el grado
de dependencia lineal. Geométricamente es el coseno del angulo formado entre los dos vectores de
N componentes. El coeficiente de determinacion r? es una medida de la variabilidad de la variable
dependiente logBB que queda después de haber tenido en consideracion a xj.8° La variabilidad de
logBB queda explicada en 100r?%. El coeficiente de determinacién ajustado T sélo aumenta al

agregar una variable al modelo y es muy utilizado en la regresion lineal maltiple.

Sny _ Zévzl(xi - f)(yi - 3_’) (5)

JSCSC, \/Zéil(xi—aaz Lo — )

SCres (Ga)

60



ANEXO |

<2 _ [(1 - Tz)(n - 1)] (6b)

Los residuales (Ecuacion 7) son la diferencia entre el valor observado y el valor ajustado o predicho.
e =y — ¥ ()

X.2.3.1.Colinealidad

Si existe una correlacion lineal entre los descriptores empleados en el modelo de regresion
lineal multiple, el ajuste cambia de manera erratica ante cambios minimos de los datos. Una forma de
evaluar la colinealidad de los regresores es emplear la matriz de correlacién R (Ecuacién 8), donde
cada elemento r; es el coeficiente de correlacion entre las dos variables independientes. Si r;; > 0.6, se

debe excluir uno de los descriptores antes de realizar la regresion.

1 ry n3 n; (8)

R = 1 1 13 1y
r31 T3z 1 135

T hig Tz 1

X.2.3.2. Prueba de significancia de la regresion
Esta prueba se utiliza para determinar si hay una relacion lineal entre la respuesta y cualquiera

de las variables regresoras xj.81 La prueba puede ser global o sobre coeficientes individuales.

X.2.3.3. Grados de libertad

Si la muestra se representa como un punto en el espacio métrico de N dimensiones con media
poblacional en el origen, los grados de libertad estan relacionados con la movilidad permitida de ese
punto, que corresponde con la desviacion de la media muestral respecto a la media poblacional. Para
localizar el punto muestral en una trayectoria, se define una relacidon que secciona el hiperespacio
para restringir su movimiento a un hiperespacio de menor dimension. Los grados de libertad
representan la dimension hiperespacial necesaria para que el punto muestral quede fijo a la condicién
impuesta por la relacion. En la Figura 10.1 se ejemplifica un espacio métrico con N=3 y la
interpretacion geométrica de los grados de libertad. Los puntos muestrales A(a;,az,az) y B(by,b,,bz)
tienen la misma media muestral, donde forman un subespacio de dimension N-1. Los circulos en el
plano color azul forman el espacio muestral. El origen O(0,0,0) es la media poblacional, el cual genera

la recta OM que es ortogonal al plano en m(my,m,,ms).
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€1

Figura 10.1. Representacién geométrica de los grados de libertad. El espacio poblacional tiene dimensién N=3
y el espacio muestral tiene dimensién N-1=2, definido por el plano que forman las medias muestrales. Los
grados de libertad son la dimensién resultante de acotar el espacio poblacional con la relacién impuesta por las

medias muestrales.

En la Figura 10.1, los segmentos de recta son:

04 = (1~ 0)+ (a, = 0) + (a5 = 0) = Y (a— ), 04 = ) (a—w)?

Om = (m; —0) + (my — 0) + (m3 — 0) = N(m -p),0m? = N?(m - u)?
Am? = Z(a —w)?— N?(m-p? = Zaz — N?2m? = N%s?
El cociente 2—2 = % la cotangente del angulo formado entre el vector de la media poblacional y el

vector de la muestra, es proporcional a cuanto se desvia una media muestral respecto a la media
poblacional debido a su error estandar. La fluctuacién de esta razén de muestra a muestra produce la
distribucion t de Student. Las muestras sucesivas se ubican en su mayoria alrededor del punto m, en
el circulo anaranjado. La minoria de muestras se ubica en posiciones radiales alejandose de m, en el

circulo verde.

X.2.3.4. Prueba global de significancia

Una hipoétesis estadistica es una afirmacion acerca de la distribucion de una o méas variables
aleatorias.®” Una hip6tesis debe especificar no sélo la forma funcional de la distribucion subyacente,
sino también los valores de todos los parametros. Si las suposiciones establecen que no hay
diferencia en los parametros, se trata de una hipoétesis nula Hy. Cualquier otra suposiciéon constituye
una hipétesis alterna H;. Una hipétesis estadistica permite calcular un estadistico de prueba, que esta
dividido en dos subconjuntos, una regién de aceptacion de Hy y una region de rechazo de Hy. El
rechazo de Hy cuando es verdadera se llama error tipo |, y la probabilidad de cometerlo es a, o nivel

de significancia.®
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La prueba de significancia contrasta a Ho y H; y es una generalizacion del andlisis de varianza
(Ecuacion 9). De manera general (Tabla 10.1), las hipétesis nulas afirman que la media poblacional
de donde se tomo la muestra (ua) 0 que la diferencia de dos medias poblacionales (ua — ug) tiene
relaciéon con un valor a. Las hipétesis alternas consideran las deméas posibilidades de valor de la

media o relacién entre las medias.

Tabla 10.1. Hipdtesis estadisticas concernientes a las medias

Ho: pa=a, y4a— M =0 Hipotesis a probar

Hi: Ma# a, Ja— U #0 Prueba bilateral o a dos colas
Hipga<a, a— M <0 Prueba unilateral o a una cola
Hi: pa>a, ya— s >0 Prueba unilateral o a una cola

Para el andlisis de regresion lineal:
Ho: Bo= B1= B2=...=B=0
Hi: B#0 al menos para una k
SCr = SCq + SCyos (9)

El estadistico F. (Ecuacion 10) tiene una distribucion F, .1 n«=F: (Ecuacion 11).

SC
= CMy (10)
P'C —_ ——
SCres CMres
n—k

ey

X
et w

Donde el integrando es la funcion de densidad de probabilidad de Fisher-Snedecor (Figura 10.2) y F,

es el valor de x que satisface la ecuacién 11 con vg=k-1y v,.s=n-k grados de libertad. En este caso, 1-
a representa el nivel de confianza de la prueba, usualmente de 0.95 (95%), y I'(z) es la funcion

gamma (Ecuacién 12).
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flx)

Figura 10.2. Densidad de probabilidad F de Fisher-Snedecor con vg=6 Yy v,,s=2 grados de libertad.

I'(z) =sz_1e_xdx

(12)

La prueba compara el estadistico de prueba F. con el valor de la variable F; con esta densidad de

probabilidad. Si F.>F,, se rechaza H,. El procedimiento se resume en una tabla de andlisis de

varianza (Tabla 10.2).

Tabla 10.2. Tabla del analisis de varianza

Fuente de Suma de cuadrados Grados de Cuadrado medio F;

variacién libertad

Regresion SCk k-1 CMg CMp
. CMyes

Residuales SCres n-k CMyes

Total SCr n-1

El valor p (Ecuacion 13) es la probabilidad, bajo la funcion de densidad f(x), de que los estadisticos de

una prueba puedan ser iguales o mas extremos que el resultado obtenido.®* Cuando «=0.05, la

prueba es significativa cuando p<0.05 (Hg: pa—Me > 0 0 ga—Me < 0). Si la prueba es a bilateral (Ho: pa—

us # 0), el resultado de (13) se deben sumar las integrales definidas en los intervalos (-«,-X] y [+Xc,*),

donde x. es el valor del estadistico de prueba.

p= foof(x)dx

(13)

64



ANEXO |

X.2.3.5. Prueba de significancia a coeficientes individuales

Las hipotesis para probar la significancia de cualquier coeficiente individual de regresion f;

son:®?

H(): BJ:O
Hy: B#0

Si no se rechaza H, se puede eliminar el regresor x; del modelo. El estadistico de prueba es t.
(Ecuacion 14):

Lo b (14)
° EE(B))

Donde EE(B)) es el error estandar del regresor estimado.

El estadistico t. se contrasta con el valor t de tablas t; (Ecuacién 15):

t F(v+1) .2 _Vle (15)
f—2v<1+—> dt=1-a
dvmr(g\ Y

Donde el integrando es la funcién de densidad de probabilidad t de Student (Figura 10.3) y t; es el

valor de t que satisface la ecuacion 15 con v=n-k grados de libertad.

Figura 10.3. Densidad de probabilidad t de Student con v=1 grado de libertad.
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X.2.4. Adecuacion del modelo

Un residual es la desviacion entre los datos y el ajuste, y una medida de la variabilidad de
respuesta que no explica el modelo de regresion.®® Los residuales escalados son (tiles para
determinar observaciones atipicas (outliers). Algunos métodos para escalar residuales se describen a

continuacion.

X.2.4.1. Residuales estandarizados (d;)
Los residuales estandarizados (Ecuacion 16) tienen esperanza cero Yy varianza
aproximadamente unitaria. En consecuencia, un residual estandarizado grande (d;>2) indica que se

trata de un valor atipico potencial.

d; = — (16)

X.2.4.2. Residuales estudentizados (r;)
Si se usa CM,s como la varianza del i-ésimo residual e;, sélo se tendra una aproximacion. Si
se divide e, por la desviacién estandar exacta del i-ésimo residual se puede mejorar el escalamiento.®

La ecuacion 4 se puede escribir en notacion matricial como:

Y = XB + Ep (17)
Donde:
V1 1T x1 X2 o Xy Bo &
v=("2) x=(, T T ) g (M) g2
Yn 1 Xpg Xpp 0 Xpj Bj €n

Sean las matrices C=(X"X)™" de jxj y H=X(X"X)"X" la matriz de sombrero de ixi. El elemento c; es el
elemento diagonal jj de C y h; es el elemento diagonal ii de H. Los residuales estudentizados

(Ecuacion 18) se definen como:

- b (18)

Ti
vV CMres(l - hii)

X.2.4.3. Distribucién de los residuales

Se espera que los residuales tengan una distribucién aproximadamente normal. Para verificar

esta asuncién existen pruebas de normalidad, como la prueba de Shapiro-Wilk o estadistico W.

(a) Prueba de Shapiro-Wilk. Sean ey, ...,e;, e, los residuales independientes y de distribucion aleatoria,

y los valores egqy,...,e4, €n SON sus magnitudes ordenadas. El estadistico W (Ecuacion 19)84 de
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Shapiro-Wilk evalta la distribucion de los residuales, y la asuncién de normalidad se rechaza cuando

p<a (comunmente a=0.05).

" aiemn)?
— (Zl—l i (l)) = [0'1]

V=S -o2’ (19)

Donde a; son constantes provenientes de las matrices de valor esperado y covarianza de la

distribucién normal.®

X.2.4.4. Intervalos de confianza para los coeficientes de regresiéon

Un intervalo de confianza de 100(1-a)% (Ecuacion 20) para el coeficiente B; se define como:
B — t%’vCMres,/ij <B;<B;+ t%’vCMres Cjj (20)
Donde:

EE([))j) = CMres\/a

X.2.4.5. Distancia de Cook

El escalamiento del residual generado por la eliminacion de la i-ésima observacion eliminada
se conoce como escalamiento externo, y emplea un estimado de o® generado internamente. El
estimado de o® generado externamente se denota por s;.;)* (Ecuacion 21).

e? (21)

(n — k- 1)Cl\/lres - 1_—hu

n—k—1

Siz(—i) =
La distancia de Cook D; (Ecuacién 22) estima la influencia para el modelo del i-ésimo valor predicho.

D, = hiel (22)
YTs2 (k=D - hy)?

Las distancias de Cook siguen una distribucion beta con parametros a y b que dependen de las n
observaciones y los j descriptores. El calculo de los pardmetros a y b de la distribucion de D; implica
transformaciones jacobianas a partir de la distribucion F,** por lo que usualmente se emplea esta
Ultima para la interpretacion de los graficos de D;, siendo valores atipicos las observaciones con D; >
Fosnnk. Otro criterio extendido es el uso del valor 4/n-k® como minimo de D, para considerar a las

observaciones como valores atipicos.
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X.2.5. Validacion de la regresion

X.2.5.1. Validacion interna

Los datos de la variable dependiente logBB pueden dividirse razonablemente en dos grupos,
los datos de estimaciéon (entrenamiento) y los datos de prediccion (prueba). Los datos de estimacion
se usan para formar el modelo de regresion y a continuacion los datos de prediccion se usan para
estudiar la capacidad predictiva del modelo. A esta division de los datos se le llama validacién
cruzada interna. El estadistico PRESS (prediction error sum of squares) es una forma de division de
datos, y el estadistico g°> mide en forma aproximada cuanto cabe esperar que el modelo explique la

variabilidad de las nuevas observaciones.

PRESS (Ecuacion 23) es la suma de cuadrados de la diferencia entre el valor observado y el valor
predicho de la variable dependiente logBB, donde V. es el estimado y; del modelo cuando el valor i-
ésimo ha sido removido de la regresion (leave-one-out, LOO).

El parametro g° es equivalente a r?, y emplea el estadistico PRESS en lugar de la suma de cuadrados
de residuales (Ecuacion 24).

n ) 23)
PRESS = Z()’i ~ Jic-p)
=1

, PRESS (24)

CIint =1 SCT

Los coeficientes de determinacion en la validacion externa son el coeficiente de determinacién entre
el valor predicho y observado (r..° ecuacion 25), y los coeficientes de determinacion ajustados al
origen para el valor predicho contra el valor observado (ro?, ecuacién 26a) y para el valor observado
contra el valor predicho (r'y?, ecuacién 26b). Los valores de los coeficientes de determinacion en la

validacion deben ser mayores a 0.6 para un buen modelo.®>®’

S (Viobs — 9i)° (25)

2
Toal = 1- - 5
Y1 (Viobs = Viobs))
~ 2
2 =1 2?=1(Yi - Yi,o) (26a)
’ G — )
A~ 2
2 2=~ Fio) (26b)
’ 2ie (i — y)?
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XI. ANEXO Il
XI.1. Modelado de proteinas

Debido a la naturaleza desordenada de varios segmentos de las tubulinas, las estructuras no
pueden cristalizarse de manera integra, por lo que se recurre a los métodos de modelado. El
modelado puede ser de novo, a partir de la estructura primaria del polipéptido, o por homologia,
cuando se encuentran disponibles estructuras cristalizadas que funcionan como templado y la
secuencia de interés. Para que el modelo sea aceptable debe existir una alta similitud entre las
estructuras primarias, lo cual se puede realizar con herramientas computacionales. Los modelados
estructurales deben validarse finamente con métodos estadisticos y empiricos, como el valor z,
QMEAN (andlisis del modelo cualitativo de energia) y analisis conformacional. El valor z (ecuacion
27) es el estadistico z. que infiere la confiabilidad del modelo a partir de una poblaciéon normal de
estructuras resueltas (Figura 11.1, ecuacion 28). QMEAN considera las posiciones entre carbonos B y
todos los 4tomos, potencial de solvatacion y potencial de torsion. El potencial de torsién analiza los
angulos ¢ (formados entre los planos generados por los atomos C-N-Ca y N-Ca-C) y @ (formados
entre los planos generados por los &omos N-Ca-C y Ca-C-N) cada tres residuos de aminoacidos
adyacentes (Figura 11.2). El diagrama de Ramachandran establece la naturaleza de las
conformaciones dependiendo de los valores de ¢ y y, prediciendo las estructuras secundarias de

hojas beta, hélices dextrégiras y hélices levagiras.

d — ta (27)

05 06 0.7 0.8 0.9

Figura 11.1. Densidad aproximadamente normal generada a partir del grupo de estructuras proteicas resueltas,

con la cual se contrasta el valor z. (Modificado de SWISS-MODEL).40
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1 _l(x—_u)z (28)

Figura 11.2. Angulos diedros. (A) El angulo ¢ es el angulo formado entre los planos generados por los &tomos
C-N-Ca y N-Ca-C. (B) Proyeccion de Newman de una conformacién anticlinal con ¢>0. (C) El angulo y es el
angulo formado entre los planos generados por los atomos N-Ca-C y Ca-C-N. (D) Proyecciéon de Newman de
una conformacién antiperiplanar con w<0. (E) Ejemplos de angulos diedros impropios, entre el plano formado

por tres atomos enlazados a un cuarto atomo.

XI.1.2. Andlisis cualitativo del modelo de energia (QMEAN)

QMEAN es una funcién de evaluacion con tres potenciales estadisticos y dos términos
adicionales correspondientes con la concordancia de estructuras secundarias modeladas y de
referencia (SSE, second-structure experimental) y accesibilidad al solvente (ACC)*, (Tabla 11.1) La
referencia es un conjunto de estructuras resueltas con resolucion alta depositadas en el PDB. Los
potenciales estadisticos son el potencial pareado dependiente de la distancia, el potencial pareado de

nivel de residuo y el potencial basado en Cp.
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El potencial pareado dependiente de la distancia considera pares en contacto de al menos cuatro

residuos de aminoacidos. Los contactos Ca y CB se consideran los sitios de interaccion.

El potencial pareado de nivel de residuo se calcula con base en la frecuencia de contactos extraida

de residuos con la misma estructura secundaria.
El potencial basado en Cp utiliza el potencial referente a estructura secundaria con datos empiricos.

El potencial de solvatacion cuenta los centros de interaccion en CB dentro de una esfera de r=9 A
para cada residuo. La accesibilidad relativa se calcula como el cociente del conteo en la estructura
analizada y el conteo maximo en las estructuras de referencia. El potencial de solvatacion refleja la

propensién de un residuo para una accesibilidad de solvente comparada con cualquier otro residuo.

El potencial de angulo de torsion refleja la propension de cierto residuo para una torsién dada con
cualquier otro residuo. La descripcion de la geometria local para un residuo incluye la de residuos

adyacentes, incluye los angulos diedros @i.1, W1, @i, Wi, ®i+1, Wi+1 para el i-ésimo residuo.

A los potenciales calculados se les calcula el valor z para compararlos con los valores z de la

estructura de referencia.

Tabla 11.1. Evaluaciones realizadas por QMEAN

Potenciales pareados Potenciales de Potenciales de Potenciales de Potenciales de
solvatacion torsién accesibilidad estructura
Interacciones Interacciones .
al solvente secundaria
C de todos los )
B predicha
atomos

X1.2. Parametrizaciéon

La parametrizacion de moléculas pequefas, los ligandos, consiste en la creacién de métricas
llamadas topologias asignando los tipos de atomos, cargas parciales, distancias de enlaces, angulos
diedros propios e impropios; y la creacion de parametros y constantes del campo de fuerza, como
constantes de interacciones.” Las cargas parciales se calculan de acuerdo al procedimiento

establecido en cada MMFF.%’
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XI.3. Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular (docking) es una aproximacion in silico a los modos de unién y la
estabilidad de complejos interactuantes, frecuentemente ligandos pequefios con macromoléculas y
proteina-proteina. El acoplamiento puede ser ciego, cuando se permite que el ligando pueda unirse a
cualquier region de la macromolécula, o dirigido, cuando se define una superficie especifica o cavidad
frecuentemente basada en informacion experimental o cristalografica. La rejilla de basqueda (grid) se
genera en el sitio de uniébn o posicionando un atomo sonda en cada vértice. Los estudios de
acoplamiento calculan una SF (scoring function) que representa una aproximacion al AG de unién del
ligando.® La funcién SF puede estar basada en un campo de fuerza (force field, FF), ser empirica o

basada en el conocimiento.

XI.3.1. SF basadas en campos de fuerza

A partir de mecanica molecular, se aproxima el AGy,¢ a partir de la suma de interacciones
electrostaticas, van der Waals (a través de la aproximacion del potencial de Lennard-Jones) y de

enlaces de hidrégeno’” (ecuacion 29).
1 v qi9 L 12 6 n
i41j Ymi [
F = L_)]+§ 6 (mm) _2(m1n> +Z:E
4me, L [I7]] — Tij Tij hbond,k
3] ij A

L \12 L\
Donde EP,L—] = g.e (ﬂ) _2(&)

rij Tij

(29)

es la energia potencial de Lennard-Jones.

XI1.3.2. SF empiricas o de enfoque bayesiano

Estiman AGy,q sumando términos de interacciéon derivados de la contribucion ponderada de
parametros estructurales como namero de enlaces de hidrégeno, interacciones idnicas, interacciones
hidrofébicas, entropia, etc. La ponderacion de cada parametro se obtiene por ajuste a constantes de

unién experimentales de un conjunto de complejos proteina-ligando.””

X1.3.3. SF basadas en el conocimiento o de enfoque frecuentista

Representan la afinidad como suma de interacciones de pares de atomos proteina-ligando.
Estos potenciales se derivan a partir de complejos de estructuras conocidas del PDB, donde las
distribuciones de probabilidad de las distancias interatdbmicas entre diferentes pares de tipos de
atomos proteina-ligando se convierten en funciones de potencial, asumiendo distribuciones
energéticas dadas por la distribucién de Boltzmann (ecuacién 30). La energia libre de interaccion se

calcula sumando las contribuciones de los pares de 4&tomos de una cierta distancia.’’
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(30)

Donde el denominador es la funcion de particion (Q), y la energia del sistema estd dada por la
esperanza matematica de la funcién de densidad (ecuacion 31).

- B
Z?’:l Eje kgT

_E 31
ot o (31)

(E)=E(E) =

XI1.3.4. SF en programas de acoplamiento molecular

XI1.3.4.1. SF en AutoDock Vina

La funcion de evaluacion en AutoDock Vina es una combinacion de SF basadas en el
conocimiento y empiricas, y su célculo emplea menor tiempo computacional que la SF de AutoDock
4.2.”° La SF implementada en Vina consiste en el célculo de cinco contribuciones (Ecuacion 32), tres
de ellas estéricas (Ecuaciones 33 a 35), una hidrofébica (Ecuacién 36) y de enlace de hidrogeno

(Ecuacion 37) para los tipos de atomos iy |.

2
SF = Z friej(dij = Tij — Tvaw ti — Tvaw,¢j) 2
i>)
| di]_a)z (33)
gauss;(d;j) = e ‘054
gauss,(d) = e \ 2R (34)
dizj’ Si dU <0 (35)
rep(d;;) = { 0, si dyj=0
h (d )_ 1, Si dll<05A
plaij) = 0, si d;j>154 %)
1, si d; <-074
hbond(dy) ={ " " Y
0, St dij >0 (37)

Para las contribuciones hidrofébica (hp) y de enlace de hidrégeno (hbond), los valores dentro del

intervalo que define cada funcidn se obtienen por interpolacion lineal.
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XI.3.5. Algoritmos genéticos

Un método para generar los conformeros de los ligandos son los algoritmos genéticos (GA). El
arreglo particular de un ligando y una proteina puede ser definido por un grupo de valores que
describen la traslacion, la orientacion y la conformacién de ligando respecto a la proteina en dos
vectores de n dimensiones. Estos valores son las variables de estado, y cada variable de estado
corresponde a un gen. El estado del ligando corresponde al genotipo, y sus coordenadas atémicas en
el sitio son el fenotipo. Parte de la descendencia experimenta una mutacion, en la cual los genes
cambian en una cantidad aleatoria.®*® En el algoritmo genético lamarckiano las mutaciones se
pueden realizar afiadiendo un nimero real aleatorio que tiene una distribucién de Cauchy (ecuacién
38).

14 (38)
¥? + (x — x0)?]

C(X, X0, ]/) = T[[

Donde X, es el corrimiento que especifica la moda de la distribucion y y es el parametro de escala que
afecta el ancho medio. Generalmente se usa X, = 0. El nUmero aleatorio generado con esta
distribucion se adiciona a los genes correspondientes para el vector unitario de orientacion y de
angulos diedros para traslacién y conformacion. El ancho medio de la distribucién de Cauchy (xo = 0,
y = 1) es mayor que en la distribucion normal (u = 0, o = 1), por lo que los numeros aleatorios
generados permiten una mutaciéon mas grande y limita la convergencia prematura en un minimo local

(Figura 11.3), y una busqueda mas réapida de éste.*

Para seleccionar los conformeros a los que se les generardn mutaciones sucesivas, se utiliza una

relacion que evalGa su ajuste (ecuacion 39).%

_ Tuix(E) = Fi(E) (39)
Fuusx B) = (FE))

Donde n es el conférmero a seleccionar, fuix(E) es el ajuste de mayor valor energético, f(E) es el

ajuste del individuo y (f(E)) es el ajuste promedio.
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Funcidén de ajuste

f(E)

i
f
f
|
i
i
!
t
L |
| |
| |
| |
| !
| |
i }
|

!

Busqueda local
[ b
m\

Generaciones Fenotipos
in situ
Mapeo inverso Mapeo
™ Genotipos
Hijo Padre in vacuum

Figura 11.3. Generacion de mutaciones mediante el algoritmo genético lamarckiano. El conférmero padre
(genotipo) se genera sin considerar el sitio de unién, y posteriormente se acopla (fenotipo). Se generan las
mutaciones a la conformacion mediante la adicion del niumero aleatorio con distribucién de Cauchy a los
vectores orientacional y angular diédrico, convergiendo a un minimo local de la funcién de ajuste (Modificado de

Morris, et al).®

Xl.4. Dindmica molecular

La simulacién de dindmica molecular (MD) aproxima la estabilidad y el comportamiento de
moléculas a través de un intervalo de tiempo determinado. La simulacion MD resuelve las ecuaciones
clasicas de movimiento (ecuacién 40) de N atomos interactuantes por un método numeérico.

a2r, (40)

_VEp,i = Fi = miw

X1.4.1. Campo de fuerza (FF)

El campo de fuerza define el tratamiento de atomos y enlaces. Asigna a cada atomo un tipo
(atom type) en funcion de su hibridacion, carga y atomos enlazantes. A cada atom type le
corresponde un grupo de parametros (constantes de fuerza, radios atdmicos, carga, masa, etc.).

Cada FF define una ecuacion de energia potencial.”’
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X1.4.1.1. CHARMM

El campo de fuerza CHARMM esta enfocado en biomoléculas y usa funciones de energia
clasicas (empiricas y semiempiricas) y cuanticas.*® La funcién de energia potencial es la suma de
contribuciones internas y no enlazantes, que incluye los términos de enlace, angulo de valencia, de

Urey-Bradley, angulos diedros, &ngulos impropios y correcciones torsionales.

XI.4.1.2. GROMOS
El campo de fuerza GROMOS se aplica a biomoléculas y emplea métodos de mecénica

molecular, dinamica estocéastica y minimizacion de energia.®
XI.4.2. Minimizacién de la energia

En la blusqueda de soluciones a la ecuacién de energia potencial en funcién de las

coordenadas atomicas, se encuentran los minimos energéticos, donde —VE,; es cero. Los métodos

mas utilizados en mecanica molecular son los métodos iterativos Steepest Descent y gradiente

conjugado.”’ Deben especificarse las condiciones de la minimizacion de la energia (Tabla 11.2).

Tabla 11.2. Condiciones de la minimizacion de la energia del sistema

Variable Valor o argumento

Radio i6nico de corto alcance 1.0 nm

Radio de van der Waals de corto alcance 1.0 nm

Magnitud de la fuerza maxima <1000 kdnm/mol

Solvente Explicito, agua con Na"y CI', 0.15 M

Xl1.4.2.1. Steepest Descent (SD)
La direccion de descenso (ecuacion 41) corresponde a la posicion donde el potencial sea

menor. El maximo desplazamiento dyax s definido inicialmente.

Fp(r) 41
Tnt1 = Tn + dyax —|F (T;')|MAX (41)
n

Si Vi1 <V, se acepta la nueva posicion.

Si Vh.1 2V, se rechaza la nueva posicion.
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XI1.4.2.2. Gradiente conjugado (CG)

La direccién de busqueda (ecuaciones 42a y 42b) se establece a partir del gradiente actual y
del gradiente del paso anterior. El conjunto de direcciones generado no es ortogonal y se evita el
comportamiento oscilatorio en las cercanias del minimo que caracteriza a SD, y convergiendo mas

rapido que éste. CG no se debe usar con restricciones en el sistema.”

Ther =Tn +Vp (42a)

Vo= =V () + gVn (42b)
Donde g es una relacién entre gradientes.
XI1.4.3. Ensamble o colectivo candnico (NVT)

Para la simulacion de NVT, las condiciones especificadas (Tabla 11.3) determinan la
asignacion de las velocidades iniciales y la temperatura del sistema.

Tabla 11.3. Condiciones de NVT

Variable Valor o argumento

Integrador Leap-frog

Numero de pasos 5000

Paso de tiempo 2 fs =0.002 ps

Tiempo de simulacién 10 ps

Asignacién de velocidades Distribuciéon de Maxwell-Boltzmann
Restricciones Holondmicas

Temperatura de referencia (To) 300 K

XI.4.3.1. Método de integracién de Leap-frog
Es un método iterativo para el problema con valores iniciales r(0) de la ecuacion 40. Con r(0) y
At, que depende del paso de tiempo, se calcula una velocidad inicial v(0) (Ecuacién 43a) a partir de

ecuaciones iterativas para posicion, velocidad y aceleracion (Ecuaciones 43b a 43d).*

doAt (43a)
2

1})0=
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Fk+1 = Fk + 'EkAt (43b)
A1 = —VEp k+1 (43c)
Viy1 = Uy + drprAt (43d)

X1.4.3.2. Distribucion de Maxwell-Boltzmann
En el modelo del gas ideal, las velocidades de las particulas puntuales son descritas por la

densidad de probabilidad de velocidades de Maxwell-Boltzmann® (Ecuacién 44).

_m||9|?
. 2 ||v]|%e 2ksT
fawlh = |z ———
T (k[,;T)E (44)
m

Donde la velocidad media es la esperanza de v (Ecuacion 45).

max{IBl}y 0 =y a1 (45)
Izl FClziDallvl
(ol = EAIvID = b max{||17||}v f(ﬁv : ﬁv
J FAIDAV]

0

X1.4.3.3. Restricciones holonémicas (L)

Cuando la distancia entre las coordenadas de dos atomos enlazados es invariante con la
traslacion y rotacion de estos, se dice que se encuentran en un espacio homogéneo e isotropico, el
espacio euclideo. En un espacio euclideo con una dimension adicional de tiempo, donde N particulas
se describen con sus componentes de posicién y velocidad, las restricciones holonémicas reducen L
veces los grados de libertad del sistema, siendo los grados de libertad del sistema restringido 6N — L.
Cada restriccion holondmica define un subespacio donde los posibles movimientos del sistema
pueden ocurrir. L aplica una fuerza de restricciéon en cada particula, para mantenerla en el subespacio
correspondiente.?® Se restringen sélo las posiciones de las cadenas principales de los polipéptidos,

simulando una fuerza que limita su movimiento.*?

X1.4.3.4. Caélculo de la temperatura
La temperatura del sistema se calcula con la media colectiva de la energia cinética (Ecuacion
46).

(46)

N
T = () mllulP)
=3, %; izlml v;
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XI.4.4. Ensamble o colectivo isobarico isotérmico (NPT)

Las condiciones del colectivo NPT se muestran en la Tabla 11.4.

XI1.4.4.1. Presion del sistema
La presion del sistema debe llegar al equilibrio antes de realizar la simulacién de MD. La

presion se calcula inicialmente como tensor P (ecuacion 47a) a partir del tensor virial = (Ecuacion

47b).%
N (47a)
()
i=1

(47b)

P_z
v

1
E= —EZ(TU®FU)

i<j

Y el escalar presion es la traza del tensor P, la suma de los elementos diagonales del tensor (traza
del tensor).

Tabla 11.4. Condiciones de NPT

Variable Valor o argumento
Integrador Leap-frog

Numero de pasos 5000

Paso de tiempo 2 fs =0.002 ps
Tiempo de simulacién 10 ps

Asignacion de velocidades Nula

Restricciones Holondmicas
Presién de referencia (Po) 1 bar

Compresibilidad isotérmica del agua  4.5x107° bar™

X1.4.5. Simulacion de dindmica molecular (MD)

XI1.4.5.1. Método de integracion de Verlet

El teorema de Taylor (Ecuacion 48) establece que si una funcion tiene derivadas continuas hasta la
de orden n+1 en un intervalo dado, la funcién se puede aproximar con una serie de n términos y un
residuo R, asociado al error de la aproximacién.97
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t i gi (48)
r(t) = Z (Aitl) 4t +R,

La ecuacion 48 es la serie de Taylor de r alrededor de t,.

En la simulacion de MD, las ecuaciones de Newton son resueltas simultdneamente en pasos cortos
de tiempo (tipicamente comprendido entre 1 y 10 fs) mediante el algoritmo de Verlet, el cual emplea
dos aproximaciones en series de Taylor truncadas al cuarto término (ecuaciones 49a y 49b) para las
posiciones del paso nuevo (t+At) y el previo (t-At) respectivamente, y sumandolas se obtiene la nueva
posicion (Ecuacion 49c). El sistema mantiene la presién y la temperatura en los intervalos requeridos,
y las coordenadas atomicas son escritas en un archivo de salida cada cierto periodo. Las
coordenadas, como funcion de t, representan la trayectoria del sistema.

3 . .
A dt (49&)
r(t + At) :Z( i? —77(t)
i=0
3 i .
_An g (49b)
r(t — A) =Z( i!t) Z57(t0)
i=0
(49¢)

F
r(t + At) = 2r(t) + EAL‘2 —7r(t — A)R,

El algoritmo de Verlet es casi exacto, siendo el error de truncacion de la serie del orden de (At)*.”’

Si la simulaciéon de MD se realiza considerando los enlaces como osciladores armonicos segun el
término i=2 de la serie de Taylor. A una oscilacién simple con un grado de libertad, el eje internuclear,
le corresponde una posicién al equilibrio en la cual la energia sea minima, la desviacién de esta
posicién genera una fuerza (Ecuacién 50) que retorna el enlace al punto de equilibrio. La energia
potencial del enlace, considerado como un resorte seglin la Ley de Hooke (Ecuacion 51a), y la
energia cinética asociada (Ecuacién 51b) generan la ecuacién diferencial de movimiento (Ecuacion

52) o lagrangiano del subsistema.

_ AU _ k(I — (g7 (50)
dr 1711
E = k(”f)” - ”77';(1”)2 (518.)
P 2
o _mlvl?
k=T (51b)
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d? k " ) (52)
WT+ET=T +wr=0

La cual tiene raices complejas conjugadas, y la solucion (Ecuacién 53) denota que el enlace tiene un

movimiento arménico.%*%

r = C;coswt + C,senwt (53)

La energia potencial rotacional (Ecuacion 54) y la energia traslacional, que equivale a la energia
cinética, definen la energia interna U del sistema (Ecuacion 55).

m||7]|?w? (54)
Eror = 2
N N (55)
U= Ep,i + Z Ek,i
i=1 i=1

X1.4.5.2. Intervalo de tiempo de integracion
El intervalo de tiempo de integracion (1) define la simulacion correcta en la trayectoria. Con
valores pequefios de T la trayectoria de la simulacion es mas parecida al resultado de la integracion

analitica. Un valor tipico de T para simulaciones atomisticas es de 0.1 0 0.2 ps.

X1.4.5.3. Condiciones de la dinamica

Los colectivos 0 ensambles son las condiciones de los microestados del sistema. El colectivo
canonico define constantes al nimero de particulas, el volumen y la temperatura (NVT), y el colectivo
isobarico isotérmico (NPT) mantiene constantes el nUmero de particulas, la presién y la temperatura.

Al inicio de la simulacion MD debe establecerse un estado inicial.

Las velocidades iniciales de los atomos se asignan aleatoriamente con una distribucion de Maxwell-
Boltzmann. La ecuacion 30 representa la probabilidad de que el sistema se encuentre en el estado

energeético E;.

X1.4.5.4. Temperatura y termostato de Berendsen
El algoritmo de Berendsen o termostato de Berendsen (Ecuacién 56) previene desviaciones

de la temperatura del sistema. Esta desviacion decae exponencialmente con la constante 7.

dr _T-T,
dt 1

, T=T, (1 = e_%) (56)
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XI.4.5.5. Presion y barostato de Parrinello-Rahman
En el barostato de Parrinello-Rahman la matriz del vector de la caja de simulacion B obedece
otra relacién de movimiento (Ecuacion 57).

d%B (57)
dt2 =Vw- I(BT) 1(P F?ef)

Donde W es un pardmetro matricial que es funcién de la compresibilidad isotérmica y la constante Tp.

Con el barostato de Parrinello-Rahman se modifican las ecuaciones de movimiento (Ecuacion 58). La
constante 1r debe ser mayor a la constante 1, ya que si el sistema se encuentra fuera del equilibrio

resulta en oscilaciones muy grandes.®

d’r F dr (58)

—_— = —M—
dt? m dt
M es una matriz de modificacién de las matrices B.

XI1.4.5.6. Limites del sistema
Las condiciones periddicas en la frontera (periodic boundary conditions, PBC) simulan un
sistema infinito, donde la celda de simulacion estd4 rodeada de réplicas de si misma, evitando

desviaciones de los atomos limitrofes respecto a los &tomos centrales del sistema.

X1.4.5.7. Sumas de Ewald y PME
Esta basado en la expresion culdmbica de la energia potencial electrostatica, y define las

interacciones de las particulas en la celda de simulacién con sus correspondientes particulas en PBC.

En una celda Q con N cargas puntuales {gy} en posiciones respectivas {r\}, definida por tres vectores
€1, 62, €3, la carga q; en 1; tiene una interaccién culdmbica con g; en T (i#), asi como con sus imagenes
periddicas en T, + n; €, + N, € + N3 €;. La carga ¢; también interactia con sus propias imagenes
periédicas en ¥, + ny & + n, &, + n; €:.%° La energia electrostatica de Q (ecuacién 59) tiene la serie

infinita exterior cuya convergencia depende de los valores de n;,n, y ns.*%

qi4; (59)
E
(T T} ZZZZ”n_“n”

n#0 i j#i

El método de sumas de Ewald (ecuacion 60a) transformé la serie infinita por dos términos que
convergen absolutamente, una suma directa en el espacio lineal aritmético R® (Eg,, Ecuacion 60b) y
una suma reciproca en el espacio de Fourier (E., Ecuacion 60c). Las interacciones no enlazantes y

no periddicas no se calculan y pertenecen a un tercer término de correccion (E.).
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E = Egiy + Evec + Ecor (60&)

. :zl —erf(BII(7 + n)| (60b)
ar [IGRD]|

z (60c)

1 1 _<nllﬁll) .
E — _z — B 2mim-r
ree Ty Ll ’

Donde erf(x) = \/Z—Efoxe‘tzdt es la funcion error de x.

El primer sumando equivale fisicamente a rodear cada carga puntual en el sistema por una
distribucion, tipicamente normal, neutralizante, de cargas de igual magnitud y signo contrario. Este
término es responsable de las interacciones de corto alcance.

El segundo sumando compensa la distribuciéon neutralizante del primer término, mediante una

distribucién compleja de cargas de signo opuesto a las del espacio real.”’ La base del espacio lineal

de tres dimensiones son los vectores ortogonales de posicion i, 7, k' y la base del espacio de Fourier
. xk . kxi . ixX} 102
son los vectores de onda m; = 2"—(i><j)-k , My = Zn(ixj)-fc ymz =2m R

Las aproximaciones de la suma de Ewald, basadas en mallas (particle mesh Ewald, PME) aceleran la
solucion del método. En lugar de considerar una densidad continua de carga, se aproximan las
cargas distribuidas en una malla’’ sobre la celda de simulacién, discretizando los valores y aplicando
la transformada rapida de Fourier (FFT, un método rapido de célculo de la transformada discreta de

Fourier). Se simula un cubo de 0.16 nm de lado en el espacio de Fourier para la suma reciproca.

X1.4.5.8. Interacciones de van der Waals
Estas interacciones pueden ser dipolo-dipolo o interacciones de Keesom, dipolo-dipolo

inducido o interacciones de Debye, y dipolo instantaneo-dipolo inducido o interacciones de London.

Las interacciones de Keesom se consideran como de orientacion fija o de media angular. Las
interacciones de orientacion fija tienen cuatro variables, la distancia de separacién entre los dipolos, y
tres angulos y la energia de la interaccion depende de la posicion de los atomos en el sistema. La
energia de interacciéon de media angular asume las fluctuaciones medias ponderadas de los dipolos

en funcién de la temperatura.'®

La energia de las interacciones de Debye considera el campo eléctrico y una media ponderada del

angulo debido a la posicién del dipolo.
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La energia de las interacciones de London no incluye momentos dipolares, sino una funcion de las

primeras energias de ionizacion de los atomos i,j involucrados.

Los tres tipos de energias de van der Waals se engloban aproximadamente en el término con

exponente 6 en la ecuacion de Lennard-Jones (Figura 11.4)."**

B Repulsion o« i

L-J

Energia potencial

Atraccién o r®

Imin

Distancia

Figura 11.4. Gréfica de la energia potencial de atraccion y repulsion, y su aproximacién por la funciéon

de Lennard-Jones (L-J).

X1.4.5.9. Interacciones hidrofébicas

La atraccion hidrofébica es la fuerza no covalente y no electrostatica mas importante entre
particulas apolares. En un medio acuoso, la atraccion hidrofébica se debe a la energia libre de los
enlaces de hidrégeno entre las moléculas de agua del entorno, siendo la energia de la atraccién

hidrofébica igual a la energia libre de cohesion en el agua.'®

X1.4.6. Analisis de MD

XI1.4.6.1. Agrupamiento o clustering

Es una técnica empleada para seleccionar un estado representativo de un conjunto
heterogénero de conformaciones de la macromolécula que ha sido simulada por MD. En el clustering,
las conformaciones se agrupan de manera que, aquellas pertenecientes a un mismo grupo o cluster,
compartan un alto grado de similitud entre si y sean distantes de las situadas en otros clusters.”” El
modo de agrupamiento se define por un rango o cutoff de RMSD, el cual define el valor méximo de
desviacion para cada cluster. En cada uno, se calculan coordenadas medias para generar una

conformacion representativa. Se puede generar una matriz con los valores de RMSD a través del
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tiempo, representado con colores correspondientes a su magnitud. A esta representacion se le

conoce como matriz de RMSD.

XI1.4.6.2. Raiz de la desviacion cuadratica media (Root-Mean-Square Deviation)

El andlisis de los resultados de las simulaciones de MD se basa en las desviaciones de la
posicion del atomo i-ésimo respecto a las coordenadas iniciales a través del tiempo de simulacion. El
valor de RMSD (Ecuacion 61) expresa la magnitud media de esta desviacion. Valores de RMSD
mayores a 2.0 A indican un desplazamiento significativo.

I1:(8) — 1y (to) |12 (61)

N .
RMSD(t) = ((Ar)?) = Jzizﬂnzl

(a) Equilibrios del sistema

Se considera que el sistema se encuentra en equilibrio mecanico cuando sus valores de
RMSD tienen oscilaciones minimas como funcién del tiempo; cuando la amplitud de la funcion
periddica tiende a cero. Debido a la naturaleza de las gréaficas de valores de RMSD en funcion del
tiempo, se puede elegir el intervalo de tiempo aproximado al cual se considera el sistema equilibrado,
o puede aplicarse a la funcién una transformacion en la cual se filtre o suavice la funciéon y sea mas
simple la identificacion del intervalo de equilibrio. Un método de filtrado de la funcién RMSD es la
transformada discreta de Fourier.

Una serie de Fourier es la representacion de una funcion f como una serie de constantes
multiplicadas por las funciones seno y coseno de diferentes frecuencias. Si la funcién f(t) esta definida
en un intervalo [-L,L], la serie de Fourier de f(t) (Ecuacion 62) puede aproximar cada valor de f(t)**".
Las series de Fourier se pueden representar con funciones seno y coseno o con la funcion

34,106-108

exponencial compleja (Ecuacion 63), cuya transformacion se basa en la formula de Euler.

(62)

f() = a7 i an cos + b,sen (nLLx)]

f(6) = Zoo e 3

2 . .. .
Donde w = ?" es la frecuencia, y ap, an, b, y d, son coeficientes de Fourier.

La transformada de Fourier de f (Ecuacion 64) convierte a f(t) en F{f(t)}. Si M es un enteros positivo y

{u,—},-:o’\"1 es una sucesion de N numeros complejos, la transformada discreta de Fourier de N puntos de
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u es la serie DFT{u} (Ecuacion 65). Obteniendo la parte real de F{f(t)} y calculando la transformada
inversa discreta de Fourier (Ecuacién 66) de ésta, se obtiene la funcion f(t) filtrada o suavizada.
Frecuentemente este andlisis se realiza para eliminar ruido e interferencias de una funcién

temporal.'®

e , (64)
FF@w) = [ foe et
N-1 . (65)
2mijr
DFT{u}(r) = uje N

1 = 2mijr

DFT YDFT[f(®)]}(t) =5 ) DFT{u}(e v~ (66)

r=0

X1.4.6.3. Raiz de la fluctuacién cuadratica media (Root-Mean-Square Fluctuation)
El grafico de RMSF (Ecuacion 67) en funcion del tiempo representa las desviaciones de

posicién por residuo de aminoécido.*®

e () = ri(to)?) (67)

ng

RMSF(¢t) = \/

Donde la suma se hace en la media de la distancia cuadratica de los atomos que contiene la cadena
lateral de cada residuo de aminoacido, desde el paso de tiempo inicial (t = 0, o segln se requiera
analizar), hasta el Gltimo paso de tiempo (n,). El analisis de RMSF suele realizarse desde el tiempo t
en que el sistema ha alcanzado el equilibrio hasta el final de la simulacién para evitar fluctuaciones de
gran magnitud. Dependiendo del sistema, este valor de t puede variar considerablemente, y debe

encontrarse de forma particular.

X1.4.6.4. Radio de giro

El radio de giro de una proteina (Ecuacién 68) es la distancia del i-ésimo atomo al centro de
masa. El centro de masa (Ecuacion 69) es el punto donde las posiciones ponderadas relativas de los
componentes suman cero. Aumentos progresivos o bruscos del radio de giro a través del tiempo

indican disociacion de subunidades o pérdida de estructuras secundarias y terciarias.

(68)

N
i=1 M

o) — jziil[mi<||ﬁ—aar||)2]
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2 TiLam, (69)
bar — <N .
Z?’=1 m;

XI1.4.6.5. Puentes de hidrégeno

Un puente de hidrégeno existe cuando un &tomo de hidrégeno enlazado a un atomo
electronegativo interactiia con otro atomo electronegativo.™® El puente de hidrégeno se forma a
distancias menores que las calculadas con base en los radios de van der Waals. En los 4tomos
A---H-B, la nube electronica del &tomo B experimenta compresion por el hidrogeno, lo que indica que
estd méas proximo a éste. Tipicamente el enlace de hidrégeno se forma entre dos atomos
electronegativos, donde el enlace con el atomo B es covalente, con orden de enlace cercano a uno, y
el “enlace” con el atomo A es mas débil y mas largo, con una entalpia de enlace de 50 kJ/mol o
menor, y una distancia media de 2 A Cuando dos atomos electronegativos A,B, uno de ellos
enlazado a H, se sitian a una distancia de aproximadamente 3.0 A, el atomo de hidrégeno puede
formar un “enlace” con el otro atomo electronegativo. Durante la simulacién MD, el cambio de
posicién atémica respecto al tiempo puede formar y romper enlaces de hidrégeno entre los atomos
electronegativos. Cuando dos subestructuras forman mdltiples puente de hidrégeno, el trabajo
necesario para aumentar la distancia entre ellas es mayor, y pueden permanecer unidas durante un
intervalo de tiempo en la simulacién. Para analizar la formacién de puentes de hidrégeno en los
sistemas a través del tiempo, se cuentan los grupos de atomos A, H, B, donde la distancia de van der
Waals entre Ay B sea menor a 3.4 A.

Si se tiene un conjunto de sistemas donde se forman y rompen puentes de hidrogeno en la
simulacién MD, se puede comparar el conteo de enlaces formados en el tiempo de simulacién con
una prueba estadistica no paramétrica para saber si alguno de los sistemas tiene mayor significancia

en la formacion de estos enlaces, como lo es la prueba de Mann-Whitney.
(a) Prueba de Mann-Whitney.

Esta prueba es la alternativa no paramétrica, o de libre distribucion, a la prueba t de comparacion de
dos medias. Esta comparacion prueba la hipétesis nula de que las medianas de los sistemas
muestreados son estadisticamente iguales. La prueba consiste en el ordenamiento de los valores de
menor a mayor y la asignacion de un rango a cada uno. Se calcula la suma de los rangos de cada
muestra para establecer el estadistico de prueba U (Ecuacién 70). Los estadisticos U; y Ui.1 son
valores de variables aleatorias que tienen media p (Ecuacion 71) y varianza o (Ecuacion 72).'*! Se

calcula un valor z, (Ecuacién 73) que se contrasta con el valor z. de la distribucion normal.
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nin; +1 70
Ui=2rkj——l( 12 ) ( )
J

"= ni7;i+1 (71)

52 = NNy (N +Njyq + 1) (72)
12

Ui — 73

Zrk = lo_ (73)

X1.4.6.6. Andlisis de estructura secundaria

La estructura secundaria de una proteina se refiere a disposiciones particularmente estables
de los amino&cidos que dan lugar a patrones estructurales repetitivos. El analisis de estructuras
secundarias a través del tiempo de simulacién consiste en el célculo de los angulos diedros ¢ y y de
la cadena principal de la proteina.

X1.4.6.7. Matrices de distancias
La matriz de distancias minimas entre dos residuos de aminoacidos A;, A; en una proteina se
define como la distancia mas pequefia entre los pares de atomos i€A,, j€A;. En la gréafica de la matriz

se pueden encontrar formacién de puentes salinos.*

XI1.4.6.8. Energia de unién
(a) Area superficial de Poisson-Boltzmann (PBSA)

El método de mecanica molecular-area superficial de Poisson-Boltzmann (MM/PBSA) es uno
de los enfoques mas utilizados para la estimacion de energias de unién en biomoléculas.”® MM/PBSA
incluye tres términos energéticos: el cambio del potencial en el vacio, el cambio del potencial de
solvatacién y un término entrépico. El primer término Eyy (Ecuacién 74) es la energia potencial de
mecanica molecular que considera las interacciones enlazantes y no enlazantes. Las interacciones
enlazantes consisten en las interacciones de enlace, angulares, diédricas e impropias. Las

interacciones no enlazantes engloban las interacciones culémbicas y de Lennard-Jones.
Evm = Epona + Eangle + Eginea + Eimp + Eglec + EL—] (74)

El segundo término Gs,, energia de solvataciéon (Ecuacién 75), es la contribucion requerida para
transferir el soluto del vacio al solvente, y se compone de los términos electrostatico (Gpo) Yy no
electrostatico (Gapo). El término electrostatico se estima resolviendo la ecuacion de Poisson-
Boltzmann (Ecuacion 76a de manera general y 76b segun la teoria de Debye-Hiickel). La ecuacion
78a es una ecuacion diferencial parcial no lineal, que incluye el potencial dependiente de la posicion
®(r) como derivada parcial de segundo orden y como argumento de una exponencial; y la constante

dieléctrica €. Su resoluciéon implica un elevado tiempo computacional. En la ecuaciéon 76b, una
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simplificacion, el término k* (Ecuacion 76c) depende de la fuerza inica de la solucion. El término no

electrostatico abarca el trabajo realizado por el soluto para formar una cavidad en el solvente, y un

término de van der Waals.

F Z
VZCD(T) = - ZiCie kpT
E&Y L
L

K

Gsoww = Gpol + Geqy + Guaw (75)
_zie®() (76a)
V2D(r) = kK2D(r) (76b)
_ 2z7eFC; (76c)
~ kgTee,

MM/PBSA también descompone la energia de unién en contribuciones individuales por residuo de

aminoacido y el ligando.*® La entropia de unién del sistema proteina-ligando no se incluye en

MM/PBSA.

Las condiciones del analisis de MMPBSA (Tabla 11.5) pueden simplificar el célculo de ®(r) de

manera considerable.

Tabla 11.5. Condiciones del método MMPBSA

Variable Valor o argumento
Carga de cationes (2) 1

Radio de cationes 0.95 nm

Carga de aniones -1

Radio de aniones 1.81

Constante dieléctrica del soluto 2

Constante dieléctrica del solvente 80

Temperatura de referencia (To) 300 K

Energia superficial (ysol)

0.0226778 kJ/molA?

Condiciones periodicas

Debye-Huckel maltiple

Método de solucion de PB

Ecuacion lineal de Poisson-Boltzmann

Nota: El modelo de Debye-Huckel expande la exponencial con una serie de Taylor, linealizando la ecuacion

76a.
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(b) Aproximacion lineal a la energia de union (LIE)
Para un sistema con dos ligandos A y B, con sus respectivos potenciales V, y Vg (Figura
11.5), en un ciclo termodindmico. De éste ciclo se obtiene que AGpingg — AGpinga = AZGSO.V,pmt— NGy,
veo. Considerando que AGinga=0, la funcidon de energia libre (Ecuacién 77) esta relacionada con la
media de la densidad de probabilidad de una coordenada en el potencial superficial V.**?
_Va-Vp 77
AGBA = _kBTln (e kpT ) ( )
Realizando la expansién con series de potencias para el logaritmo y la exponencial (Ecuacion 78), se
puede aproximar AG considerando las contribuciones culdmbicas y de van der Waals, con el primer

término de la respectiva serie (Ecuacion 79) que asume una dependencia lineal.

2
A GsoIV,Hzo

2
A Gsolv,prot

Vg — VA)nm (78)

1 79
D26 = = (BWoi) + {0V ) 79
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XII. ANEXO 1l

XII.1. Generacion de todos los modelos lineales posibles

Para evaluar la significancia global de todos los modelos posibles con uno a diecinueve

descriptores generados en FAFDrugs3, se usO la suma de combinaciones (Ecuacion 80) en el

lenguaje Bash.

19

Ser

x=1

(80)

Una vez generados los 524,287 modelos, se aplicé una regresion lineal multiple a cada uno de ellos

con el lenguaje R. Un resumen de las instrucciones mas fundamentales se muestra en la Tabla 12.1.

Tabla 12.1. Instrucciones basicas para el andlisis preliminar de regresion mdaltiple

Instruccion

Accioén

head $CSV |

List_descriptors.erase

-n1 sed ‘s/,/ Ig >

Agrupar los nombres de los descriptores del archivo de
entrada *.csv que contiene la actividad experimental y

los valores de los descriptores

read —p “Observable>>" ACT

Definicién de la actividad o propiedad biol6gica

descriptors=$(cut -d ‘ ‘-f2- List_descriptors.erase |
cut -d * '-f2-)

Definicién del conjunto de descriptors en un archive de

salida

combine $descriptors | sed ‘s/ / + /g >> Agrupamiento de los descriptores, un modelo por
all. models.dat renglén
echo “data <- read.csv(‘$CSV’)” >> mir.r Ingreso de la variable *.csv que contiene los

descriptores de cada modelo

echo “model <- Im($ACT ~ $descriptors,

data=data)” >> mlr.r

Aplicacién de la funcién “linear model: Im” con la
variable ACT (activity: logBB) y las variables regresoras

descriptors

echo “summary(model)” >> mir

Imprime el resumen de la regresion lineal mdltiple:

%, F, p y grados de libertad; y la significancia del
conjunto de descriptores, evaluados mediante una

prueba t

R —f mlr.r —slave > models.dat

Ejecuta el analisis llamando al archivo de instrucciones
“mir.r” y guarda el resultado en el archive de salida

“models.dat”
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XIl.2. Residuales estudentizados de los seis modelos lineales mas significativos

Los residuales estudentizados para cada uno de los seis modelos lineales mas significativos
(Figura 12.1) y su tipo de densidad (Tabla 12.2) se analizaron para elegir un criterio adecuado para la

deteccién de valores atipicos.

Para el modelo de dos descriptores, no se puede rechazar Hy de normalidad. Los estadisticos de los
residuales fueron & = -1.79 x 10" y s?% = 0.067. Los residuales estudentizados tuvieron ¥ = -0.0014 y
s, = 1.0161. La desviacion estandar es 1.008, que es congruente con los supuestos de los residuales
en regresion lineal,®® y el gréafico de cuantiles normales (Figura 12.2) cualitativamente tiene una
tendencia hacia la normalidad, con lo que se justificé la eleccién de los valores atipicos como aquellos
fuera del intervalo [-2,2] o aproximadamente el 95% de los valores, asumiendo los parametros pu=0 y
o=1. Para este mismo modelo, la dispersion de los valores predichos en funcién de los observados

para logBB (Figura 12.3) también tiene correlacion significativa (r = 0.789, p < 2.2x107°).
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Figura 12.1. Densidades de los residuales estudentizados utilizados para la deteccion de valores atipicos de los

modelos lineales QSPR con (A) uno (B) dos, (C) tres, (D) cuatro (E) cinco y (F) seis descriptores.
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Cuantiles muestrales
0 1
| |

-1

T T T T T
_1 - o r = 1
Cuantiles tedricos
Figura 12.2. Gréfico de cuantiles normales para los residuales estudentizados para el modelo con dos

descriptores. Los cuantiles muestrales son los calculados a partir de los residuales estudentizados del modelo y

los tedricos corresponden a los cuantiles de la densidad de probabilidad normal.

Tabla 12.2. Caracteristicas de los residuales estandarizados y estudentizados de los modelos lineales QSPR.
La comparacion de los residuales estandarizados y los residuales estudentizados no tuvo diferencia significativa
(0=0.05).

Descriptores en los Valor p de la Valor p de Shapiro- Hipotesis de
modelos QSPR comparacion Wilk de r; normalidad
ded;yr;
1 0.9679 0.001415 Rechazada
2 0.959 0.03886 No se rechaza
3 0.9611 0.0037 Rechazada
4 0.9595 0.01435 Rechazada
5 0.9632 0.002765 Rechazada
6 0.9588 0.008187 Rechazada

Nota: So6lo el modelo lineal con dos descriptores, logBB =f(logP + tPSA), generé un conjunto de residuales

estudentizados con poblacién normal, probada con la prueba de Shapiro-Wilk (¢=0.05).
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Los residuales del modelo final de dos descriptores, al que se le eliminaron los valores atipicos

mediante los residuales estudentizados del modelo inicial, tuvieron una densidad simétrica (Figura

12.4).
1- L ]
. .'. .- ®
0.5 B S AL
. ot ‘. " ot e
% ... . ..... ...:.
=2 i . . '{'... 4 :-
g 0 - .-.'.'...':.
O L ]
o °® Yo {'. s °
E'O.S' .. o .
= s, o .
'1 '. .
-1.5
-1.5 -1 -0.5 0 0.5 1

Valor observado

Figura 12.3. Gréfico de valor predicho contra el valor observado (experimental) de logBB para el modelo con

dos descriptores. A partir de esta dispersion se calculan los estadisticos de validacién r, Fints o’ y r'o’.

T T T T T T T T T T 1
05 04 03 02 01 00 01 02 03 04 05

Cuantiles

Figura 12.4. Grafico de caja para los residuales del modelo final con dos descriptores. Los valores notables
son: min=-0.502, 1Q=-0.186, mediana=0.008, 3Q=0.195, méax=0.509.
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XIl.3. Simulacion de MD clasica

En la simulacion de MD clésica se modelan los atomos e iones como masas y cargas puntuales,
pudiendo tener carga formal o parcial. Los enlaces covalentes se modelan como osciladores
armonicos, y los enlaces salinos y de hidrégeno se determinan mediante los valores de energia
electrostatica culombica, y de atraccion o repulsion mediante Lennard-Jones dependientes de las
distancias entre las particulas. Para el estudio de las interacciones que forman los estabilizadores

microtubulares con los sistemas de tubulinas, los efectos electrénicos no son fundamentales.

XIll.4. Ligandos estabilizadores acoplados en el heterodimero of3

Se acoplaron tres ligandos estabilizadores en el heterodimero af8, construido conforme a la
estructura PDB: 1JFF. Dos ligandos se acoplaron en el sitio de los taxanos utilizando AutoDock 4.2
(LAU y DIC) y AutoDock Vina (DIC), y POU en un sitio adyacente utilizando AutoDock 4.2 conforme la
estructura (Figuras 12.5 a 12.8).

En el sistema LAU-of3 el sistema no alcanzé el equilibrio dindmico, aunque su funcién RMSD(t) tuvo
valores maximos de menor magnitud que el sistema of3. El ligando LAU se desacopl6 totalmente del
dimero, solvatandose en la celda de simulacion, para posicionarse en otro sitio del dimero
aproximadamente a los 35 ns, donde permanecié hasta el final de la simulacién. La solvatacién de
LAU, con XLOGP3 = 3.2, resultdé mas favorecida que su acoplamiento en el sitio de unién de los
taxenos, lo que indica que no se acoplé en el sitio preciso, adicionalmente a la inestabilidad del
sistema dimérico. Al no alcanzar el equilibrio dindmico, las fluctuaciones de las cadenas laterales son

grandes, aungue la integridad estructural de las subunidades no se modificé.

El sistema POU-af3, mostré una inestabilidad mayor que el sistema con LAU, aunque se sigue
notando una gréafica de RMSD(t) similar. El ligando POU se solvatd y se separ6 de la proteina of. Al
observar la estructura de POU (Ver seccion Il, Figura 2.5), los grupos hidroxilo y metoxilo favorecen la
formacion de puentes de hidrogeno con el agua, proceso que mostrO ser mas favorecido a

comparacion de la formacion del complejo.

Para los sistemas DIC-af3 se acoplé el ligando mediante dos SF, AutoDock 4.2 y AutoDock Vina para
realizar una comparacién. Los acoplamientos fueron similares. Para la simulacion con el
acoplamiento mediante la SF semiempirica de AutoDock 4.2 las cadenas principales mostraron la
tendencia de los sistemas anteriores, y en este caso DIC experimentd un desacoplamiento del sitio de
union, que incrementd los valores de la funcion RMSD(t) entre los 10 ns y los 30 ns de simulacion.

Por la alta hidrofobicidad del ligando (Ver seccion Il, Figura 2.5), no se espera que su solvatacion esté
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favorecida sobre la formacion del complejo, por lo que regresé al sitio en los Ultimos 20 ns en una

orientacion diferente a la acoplada inicialmente. Los valores de RMSF disminuyeron respecto a los

sistemas anteriores, y las estructuras terciarias se conservaron, comportamiento que empiricamente

ha sido visto en los sistemas de tubulinas. El sistema en el que DIC se acoplé con la SF rapida de

AutoDock Vina tuvo tendencias de RMSD y rg de los polipéptidos similares al otro sistema de DIC,

con mayores fluctuaciones de las cadenas laterales. El ligando presentd rotaciones mdltiples en el

sitio de union, y de manera analoga, su solvatacion no resultd estar favorecida.
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Figura 12.5. Graficos de RMSD de las cadenas principales de los polipéptidos en funcién del tiempo

para los sistemas heterodiméricos a8 con los ligandos (A) LAU, (B) POU, (C) DIC acoplado con

AutoDock 4.2 y (D) DIC acoplado con AutoDock Vina.
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Figura 12.6. Graficos de RMSD de los ligandos en el sitio de acoplamiento en funcién del tiempo. (A)
LAU, (B) POU, (C) DIC acoplada con AutoDock 4.2 y (D) DIC acoplado con AutoDock Vina.
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Figura 12.7. Gréficos de RMSF de los polipéptidos en funcién del tiempo para los sistemas heterodiméricos of3
con los ligandos (A) LAU, (B) POU, (C) DIC acoplado con AutoDock 4.2 y (D) DIC acoplado con AutoDock Vina.
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Figura 12.8. Gréficos de radio de giro de los polipéptidos en funcién del tiempo para los sistemas
heterodiméricos aff con los ligandos (A) LAU, (B) POU, (C) DIC acoplado con AutoDock 4.2 y (D) DIC acoplado
con AutoDock Vina.

La escasa afinidad de los ligandos con el heterodimero of3 tiene relacion con la baja espontaneidad
de la unién a dimeros aislados en una célula, y su impacto casi nulo en células que no se encuentran

20

en mitosis, meiosis y procesos hiperactivos de trafico vesicular o quimiotaxias,” como los que

presentan las células de linaje hematopoyético.
XII.5 RMSD en el sistema a3,

El andlisis de agrupamiento del sistema a,f3, con rango de 0.09 nm para la cavidad de EPA
tiene una densidad de RMSD (Figura 12.9) considerando las conformaciones con distancia mayor a
0.9 nm entre los centros de masa de los residuos Q279 y L361 utilizando MDAnalysis.*® Al aplicar la
prueba de Shapiro-Wilk, la hipétesis de que la muestra proviene de una poblacién normal se rechaza
al 95% de confianza (p = 0.0016). La matriz de RMSD (Figura 12.10) para la cavidad tiene un

intervalo de 0.054 nm a 0.194 nm con media de 0.12 nm.
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Figura 12.9. Poligono de frecuencia del analisis de agrupamiento.
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0 RMSD (nm) 0.194

Figura 12.10. Matriz de RMSD del sitio de unién de EPA con distancia minima de 0.9 nm entre los centros de
masa de Q279 y L361.

Del andlisis de agrupamiento de conformaciones, se eligieron los criterios empiricos de un nimero de
grupos que tuvieran una relacion tipo exponencial con su tamafio (Figura 12.11), seleccionandose asi
el rango o cutoff de 0.09 nm.

99



ANEXO IlI

40

35 4

30 +

25 4

20 4

Tamafio del grupo o cluster

0 T T T T T T

0 5 10 15 20 25 30 35
Numero de grupe o cluster

Figura 12.11. Relacion del tamafio de cluster con su abundancia. La relacion no debe ser lineal.

XII.6. Sistema homodimérico EPA,-[3,
XI1.6.1. Variables termodinamicas

Las graficas de las variables Epy,, T, P y V a través del tiempo para el control positivo se
muestran en la Figura 12.12. En EM se alcanz6 el equilibrio mecénico, la funcion de Epy fue
decreciente y asintética en el valor minimo. En el colectivo NVT, la temperatura se mantuvo
constante. En el ensamble NPT la presion del sistema tuvo las mayores variaciones al principio de la
simulacién NPT, que disminuyeron hacia los 2 ps. Las fluctuaciones de la presién se deben al
comportamiento de las moléculas de agua, con un indice de compresibilidad definido, y las
restricciones de los polipéptidos que ejercen una presion de oposicion al solvente. En la simulacion
de MD, la presion tuvo una tendencia similar a la del ensamble NPT, sin que la fuerza superficial en el
sistema llegara a desnaturalizar a la proteina. La temperatura y el volumen del sistema se
mantuvieron con variaciones muy bajas, con rangos de 4 K y 16 nm?® aproximadamente.

La energia potencial de los diez sistemas homodiméricos se minimizé en la simulacion de EM al
optimizar la geometria. Durante la simulacién los sistemas se deben mantener en condiciones
isotérmicas, isobaricas e isocoéricas. Durante la simulacién NVT, la temperatura de referencia fijada en
300 K tuvo oscilaciones de amplitud muy baja. La presion de referencia, fijada en 1 bar, tuvo
oscilaciones de gran amplitud durante la simulacion de NPT. La variacion de la presion responde a la
variacion de las contribuciones de la energia cinética, el tensor virial y la energia superficial durante el
ensamble, ya que el solvente posee un coeficiente de compresibilidad isotérmica definido y el sistema
proteico tiene restricciones en la cadena principal, provocando incremento de la energia cinética en el
solvente y consecuentemente un aumento de la tensién superficial del sistema proteico sometido a

restricciones. Si el cambio de presion respecto al tiempo llega a ser suficiente, los polipéptidos
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pueden desnaturalizarse, fenébmeno que no se presentd al observar los gréficos de radio de giro. De
manera general, el control positivo presenté oscilaciones en la presiéon de menor amplitud que el
control negativo. Durante la simulacién MD, la temperatura y el volumen tuvieron poca variacion. La
temperatura del sistema es corregida mediante el termostato de Berendsen, el cual provoca el
decaimiento exponencial de la desviacion de la temperatura,®® que la sitia aproximadamente en 300
K + 2 K. El volumen tuvo un intervalo de variacion de no mas de veinte nm?, el cual es dependiente de
la variacion de la presion. La presion del sistema manifestd nuevamente oscilaciones muy grandes,
gue se presentan por la redefinicion de las ecuaciones de movimiento, aunque el barostato de

Parrinello-Rahman limita la tendencia erratica del escalar presion.
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Figura 12.12. Variables de estado a través del tiempo. (A) Energia potencial (MJ/mol) en EM, (B)
temperatura (K) en NVT, (C) presion (bar) en NPT, (D) presion (bar) en MD, (E) temperatura (K) en
MD, (F) volumen (nm®) en MD.

101



ANEXO IlI

XI11.6.2. Equilibrio dinamico

El equilibrio dindmico de los sistemas homodiméricos se identific6 aplicando DFT a los
graficos de RMSD. Los pasos para seleccionar el intervalo de equilibrio en el control positivo (Figura
12.13) son la aplicacion de DFT a la funcibn RMSD, obtener la parte real de la transformada discreta,
aplicar la DFT y graficar la funcién resultante. El equilibrio dindmico se considerd cuando la funcién

periddica resultante tiene una amplitud aproximadamente equidistante a un eje horizontal.
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Figura 12.13. Identificacion de un equilibrio dinamico en el control positivo. (A) Grafico de RMSD de la cadena
B. (B) Aplicacién de DFT. (C) Obtencién de la parte real de la transformada. (D) Aplicacién de DFT™. (E) Grafica
de la funcién suavizada. Se consideré el equilibrio dinamico en el intervalo de tiempo correspondiente al

segmento en el rectangulo color rojo.

102



ANEXO IlI

XI1.6.3. Matriz de distancias minimas

En los sistemas homodiméricos hay cuatro regiones principales de las subunidades que estan
en contacto cercano: los segmentos 212 a 217, 276 a 297 (que incluye el asa M) y 324 a 332 en la
cadena B; y el segmento 111 a 127 en la cadena D, aproximadamente. En la matriz de distancias
minimas para el control positivo (Figura 12.14) se sefialan con un rectangulo las regiones de la

interfase que forman puentes de hidrégeno.

Residuo

500
Residuo

0 Distancia (nm) 1.5
|

Figura 12.14. Matriz de distancias minimas entre residuos del dimero [3,.
XII.7. Energias de solvatacion y energias de union de los ligandos.

Las contribuciones medias de los aminoacidos a la energia de union por el método MM/PBSA

se calcularon para la cadena B y la cadena D. Para el control positivo (Figura 12.15).
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