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RESUMEN

La monoamino Oxidasa A humana es una enzima que metaboliza sustratos biogénicos
como los neurotransmisores 5-HT, DA, NA, TA, entre otros. Existen diversas propuestas meca-
nisticas para la reaccién de deaminacién oxidativa de la hMAO-A: Polar nucleofilica, radicalaria,
transferencia de hidruros. Todos estos mecanismos transfieren un hidruro (H™) del Carbono alfa

de la monoamina al N5 del anillo isoaloxacina.

En este trabajo, se buscé por medio del Método de aproximacion de claster discriminar
cual es el mecanismo que domina la reaccién. Los estudios de docking de neurotransmisores
caracterizan el sitio activo. Los principales residuos indentificados en el sitio son son Y444,
Y407, Q215, 1180, N181,e Y69. El papel de las moléculas de agua es también analizado. Se
estudia el impacto del efecto solvente sobre sustratos y sitio activo de hMAO-A por calculos de
Fukui local y global para caracterizar indices quimicos de este sistema ante diferentes valores
de diélectrico y su relacion con los mecanismos. Finalmente, se implementé la metodologia de
aproximacién de claster para hMAO-A encontrando que el maximo de energia del transito lineal
a 1.1 A(hidruro) y 1.6 A(radical). Las energias libres de reaccion calculadas indican que esta

favorecido el mecanismo de transferencia directa de hidruro con 40 kcal/mol.
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ABSTRACT

The human monoamine oxidase is an enzyme that metabolizes biogenic substrates as
neurotransmitters serotonin, dopamine, noradrenalin and tryptamine, among others. There are
several mechanistic proposals for reacting oxidative deamination for hMAQO-A: Polar nucleophilic,
radical and hydride transfer . All these mechanisms transfer a hydride (H-) of the alpha Carbon

of the monoamine to N5 of isoalloxacin group.

The aim of this research was to find and discriminate, using Cluster Approximation met-
hod, which is the mechanism that dominates the reaction. Docking studies of neurotransmitters
characterize the active site. The major identified residues within the site are Y444, Y407, Q215,
1180, N181 and Y69. The role of water molecules is also included in the analysis. It is studied
the impact of the solvent effect on substrates and the active site of hMAO-A by calculations of
local and global Fukui to characterize chemical indexes of this system at different dielectrically
values and their relationship with the mechanisms. Finally, the Cluster Approximation metho-
dology was employed for hAMAO-A, finding that the maximum of energy of the linear transit to
1.1 A(in the hydride mechanism) and 1.6 A(in the radical mechanism). The calculated energies
that were free of reaction, indicate that the hydride direct transfer mechanism is enhanced with

almost 40 kcal/mol .
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CAPITULO 1

SOBRE LA MONOAMINO OXIDASA

Quién teme llegar a la meta traza facilmente un laberinto

Walter Benjamin

Filosofo Aleman

La Quimica Computacional ha desarrollado herramientas que tienen amplia utilidad en la
resolucion de problemas bioquimicos, médicos y farmacolégicos a través de la elucidacion de me-
. . P b ., d > b ,I. b. / PA d . 30
canismos enzimaticos, comprobacién de vias metabdlicas y propuestas en biologia de sistemas.
Entre estos sistemas de estudio destacan las enzimas, siendo estas eficientes y diversos cataliza-
dores biolégicos, de alta especificidad, gran economia atémica y con prometedoras aplicaciones

médicas y biotecnoldgicas.



1.1. Monoamino Oxidasa: Generalidades e Importancia

1.1. Monoamino Oxidasa: Generalidades e Importancia

La monoamino oxidasa (MAQ)! es una flavoproteina asociada a la membrana mitocon-
drial externa que cataliza la deaminacion oxidativa de diversas aminas biogénicas, endégenas y
exégenas, tales como dopamina (DA), serotonina (5-HT) norepinefrina (NA), triptamina (TA)

y xenobidticos, entre otras moléculas de interés biolégico.

Esta enzima presenta dos isoformas: MAO-A y MAO-B, las que comparten aproxima-
damente el 70 % de la secuencia aminoacidica para una misma especie.? Las isoformas difieren
en la concentracién tisular y en la preferencia por sustratos e inhibidores. La reaccién de bio-
degradacion de las monoaminas catalizada por MAO tiene como producto principal la imina
correspondiente. Esta reaccidn es reversible, espontanea y especifica para ciertos sustratos, co-
mo por ejemplo 5-HT la cual es altamente especifica para MAO-A. Esta altima isoforma es el

foco de este trabajo.

La estructura cristalina de la MAO-A humana fue resuelta en 2005 por De Colibus y cols.?
y en 2008 su resolucién fue mejorada por Son y cols.* La proteina humana (hMAO-A) contiene
513 residuos. Aunque es quimicamente funcional como monémero, se encuentra biolégicamente

dimerizada sobre la superficie de la pared mitocondrial externa.



1.1. Monoamino Oxidasa: Generalidades e Importancia

Figura 1.: Estructura de la Monoamino Oxidasa A humana. Consistente en un dominio trans-
membrana (verde), un dominio sitio activo (rojo) y un dominio de unién al FAD

(amarillo). En azul el cofactor FAD.

La hMAO-A presenta tres zonas importantes, (Figura 1) una regién de anclaje a la
membrana mitocondrial que corresponde al segmento unido a la membrana (residuos 461-513),
una zona hidrofébica donde reside el sitio activo y una zona de enlace al FAD (Flavina Adenina
Dinucléotido), grupo prostético que es unido por medio de un enlace 8a-S-cisteinil-FAD. El
anillo de Isoaloxacina del FAD, representado en la Figura 2, corresponde al centro de reaccién

donde se reduce la flavina y se oxida el sustrato.
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Enz R

Figura 2.: Estructura de la Isoaloxacina, sitio de reaccion.

El acercamiento de los sustratos, que a pH fisiolégico se encuentran protonados y puede
ser atraido electrostaticamente a la superficie de la enzima a razén de su caracter negativo, lo
que puede ser observado en la superficie de energia potencial. Existe alto interés en comprobar
que el grupo amonio debe desprotonarse para que la amina sea degradada en la cavidad a la cual
reside el sitio activo, ya que todos los mecanismos que se han propuesto consideran la amina

neutra.5

El caracter hidrofébico y la ausencia de aminoacidos basicos o acidos en el sitio activo que
permitan la desprotonacién del sustrato dentro de la cavidad hidrofébica, ha llevado a plantear
nuevos estudios para encontrar que la zona de desprotonaciéon de MAQO esta fuera de ella, previa
a la reaccién de deaminacién. El estudio de Zapata-Torres y cols® sostiene a partir de estudios de
Steered Molecular Dynamics (SMD) que a pesar que a pH fisioldgico las bioaminas deben estar
protonadas, estas moléculas llegan al sitio activo en forma neutra. Las estructuras protonadas
requieren mayores energias de entrada que las formas neutras, por lo que estas @ltimas ingresan
con menor dificultad. Adicionalmente, el sustrato neutro muestra mayores energias de interaccién
con el sitio activo, lo que muestra una preferencia por el ingreso de éste por sobre la molécula

protonada al sitio de reaccién, como indica Zapata-Torres y cols.
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1.2. Monoaminoxidasa: Sustratos e Inhibidores

El interés por el estudio de MAO se centra en su capacidad para controlar cuadros de-
presivos crénicos (Isoforma A), como de las enfermedades de Parkinson y Alzheimer (Isoforma
B). Desde los afios sesenta’ las moléculas inhibidoras de Monoamino oxidasa (iMAQ'’s) han sido
desarrolladas para el uso clinico como antidepresivos, antiparkinsonianos y drogas neuroprotec-
toras.®

Sin embargo, la variabilidad estructural de los iMAO ha llevado a estudiar en detalle las
interacciones que se presentan en el complejo proteina-ligando dentro del sitio activo y los meca-
nismos por los cuales MAO degrada los sustratos. La preparacion de mejores sintesis de drogas
para patologias cuyo mecanismo esta asociado a la MAO se pueden optimizar comprendiendo
de manera profunda la estructura y el mecanismo de la reacciéon enzimatica de MAO, lo que

orienta la importancia de esta investigacion.

Neurotransmisores

Las principales familias de neutrotransmisores, ilustrados en la Figura 3, son sustratos de
MAO. Entre estas estan las catecolaminas (dopamina, noradrenalina, adrenalina), las Indolami-
nas (serotonina, melatonina) y la histamina. Otras aminas exdgenas trazas que metaboliza son

la tiramina, la triptamina y la octopamina.
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Figura 3.: Estructuras moleculares de sustratos de hMAO-A Serotonina (5-HT), Triptamina
(TA), Dopamina (DA) y Noradrenalina (NA).

1.3. Monoaminoxidasa: Mecanismos

Desde 1993, con la publicacion de la primera propuesta por Silverman, el mecanismo de
reaccion de hMAO-A no ha generado consenso en la comunidad cientifica, debido a los expe-
rimentos posteriores que entregan resultados que no son explicables por el primer mecanismo
propuesto. Los trabajos de Scrutton,® Silverman,'® Edmonson y cols.!! y Fitzpatrick!? y Via-
nello!® resumen las lineas propuestas que se postulan para la reaccién en el sitio activo de la
MAO-A. Un punto interesante es que en cada una de las propuestas tienen en comun el eliminar

en la reaccién neta un hidruro mediante alguna de las siguientes alternativas:

= Un mecanismo de transferencia de electrén propuesto por Silverman

= Un mecanismo polar nucleofilico propuesto por Edmonson y cols.

= Un mecanismo de transferencia de hidruro propuesto por Fitzpatrick



1.3. Monoaminoxidasa: Mecanismos

1.3.1. Mecanismo de Silverman

El mecanismo de Silverman o mecanismo de transferencia de ‘un electrén’®

(o single
electron transfer, SET por sus siglas en inglés) propone la transferencia de un electrén desde el
grupo amino a la flavina generando un catién amino-radical. Debido a que el pKa del radical
amino es cercano a 10, la enzima podria remover el protén pro-R facilmente. El radical produ-
cido de la desprotonacién puede ser oxidado por una segunda transferencia de electrén o una

combinacién de radicales con un sitio activo radicalario, seguida de la (3-eliminacién de un ién

imonio.
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Figura 4.: Mecanismo SET (single electron transfer) propuesto por Silverman y replanteado por

Lu en 2003.

El mecanismo de Silverman fue actualizado por Lu y col en 2003'# indicando que el
N5 de la flavina seria responsable de la desprotonacion del carbono « en su posicién pro-R,
en lugar de que un aminoacido del sitio activo desprotone a la monoamina para activarla. Esta
alternativa se ilustra en la Figura 4. La reaccién se inicia por la transferencia de un electrén
de la amina entre la interaccién Cy, — N7 del sitio activo, formando el radical que abstrae el
protén « por el 4&tomo Ns. Posteriormente, un segundo electrén es transferido desde el sustrato
a la flavina. El intermediario resultante es el catién-radical amonio. La reaccién es concertada
pero no sincroniza la transferencia de electrén con la desprotonacién, representando un estado

de transicién singlete biradicalico.
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La principal evidencia del mecanismo radicalario es que las isoformas de MAQ son desac-
tivadas por analogos quimicos de la ciclopropilamina mediante un mecanismo radicalario carac-
teristico, con la subsiguiente apertura del anillo de ciclopropilamina. Por otra parte, estudios de
Rigby y cols'® presentan evidencia espectroscépica de la presencia de un radical tirosil estable en
MAO-A parcialmente reducida, que da cuenta de la presencia de dicho radical en el mecanismo

de la reaccion.

Sin embargo, frente a este mecanismo, Edmonson y sus colaboradores,'%¢ llevaron a
cabo estudios de EPR en flujo detenido (stop-flow) sin encontrar evidencia de intermediarios
radicalarios ni efecto del campo magnético sobre la reaccién enzimatica. Adicionalmente Kay y
colaboradores,!” utilizando EPR y ENDOR no encontraron pruebas de la presencia de radicales
al estudiar la reaccién de MAO-A. De acuerdo a Vianello y cols'® el mecanismo radicalario no
es espontaneo termodinamicamente. Datos experimentales de potencial redox del cofactor FAD
(-0,2 V) indican que dicho valor es insuficiente para ser un oxidante efectivo de una amina

neutra (alrededor de +0.9 V),'8 a pesar de ser una reaccién enzimatica.

Desde la perspectiva tedrica, en 2011 Erdem y Buyukmenekse!® publicaron un estudio
de este mecanismo en MAO-A utilizando ONIOM en calculos de capa abierta para bencilamina,
encontrando energias cercanas a los 44 kcal/mol y constantes cinéticas que no correlacionan con
los resultados experimentales para la reaccion radicalaria, considerando que el mecanismo no
es viable, aunque sostienen la falta de pruebas experimentales que descarten totalmente dicho

mecanismo.
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1.3.2. Mecanismo de Edmonson y cols

El mecanismo polar nucleofilicol® (Figura 5) propuesto por Edmonson y cols.3 establece
que la oxidacién comienza con un ataque nucleofilico del nitrégeno de la amina al Cy, — N7 de
la flavina con una abstraccién del protén « del carbono de la amina por parte del N5 del anillo
isoaloxacina. Esto forma un aducto covalente que permite la transferencia al N5. Los productos

de la reaccién son la imina y la flavina reducida.
Las etapas propuestas para esta reaccién son:

= La adicién del sustrato para la formacién del aducto flavina Cy, — N1, por medio de un

ataque no-enlazante.
= El aumento de la basicidad de la isoaloxacina en la posicién Ny
= La transferencia concertada del protén bencilico a la posicién N5 de la flavina
= La eliminacién del i6n imonio y la flavina reducida
= La reoxidacién del FAD por oxigeno molecular.

Este mecanismo ha sido respaldado por estudios de relacién cuantitativa estructura-
actividad (en inglés, Quantitative structure-activity relationship, QSAR),?° afinidad quimica con
valores entre 1 y 2 para la constante de Hammet y un eficiente comportamiento cinético que

hace viable su ocurrencia.?!
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Figura 5.: Mecanismo polar nucleofilico o Sn2.

Otro estudio tedrico de Erdem y cols?®? explora este mecanismo, considerando que la
distancia de enlace Ns-hidrégeno es de 5,973 inicialmente y 1,328 en el estado de transicién.
La energia total calculada para la reaccién es de 44,663 kcal/mol en el estado de transicién.
Estos valores validan la posibilidad de que el mecanismo sea Sy2. Concluyen también que al
calcular con el funcional B3LYP la diferencia de energia es baja por lo que este mecanismo podria
carecer de intermediario, lo que implicaria que la reaccién ocurre mediante un mecanismo Sy2

concertado?3
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1.3.3. Mecanismo de Hidruro: Fitzpatrick y Vianello

La Figura 6 ilustra la tercera via descrita, el mecanismo de hidruro, el cual propone la
electro-donacién de un par de electrones w del N5 al enlace Cy, — N7 de la flavina, que facilita
el traspaso directo de un hidruro desde el carbono-a hacia la flavina N5. Este mecanismo es
propuesto por Fitzpatrick?* El ién hidruro migra desde el Ca de la amina al atomo Nj del anillo
de flavina. Erdem y cols!® indican que el mecanismo de hidruro es poco viable debido a que la

barrera de energia asociada a dicho mecanismo es muy alta en comparacién con la barrera del

mecanismo Sn22° siendo este un punto desfavorable en esta propuesta.
Enz R
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Figura 6.: Mecanismo de transferencia directa de hidruro.

A fines de 2012 Vianello y cols'® proponen un nuevo mecanismo de hidruro en dos etapas
para hMAO-B, a partir de la necesidad de una segunda reaccién de parte de la enzima capaz de
regenerar la enzima (Figura 7). Describen que la conversién de la imina est4 ligada a las moléculas
de agua estructurales. Estas moléculas de agua presentes en el sitio realizarian la transferencia

de un protén por un mecanismo de Grotthuss que reduce totalmente a la isoaloxacina en Vy.

El estudio realizado para bencilamina y dopamina se apoyan en el calculo de una frecuen-
cia de -933i cm~! para justificar esta transferencia, a través de un estudio teérico del mecanismo
por modelos minimos encuentran una energia para el paso limitante de 24,4 kcal/mol para la abs-
traccién flavina-N5 de un hidruro. La representatividad del sitio escogido requiere mas estudios

ya que con los datos no es posible encontrar el estado de transicién de la segunda transferencia.
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Figura 7.: Mecanismo de Vianello de hidruro en dos etapas. La primera es el traspaso del hidruro

y la segunda un mecanismo de Grottuss.

Otras experiencias de interés indican que la estereoquimica del protén o-C Hs es estric-
tamente pro-R en la reaccién enzimatica y fue determinado con estudios de efecto isotépico

cinético para diferentes sustratos para ambas isoformas de MAO.%°

En el trabajo de Macheroux y cols?” estiman el valor de pKa de una flavina totalmente
reducida N5— H>. Si esta flavina tiene pKa >4, esto indica que el grupo N5— H ~ posee suficiente
basicidad para actuar como base frente al sustrato. Otro antecedente dado por Edmonson y
colaboradores sobre el grupo isoaloxacina de ambas isoformas, es que muestran una curvatura
de 30 de la planaridad del eje N5 — N1p2® al momento de ocurrir la catalisis. Esto ha sido

corroborado por calculos de reactividad quimica, hechos por North y colaboradores?® en 2010.

Cabe destacar que en todos mecanismos los productos de la catalisis son la isoaloxacina
reducida y la imina la cual es hidrolizada para formar un aldehido y amoniaco, la isoaloxacina,
por otra parte, es oxidada por oxigeno molecular, produciendo peréxido de hidrégeno como

producto.
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1.4. Estado de Transicién

Existen diversos métodos que permiten caracterizar los estados de transicion, como
MC/MM, ONIOM y MAC. Entre estos se utilizé el Método de Aproximacién de Claster.3°
La aproximacién se implementa con la estrategia de transito lineal, que recorre la coordenada
de reaccién de interés, permitiendo caracterizar una interaccién especifica. La figura 8, ilustra

esta idea, para una coordenada de reaccién (curva) y un conjunto de ellas (superficie).

—x— Estado de Transicién

Energia o

Reactantes

T m 3 m

Coordenada -
geometrica

[

Productos

— Coordenada el
Coordenada de Reaccion —_— de reaccién Reactantes

Figura 8.: Representacién de una Curva de Reaccién y una superficie de reaccion.

En esta tesis utilizando el MAC se estudié la transferencia de un atomo de hidrégeno
desde el carbono « del sustrato hacia el nitrégeno cinco (INV5) del anillo isoaloxacina explorado
asi en detalle la coordenada de reaccién. La energia asociada a este intercambio es mejora-

da al incorporar efectos solvente (dieléctricos), calculos de frecuencia (entropia) y valores de

dispersion.

1.5. Aproximacién de Claster

Para comprender los mecanismos de reaccién que dominan una enzima, la quimica cuan-
tica representa la reaccién enzimatica como un encaje inducido,3! el que constituye un complejo

sustrato-enzima de maxima energia para el sistema en su estado de transicién.
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La Mecanica Cuantica/Mecanica Molecular (MC/MM) fue un primer método para re-
presentar estos sistemas, introducido en 1976 por Warshel y Levitt.3?> A finales de los afios
ochenta se propuso una metodologia distinta de para enfrentar sistemas de gran tamafio, como
los enzimaticos por la quimica computacional: el “Método de Aproximacion de Clister” (MAC)
de modo de obtener una mayor correlacién con datos experimentales, mejorar la exactitud de
los métodos y disminuir los tiempos de los calculos, resultando una metodologia de relevancia

tedrica para elucidar mecanismos en sistemas biol6gicos.

Desarrollada por Siegbahn y cols,33 la relevancia cientifica de la Aproximacién de Claster
consiste en la reduccién de los recursos computacionales y la mayor exactitud de los resultados
para las energias de reaccién, comparados con los métodos MC/MM. Esto, debido a que los
errores que genera la interfase de métodos no existen, sélo se toma un segmento limitado y

altamente representativo del sitio de reaccién en la enzima.

Ademas el MAC permite cuantificar elementos que en las otras metodologias son po-
bremente descritos: efecto solvente, efecto sustituyente, contribucién entrépica y otras modifi-
caciones energéticas que ejerce el sistema, ya que se trabaja con sistemas simplificados, pero

altamente representativos de la enzima.
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1.6. Propuesta de Tesis

El estudio del mecanismo de la hMAO-A sigue siendo controversial debido a la falta
de pruebas suficientemente consistentes para la demostracién de una de las opciones descritas
previamente. Al estudiar tedricamente este sistema, Erdem y col,’®>> han comparado estos
mecanismos de reaccién propuestos utilizando calculos semiempiricos PM3 y metodologias como
ONIOM, utilizando calculos DFT, sin embargo, no fue posible discriminar cual mecanismo es el

correcto.

En ese contexto, se propone obtener mas antecedentes a nivel microscépico de los meca-
nismos propuestos. Especificamente determinar mediante metodologia de aproximacién
de claster los estados de transicion probables para los complejos Enzima-Sustrato. Con
el conocimiento de estos estados de transicién se podra definir mas claramente cual

de los mecanismos seria el mas eficiente para hMAO-A.
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HIPOTESIS

Entre los mecanismos propuestos para la deaminacién oxidativa que cataliza hMAQO-A,
todos requieren la formacion del complejo isoaloxazina-sustrato, que puede ser representado por
métodos quimicos cuénticos. Es asi como la caracterizacién el estado de transicion de dicho
complejo, determinado mediante aproximacion de clister, discriminaria el tipo de mecanismo

que ocurre en la enzima.

OBJETIVO GENERAL

Establecer las bases que guian el mecanismo de la oxidacién en Monoamino Oxidasa A

humana.

OBJETIVOS ESPECIFICOS Y ACCIONES

1. Implementar la aproximacién de cluster en el estudio de mecanismos de monoamino oxi-

dasa A
a) Replicar la metodologia en un sistema modelo sencillo.
b) Determinar el estado de transicién y sus correcciones para dicho modelo.

c) Comparar con otros resultados, tanto tedricos como experimentales, validando la

metodologia.

2. Determinar el complejo proteina-ligando y los residuos involucrados en las interacciones

principales
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1.6. Propuesta de Tesis

a) Seleccionar los mejores sustratos para hMAO-A para estudios de acoplamiento mo-

lecular.

b) Hacer estudios de Docking a partir de la estructura cristalina con sustratos seleccio-

nados.

¢) Observar el papel de la orientacién de los sustratos hacia el sitio activo de la enzima.

d) Analizar el papel de residuos aminoacidicos que intereactian para el centro de reac-

cion.

e) Observar el papel de la hidratacion de la cavidad de reaccion.

3. Validar la metodologia para modelar mecanismos de monoamino oxidasa A para un sus-

trato modelo.

a) Aplicar la metodologia al sustrato Serotonina.

b) Estudiar el cambio en las variables del sistema luego de varias correcciones. (efecto

solvente, dispersion, otras contribuciones energéticas)

¢) Aplicar criterios de validacion del experimento. Comparacién con resultados experi-

mentales y tedricos
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CAPITULO 2

METODOLOGIA

La ciencia es una sola luz, e iluminar con ella cualquier parte, es iluminar con ella el mundo
entero.

Isaac Asimov

Escritor de Ciencia Ficcién

Quimico y Bioquimico

2.1. Construccion de Sustratos y Ajuste de Cargas

La construccién y optimizacién a nivel DFT/B3LYP de los sustratos, serotonina, dopa-
mina, noradrenalina y triptamina (protonada y neutra) se realizé utilizando Gaussian033* con el
conjunto de base 6-31g (d,p). Posteriomente se trabaj6 con el programa RED.III.51 Tools para

determinar las cargas RESP.3°
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2.2. Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT) y Funciones de base

2.2. Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT) y Funciones

de base

El método de calculo que resulta necesario para utilizar la aproximacién de claster es la
Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT).3037 Esta es la metodologia mas exacta y robusta
que se puede utilizar en la actualidad para estos estudios, ya que incluye en su descripcién térmi-
nos de correlacién e intercambio de alta exactitud. La DFT considera los efectos de correlacion

e intercambio electrénico en el claster.

Para la obtencién de las estructuras electrénicas y optimizacién de la geometria de los
sistemas moleculares en calculos DFT se utilizo una funcional popular en estudios de sistemas
y mecanismos organicos, B3LYP.3” Los motivos para el uso de esta funcional son fundamental-

mente dos:

Primero, en términos de energia y geometria la funcional B3LYP es superior que otros
funcionales DFT disponibles en la actualidad para un sistema de las caracteristicas del clas-
ter enzimatico. Segundo, su exactitud es comparable con la del método ab initio mas exacto

disponible en la actualidad.

El conjunto de funciones de base que permiten generar los orbitales que definen la
densidad electrénica se caracterizan por ser bases de tipo gaussiana (GTO: gaussian type orbital),
utilizandose las bases 6-31g(d,p) y 6-311g(d,p). Estas bases se utilizaron incluyendo elementos
capaces de considerar la polarizacion, que adiciona 5 orbitales d y uno s para los elementos

distintos a hidrégeno.

Otros detalles sobre DFT se pueden encontrar en el Anexo A
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2.3. Docking: Autodock 04 y Vina

Docking es una técnica que busca predecir las interacciones no enlazantes entre macro-
moléculas o mas frecuentemente de macromoleculas y moléculas pequefias, de forma eficiente.

Con el objetivo de describir las conformaciones de enlace y afinidad de los sustratos en el sitio.

Para los estudios de docking se utilizé la estructura cristalina 225X de hMAO-A en
ausencia de ligando. Utilizando ADT3® se prepararon los sustratos para los estudios de acopla-
miento molecular y se estos fueron realizados en el centro de la cavidad, especificamente, entre
las dos tirosinas del sitio activo. El volumen de la caja fue de 20 puntos La evaluacién se realizé

en AutoDock4 (AD4).

2.3.1. Seleccién de Poses de Docking

Posteriormente con el programa Discovery Studio®? se realizé el alineamiento de las
mejores estructuras con las estructura cristalina completa. En este proceso se superponen y
editan los clusters incluyéndose las aguas estructurales y dejando solo en las estructuras los

atomos requeridos para el MAC, luego del analisis de conformaciones.

2.3.2. Seleccion de Aguas Estructurales

Por otra parte, se analizaron las aguas estructurales del sitio activo, aplicando en el
programa AutoDock Vina un método desarrollado por Ross y Cols en 2012.4° El analisis de las
entradas se realizo usando PyMol.#! La interpretacién de estos resultados se realizo considerando

el trabajo de Bairagya y cols.*?

Mas detalles de los métodos de Docking se encuentran en el Anexo B
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2.4. Estudio de Reactividad y Funcién de Fukui

Se incluyé en esta tesis un estudio de reactividad quimica segin los indices de reactividad
quimicos descritos para DFT conceptual por Pearson, Parr y Yang.*® Estos indices (como las
funciones de Fukui) estan descritos en el Anexo C; e incluyen el potencial quimico, |a electronega-
tividad, la electroafinidad, los indices de nucleofilia y electrofilia, como también cuantificaciones
de la dureza y blandura globales. Todos estos calculos se realizaron para constantes dieléctricas
de 0, 2, 4, 12 y 20, para las estructuras de Isoaloxacina, 5-HT, DA, NT, BEA y FEA. Se analiza

el efecto solvente en estos descriptores globales de Reactividad.

A través de las funciones de Fukui se explord la reactividad local. Se determiné la elec-
trofilia local en la isoaloxacina con el fin de determinar la posicién mas favorecida al intercambio
del hidruro en la region de la Isoaloxacina con las distintas monoaminas, entre las cuales se
propone N5, C4, 0 Ny. El valor de las poblaciones iniciales se calculo en B3LYP/6-31g (d,p)

determinando las poblaciones segtin el modelo Natural Bonding Orbital** (NBO).

Finalmente, a semejanza del trabajo de Rivas y colaboradores* se calcularon y compa-

raron descriptores regionales de blandura para las monoaminas.

2.5. Aproximacion de Claster

El procedimiento que se trabaja en la aproximacion de clister es seleccionar un conjunto
de definido y pequefio de atomos del sistema biol6gico (entre 50 a 200 atomos) que sean
relevantes para la reaccién enzimatica. Esto toma dos aproximaciones para representar el entorno
enzimatico (ausente en el sistema a calcular), la primera que deja rigidos algunos atomos en el
espacio modelado denominado Sistema minimo de coordenadas fijas (SMCF) para modelar el
efecto estérico y el método polarizable continuo (MPC), para aproximar el efecto eléctrico sobre

el sistema.30
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2.5. Aproximacién de Cluster

En el SMCF se seleccionan algunos atomos terminales, en una zona de truncamiento
de la enzima, y se dejan fijas sus coordenadas. Esto mantiene la estabilidad estructural del
conglomerado que representa al sitio de reaccién. Los atomos rigidos impiden la perdida de la
forma que la estructura representa, manteniendo el resto del sistema estericamente estable por

los enlaces e interacciones que se calculan.

El Modelo Continuo polarizable*® (MCP) corresponde a una aproximacién utilizada pa-
ra explicar el efecto solvente e implementada en el programa Gaussian03, determinando una
constante dieléctrica continua por todo el sistema con solvente no explicito. Corresponde a
representar una nube de cierto potencial que rodea todo el espacio con una cierta constante

dieléctrica.

El MAC se usa para encontrar el estado de transicién del sistema utilizando Transito
Lineal (Linear Transit o LT) donde optimizan una serie de distancias en la coordenada de

reaccién para determinar entre qué valores puede estar el estado de transicion.

Se realiz6 una exploracién de la coordenada de reaccion en la superficie de potencial,
utilizando la transferencia del dtomo de hidrégeno desde el carbono « del sustrato hasta el Nj
de la Isoaloxacina, en intervalos de 0,1 o 0,2 Apara la una exploracién de la coordenada de
reaccién en la superficie de potencial, como si una linea recorriera los puntos de reactantes y
productos. La energia maxima correspondera al punto donde se busca determina el estado de
transicion. El estado de transicién se obtiene calculando el Hessiano de éste estado de transiciAsn

en Gaussian03 con un calculo de frecuencia.

El calculo de la energia libre final para el claster en su estado de transiciéon considera
ciertas correcciones, como una mejora en la base utilizada, el efecto solvente del MPC, la ener-
gia de punto cero, la entropia del sistema y la dispersién.%® Los valores de energia de punto
cero (ZPE) y entropia se obtienen de un calculo de termoquimica en Gaussian03, los que son
utilizados en kcal/mol. La dispersién representa interacciones no covalentes intermoleculares de
tipo atractivo en corto rango, como fuerzas de Van der Waals y London, que no superan mas

de 1 kcal/mol de energia en las reacciones biolégicas. Esto se determina utilizando el programa
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2.5. Aproximacién de Cluster

XYZ Viewer.*” Esta correccién se hace debido a que B3LYP solo considera los elementos inter-

moleculares repulsivos, aumentando la energia al despreciar estas interacciones en su calculo.
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CAPITULO 3

DOCKING SOBRE hMAO-A

Si quieres tener buenas ideas, tienes que tener muchas ideas. La mayoria de ellas seran

erréneas, y solo tienes que aprender cuales desechar.

Linus Pauling

Premio Nobel de Quimica 1954

3.1. Estudios de Docking

A partir del estudio del docking de cuatro sustratos seleccionados, Se evaluara la orien-
tacion en el sitio activo de hMAO-A (PDB 2Z5X), cuales son los residuos mas importantes en
contacto con los ligandos, como también describira el papel de las aguas dentro del sitio activo

para dos de estos sustratos.
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3.1. Estudios de Docking

3.1.1. Criterios de Seleccién de Sustratos

Para la seleccion de los sustratos a trabajar, se utilizé como primer criterio los valores
de constantes de Michaelis-Menten, que cuantifican la afinidad de la enzima para la formacién
de productos para los distintos sustratos. Por su lado, la similitud estructural entre dopamina y
noradrenalina, como entre serotonina y triptamina resulta particularmente llamativa de compa-
rar entre ellas. Las tres primeras moléculas con buena afinidad para hMAO-A, mientras que la
triptamina, una amina exégena y neurotransmisores traza es una molécula de baja metaboliza-
cién por hMAO-A. Sus constantes de Michaelis Menten (explicadas en el Anexo D) estan en la

Tabla 1.

Tabla 1.: Constrante de Michaelis-Menten para Sustratos hMAO-A

Sustrato Km (uM )

Dopamina (DA) 212 £ 33
Nodrenalina (NA) 284 + 17
Serotonina (5-HT) 137 £+ 21
Triptamina (TA) 35+5

3.1.2. Estudio de Orientaciones por Docking

Los estudios de docking para dopamina (DA), noradrenalina (NA), serotonina (5-HT) y
triptamina (TA), cuyas estructuras quimicas se muestran en la Figura 9. Se realizaron conside-

rando estas moléculas en estado desprotonado y protonado utilizando Autodock 4.
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3.1. Estudios de Docking

HO
NH, NH,
Serotonina Triptamina
N
N H
OH
HO NH,
HO NH,
Dopamina Noradrenalina
HO

HO

Figura 9.: Estructuras moleculares de sustratos de hMAO-A.

Tabla 2.: Energias de unién para neurotransmisores en estado neutro y protonado

Sustrato Energias de unién Sus. Neutro (kcal/mol)  Energias de unién Sus. Protonado (kcal/mol)
Dopamina -5,15 -6,97
Noradrenalina -6,52 -6,68
Serotonina -5,02 -6,98
Triptamina -5,95 -7,16

Los resultados obtenidos del estudio de docking representa 8 conformaciones selecciona-
das. La Tabla 2 muestra las energias de unién para cada pose seleccionada de los estudios de

docking en sustratos.

Se observa que las energias calculadas para los sustratos cargados son menores que para
los sustratos neutros, lo que se puede asociar a una mayor estabilidad estructural de las poses

obtenidas en las especies protonadas versus los acoplamientos de especies desprotonadas.

La seleccién de la mejor conformacion en cada experimento de docking, consideré los
siguientes criterios, todos ellos apoyados en la literatura: - Presencia del neurotransmisor dentro

o cerca de la caja aromatica (Y407-Y444) - Perpendicularidad de los planos de la Isoaloxacina y
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3.1. Estudios de Docking

de entrada del neurotransmisores - Orientacién del amino en direccién al anillo de isoaloxacina
- Posicionamiento del H del carbono-a en posicién pro-R - Presencia de alguna interaccién que

estabilice al amino en posicién cercana a Cy, — Ny

3.1.3. Dopamina

—CY5406 /
TYRA07 CLH=21S
- F “,
g THR-402
1 1Y
I'u
THR-183 i/
i
L ASN-181 /
ILE-180 Y = y PHESOS

|
! TYR-187

Figura 10.: Pose de dopamina neutra en sitio activo hMAO-A (color rosa). El grupo Isoaloxa-
cina se observa como una estructura de varas, mientras las lineas representan los

aminoacidos del sitio activo. (PDB: 2Z5X)

En la Figura 10 los residuos que interactiian con la dopamina son Y407, Y444, N181,
Y197, Q215 e Y69. La Figura 9 ilustra la mejor configuracién de interacciones obtenida en AD4
dentro del sitio activo para DA en estado neutro. Existe una distancia de 2.5 A entre N5 y

el protén pro-R del carbono a de DA. El sustrato se ubica con el grupo amino orientado en
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3.1. Estudios de Docking

direccion al FAD vy el protén pro-R.

La Y444 se observa fuera de alineamiento para describir una interaccién de apilamiento
m; sin embargo, en el plano de acoplamiento se estima que existe una interaccién hidréfobica

entre los anillos de dopamina e Y407.

Se detectan tres puentes de hidrégeno que estabilizan esta conformacién: Y197 con el
grupo hidroxilo del catecol; N181 con ese mismo grupo hidroxilo catecol y Q215 con NH, del
sistema, que favorece el posicionamiento del carbono « hacia el FAD y da la idea de torsién del

sistema promoviendo una posicién de enlace favorable para la abstraccién del protén pro-R.

Las interacciones que Y69 puede presentar estan relacionadas con la estabilizacion de la
Q215 y el FAD en el sitio, mientras que Y197 podria aparecer por interacciones a largo rango

con los hidroxilos de dopamina.
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3.1. Estudios de Docking

TYR-E9
_CYS408 y
TYRA07 CLH=21S
o / ,
g THR-402
\ LY
I'l
THR-183 i/
2
ILE4go \"#F 81 PLIDSos
|
| TYR-197

Figura 11.: Pose de dopamina cargada en sitio activo hMAO-A (color amarillo). El grupo Iso-
aloxacina se observa como una estructura de varas, mientras las lineas representan

los aminoacidos del sitio activo. (PDB: 2Z5X)

Al realizar el docking para Dopamina protonada ninguna de las conformaciones obtenidas
muestra las caracteristicas descritas para una reaccién favorable. La conformacién mas cercana
se muestra en la Figura 11. Los aminoacidos que interactian con hMAQO-A en esta pose son
Y197, Q215, Y444, Y407, F352, N181 e 1180. Esta conformacién ubica al amino en direccién
contraria al FAD con el sistema apuntando los hidroxilos del grupo catecol hacia la zona del
anillo isoaloxacina. Es la pose con mas puentes de hidrégeno de todas las visualizaciones del
estado protonado: Se observa un puente de hidrégeno entre el grupo amonio e Y407. Los otros
dos puentes se observan entre hidroxilos catecélicos y dos residuos: N181 e Y197. A pesar de la

estabilidad, el complejo DA-hMAO-A no se muestra como precursor de la reaccion.
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3.1. Estudios de Docking

3.1.4. Noradrenalina

TYRE3
— Y5408 y
TYRA07 CLM21S
.__,-’-’-'Jlrl‘ \\.
g THR-403
L
"I
THR-183 f
o
ILE-120 f@N-lBl FPHESOS

Figura 12.: Pose de noradrenalina neutra en sitio activo hMAO-A (color plateado). El grupo
isoaloxacina se observa como una estructura de varas, mientras las lineas representan

los aminoacidos del sitio activo. (PDB: 2Z5X)

Al realizar el Docking en AD4 para NA neutra, ilustrada en la Figura 12; los residuos que
interactian con NA son Y407, Y444, N181, Y197, Q215, G443, Y69, para dicha conformacién.
La amina se orienta hacia el FAD. Presenta un claro apilamiento 7 entre el catecol y las tirosinas;
como también tres puentes de hidrégeno que estabilizan la estructura: Q215 con hidroxilo del

carbono 3, Y197 con hidroxilo del catecol y N181 con el otro OH catecol.

En contraste, para el caso de noradrenalina cargada, mostrada en la Figura 13, la mejor
orientacion del sustrato no es adecuada para la reaccién a pesar de contener muchas interacciones

de estabilizacion. Existen cinco puentes de hidrégeno en la pose: 1180 con grupo amonio, N181
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3.1. Estudios de Docking

con grupo amonio, N181 con OH catecol, Y197 con hidroxilo catecol e Y407 con hidroxilo beta

de la cadena en noradrenalina.

Los residuos que interactian en la conformacién de NA neutra son 1180, N181, Y197,

G443, T183, Y407, F352, Q215 e Y444.

— Y5406
CGLMW-215
Y
d THR-08
THER-183
s
ASN-181 :
ILE-180% = PHESOS

|
| UTYRAST

Figura 13.: Pose de noradrenalina cargada en sitio activo hMAO-A (color azul). El grupo Iso-
aloxacina se observa como una estructura de varas, mientras las lineas representan

los aminoacidos del sitio activo. (PDB: 2Z5X)

3.1.5. Serotonina

5-HT dockeada en hMAO-A (PDB: 2Z5X) utilizando AD4 tiene una distancia calculada
en la pose para la interaccién el hidrégeno del carbono « del sustrato y el N5 de 4.358. Los

residuos involucrados en la interaccién de esta pose son Q215, Y407, 1180, N181, Y444, Y69.
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3.1. Estudios de Docking

Se observa en la Figura 14 que el grupo amino enlazada a la cétona del FAD por medio
de un puente de hidrégeno. Este mismo tipo de interaccion se observa con el residuo Q215
con la amina. Estos puentes de hidrégeno pueden ser consecuencia de una interaccién polar

no-enlazante entre el Cy, — N7 y el nitrégeno de la amina.

El hidroxilo del sustrato presenta otro puente de hidrégeno con N181 que estabiliza la
estructura por la zona posterior del sitio activo y entrega un angulo entre los vectores direccién
de la serotonina y la isoaloxacina de aproximadamente 15°. Esto eleva a la region alilica de la
serotonina y alinea adecuadamente entre las tirosinas 407 y 444. Por otra parte, en la Figura 14
se aprecia la torsién de la isoaloxacina, que se cree tiene relacién con el aumento de la basicidad

de sus nitrégenos. Este se conserva desde la estructura cristalina inicial.

—CYS-408 /
TYRA07 CLM21S
- / ™,
y o
THR-408
1 \
"u
THR-183 f
e
ILE4go \A3H81 o

|
| TYRAST

Figura 14.: Pose de serotonina neutra en sitio activo hMAO-A (color verde). El grupo isoalo-
xacina se observa como una estructura de varas, mientras las lineas representan los

aminoacidos del sitio activo. (PDB: 2Z5X)
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TYR-E9
_CYS408 y
TYRA07 CLH=21S
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|
| TYR-197

Figura 15.: Pose de serotonina cargada en sitio activo hMAO-A (color azul). El grupo isoalo-
xacina se observa como una estructura de varas, mientras las lineas representan los

aminoacidos del sitio activo. (PDB: 2Z5X)

En el caso de 5-HT cargada la mejor conformacion corresponde a la de menor energia,
con -6,98 kcal/mol como puntuacién. La conformacién se aprecia en la Figura 15 mostrandose
la amina lejos del FAD a pesar de que se ilustra un apilamiento tipo 7 en el sistema. Los
resultados muestran tres puentes de hidrégeno en esta disposicion: hidroxilo de 5-HT con N181,

grupo amonio con Y407 y nitrégeno del indol de 5-HT con la cétona del FAD.

En estas condiciones, La protonacién del sustrato muestra desfavorecida la interaccion
con el sitio de reaccién, quedando capturado el grupo amonio en la zona posterior de la cavidad
hidrofébica. No se encontraron modos de unién donde exista una conformacién favorable para la
reaccién. Los aminoacidos de la conformacién corresponden a Y444, Y407, N181, 1180, Q215,
F352 e Y69.
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3.1. Estudios de Docking

3.1.6. Triptamina

Para esta molécula se aprecia un apilamiento 7 entre los anillos de tirosina y el sustrato,
en la Figura 16. El grupo amino interactia con el grupo carbonilo de la isoaloxacina por medio
de un puente de hidrégeno. La distancia H-N5 es de 4.182 A. Los residuos que interacttan con
la triptamina son Q215, N181, 1180, Y444, Y407, G443, Y197, Y69. Pueden existir interacciones
tipo dipolo-dipolo entre la regién nitrogenada del anillo indélico y los residuos N181 e 1180. La
Y197 y G443 se muestran orientadas con la Y407, cual se asigné como residuo movil de la
conformacién en el docking. También se observa que Q215 presenta interacciones con el grupo

amino que estabilizan al sustrato en esa conformacion.

—CY5-406 /
TYRA07 CLM21S
L / ™,
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| TYRAST

Figura 16.: Pose de triptamina neutra en sitio activo hMAO-A (color fuscia). El grupo Isoalo-
xacina se observa como una estructura de varas, mientras las lineas representan los

aminoacidos del sitio activo. (PDB: 2Z5X)
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Figura 17.: Pose de triptamina cargada en sitio activo hMAO-A (color amarillo). El grupo Iso-
aloxacina se observa como una estructura de varas, mientras las lineas representan

los aminoacidos del sitio activo. (PDB: 2Z5X)

Por altimo, el docking en AD4 de la molécula Triptamina protonada los mismos residuos
que interacutian con la TA en esta pose son Q215, 1180, Y444, Y407, F352, Y69. El sistema
muestra en la conformacién un apilamiento 7 y la distancia relativa entre N5 de FAD y amino
es de 12,343 A. Hay un puente de hidrégeno en la conformacién que corresponde a N del indol
y el carbonilo Oy del FAD, lo que estabiliza la conformacién no reactiva. La F352 es el residuo
que podria ser responsable de la orientacion de la amina de la TA hacia los residuos posteriores

del sitio activo, como se muestra en la Figura 17.
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3.1. Estudios de Docking

3.1.7. Analisis de Conformaciones de Sustratos

A partir de los estudios de docking es posible confirmar que el sitio activo de la hMAO-A
corresponde a una cavidad altamente hidrofébica. Los principales aminoacidos que interactiian
con hMAO-A son Y407, Y444, 1180, N181 y Q215. Las interacciones entre Y407 e Y444 son
fundamentales en la orientacién del sustrato en la direccién adecuada para que la especie pueda
ser reactiva. El apilamiento 7 entre la enzima y el neurotransmisores debe contribuir a la dismi-
nucion de las energias del sistema, ya que en el docking de las especies protonadas no se observa
dicha interaccién, sus energias promedios son mas altas que en las especies no protonadas que
si la presenta, siendo esta interaccién también un criterio de la estabilidad de la enzima para un

determinado sustrato.

Un resumen de los residuos que interactian con la mejor pose en cada acoplamiento
molecular muestra en la Tabla 3. En ella se aprecia que los residuos Y444, Y407, N181, 1180,
N181, Q215 e Y69 son los residuos que presentan el mayor nimero de interacciones. El residuo
Q215 e N181 destacan por la alta frecuencia de esta fuerte interaccién no covalente con los

sustratos de hMAO-A.

Tabla 3.: Resumen de residuos que interacttian en los acoplamientos moleculares

Y444 Y407 Q215 N181 1180 Y69 Y197 T183 T352 (G443
DA 0 AD4 X X X X X X
DA + AD4 X X X X X X X
NA 0 AD4 X X X X X X X
NA + AD4 X X X X* X X X X X
5-HT 0 AD4 X X X X X X
5-HT + AD4 X X X X X X X
TA 0 AD4 X X X X X X X X
TA + AD4 X X X X X X

Las mejores conformaciones de los neurotransmisores en estado neutro presentan puentes

de hidrégeno entre N181 o 1180 con los sustituyentes no hidroxilo de los anillos. Los hidroxilos de
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3.1. Estudios de Docking

catecol en DA y NA vy el hidroxilo de 5-HT se ven estabilizados con dicha interaccién. La N181
presenta un grupo amino capaz de hacer puentes de hidrégeno desde los residuos posteriores y

la 1180 un residuo hidrofébico que contribuye en la orientacion del sustrato en el sitio.

El residuo Q215 aparece en todas las conformaciones. presentando puentes de hidrégeno
frecuentemente, desde la regién superior del anillo de isoaloxacina sitio, siendo esta una inter-
accién que disminuye la distancia entre N5 de FAD vy el carbono « de los NTs. Su rol es facilitar
la orientacién del sustrato en posicién reactiva, ubicando el grupo amino hacia la direccion de

la region de la isoaloxacina con carbonilos (donde se presenta Ni y N3).

Cuando esta presente se considera una mejor conformacion para la reaccién. Las poses de
neurotransmisores neutros presentan un puente de hidrégeno del grupo amino con el carbonilo-2
del FAD o con Q215, siendo esta interaccién favorable para el sustrato. La relevancia del residuo
Y69 en las conformaciones radica en la estabilizacién hidrofébica con el sustrato e interacciones
intermoleculares con otros residuos, particularmente los de la caja aromatica. Este residuo es
también considerado en el trabajo de Vianello y cols,*® por su importancia en la estabilizacién

del complejo proteina-sustrato.

En algunas de las conformaciones también existen interacciones de contacto cercano
(como pueden ser dipolo-dipolo) con G443, Y197, F352, C408, T183, C406 y F208. Estos
aminoacidos resultan ser auxiliares en las conformaciones no-protonadas, pero en las poses en
que los neurotransmisores llegan protonados toman mucha importancia. Estos residuos podrian
ser capaces de desviar la trayectoria de ingreso de los neurotransmisores al sitio de reaccién,
siendo otro antecedente respecto al ingreso de los sustratos de manera desprotonada. Para
confirmar esto se deben hacer estudios de mecanica molécular. Estos aminoacidos también
interactan con puentes de hidrégeno y probablemente con interacciones dipolo-dipolo con el
amino protonado que lo orientan hacia estos residuos, evitando las conformaciones de enlace
y reaccién con el centro activo. Estas interacciones inclinan a los sustratos dejando a grandes
distancias (sobre 5 A) del sitio de reaccion. La abstraccion del hidrégeno se hace muy dificil en

estas condiciones.
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Los residuos que interactuaron en todos los acoplamientos desprotonados fueron Y407,
Y444, N181, Q215, Y69 e Y197. La pose obtenida en AD4 para DA y 5-HT neutras son buenos

precursores para un sistema de aproximacién de claster.

Al comparar las interacciones de los neurotransmisores catecélicos estudiados (DA y NA)
se aprecia los puentes de hidrégeno con los hidroxilos del anillo, que estabilizan las estructuras
en la posicién de reaccién. Estos puentes por lo general se observan con el residuo N181. Las
puntuaciones de los docking de DA fueron menores que las de NA, esto permite pensar que la
estructura de NA es mas inestable que la de DA en el sitio de la hMAO-A. El grupo hidroxilo
pro-R en el carbono beta deberia ser el responsable de esta diferencia de energia. El efecto
estructural deslocaliza la carga del carbono-«, explicindose los mayores valores de constante de

afinidad para NA.

Los docking de neurotransmisores indélicos, 5-HT y TA podrian ayudarnos a entender la
afinidad que dichos sustratos presentan en hMAO-A. La 5-HT es un sustrato mas bien especifico
de MAO-A, mientras que la TA no es un buen sustrato. La diferencia estructural entre ambos se
encuentra anicamente en el grupo hidroxilo de la posicién 5 del indol. Este sustituyente presenta
efectos electrénicos sobre la 5-HT aumentan su reactividad. Esto, sumado a la estabilizacién
del hidroxilo por residuos posteriores dentro del sitio de hMAO-A llevaria a hacer mucho mas
probable la reaccién de la 5-HT que la de TA neutra dentro del sitio. Las poses corroboran esta
idea al mostrar mayor cantidad de interacciones observadas en las poses. El cluster de serotonina
para MAC se extrae de la pose obtenida en AD4, que muestra la mayor conformidad entre todos

los docking con los criterios estructurales inicialmente descritos.

Asumiendo que el sustrato pudiese llegar al sitio activo protonado, el trabajo de Zapata-
Torres y cols.® describe el anclaje de parte de las estructuras protonadas con los aminoacidos
de la region posterior del sitio activo (N181, V210, 1325, 1335, 1180), lo que hace improbable
la obtencién de conformaciones favorables para la reaccion cuando el sustrato esta cargado.
Ademas, las caracteristicas hidrofébicas del sitio activo disminuyen las energias calculadas por el

docking, lo que puede deberse a la desviacion o falta del apilamiento m con las Y444 e Y407 en
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las poses obtenidas. Estos resultados son coherentes con nuestras simulaciones y comprueban

la importancia de dichas interacciénes en la formacién de un complejo activo enzima-sustrato.

Por otra parte, todos los mecanismos descritos para la MAO ocurren con el sustrato
desprotonado. Ninguna de las propuestas mecanisticas descritas en la literatura ha sido descrita
para sustratos protonados, por la imposibilidad de conseguir estructuras de partida que sean
capaces de llevar la reacciéon a cabo. Por las pruebas encontradas en este analisis estructural
y los recientes trabajos de Edmonson y Vianello, la biusqueda de mecanismos en las especies
protonadas no resulta tener interés cientifico en la elucidacién del mecanismo por ser una via

no reactiva dentro del sitio activo.

3.2. Aguas estructurales

A partir de los antecedentes estructurales, se exploré el rol de las aguas funcionales a la
estructura cristalina de hMAO-A. Esto es posterior al alineamiento de las estructuras dockeadas.
Este estudio fue realizado para las moléculas 5-HT y DA en su estado neutro a partir de la

estructura cristalina original.

Desde una perspectiva quimica, las aguas que se encuentran cristalizadas no son aguas
rigidas en la estructura y pueden desplazarse libremente. Sin embargo, las aguas conservadas
tienen una mayor probabilidad de encontrarse en ciertas posiciones y presentan una tarea de

caracter en la estructura o reactividad de la enzima.

El criterio para la determinacién de las aguas estructurales es el descrito por el experi-
mento propuesto por Ross y cols. y utilizado en AutoDock Vina (ADV) en el cual se estudio el
acoplamiento molecular de moléculas de aguas dentro de la estructura cristalina 225X (a la cual
se le eliminaron los datos de aguas, surfactante y sustrato). Las aguas dockeadas al interior de
la enzima se muestran en la Figura 18. En ella los 4tomos de oxigeno representan las moléculas

de agua dentro del sistema.
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3.2. Aguas estructurales

Destacan moléculas de agua que aparecen sobre el anillo de isoaloxacina del FAD, cerca-
nos a Y444 y entre el FAD y G215. La mayor cantidad de aguas cercanas al FAD se distribuyen
alejados del atomo de Azufre de la C406. La Figura 18 también ilustra un conjunto de aguas
cercanas a 1180 y N181, las cuales se encuentran altamente dispersas en el experimento. Final-
mente se observa en la zona central un conglomerado de aguas reunidas, justo en la posicion
donde se debe ubicar el sustrato. Se seleccionan cuatro de estas aguas, las que fueron incluidas

en la estructura del claster, junto a los neurotransmisores.

Se seleccionaron estas cuatro moléculas de agua predichas por diferentes funciones que

realizan dentro del sitio:

= Presencia en el sitio activo y en la estructura del sistema.

= Reportes que sugieren funcionalidad analoga.

= Posibilidades de reaccion: Capaces de dar explicaciones a protonaciones probables y trans-

ferencias descritas.
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3.2. Aguas estructurales

Figura 18.: Aguas conservadas predichas. De este experimento se tomaron las coordenadas de

solo cuatro de estas, las que también presentan documenta su importancia.

Las Figuras 19 y 20 muestran las aguas de los sistemas.
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3.2. Aguas estructurales

Figura 19.: Aguas en sitio activo de hMAO-A con 5-HT.

La molécula de serotonina incluye cuatro aguas en su claster. Estas moléculas podrian
tener varias funciones de interesantes dentro de los mecanismos. En el orden que esta puesto
en la Figura 19, una de las moléculas indicada como A cumple roles orientadores direccionando
a la 5-HT. Esta molécula podria desplazar la posicion del residuo Y444 afectando la posibilidad
de existencia del apilamiento pi que orienta a los sustratos al centro de reaccién. Las aguas
B y C descritas para un mecanismo de Grottuss con el sistema que se relaciona con el mas
reciente mecanismo de hidruro. La molécula de agua C podria ademas ser desprotonada por la
isoaloxacina para protonar al Ny y formar el FAD H> de la reduccién completa de estd molécula.
Finalmente, la molécula de agua D representada sobre la lisina se presume tiene un papel sobre el
residuo, desactivandola por una protonacién. En la Figura 20 se muestran las aguas conservadas

en la estructura de cluster de la dopamina.
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3.2. Aguas estructurales

Y407

Y444

[180/N181

Figura 20.: Aguas estructurales de hMAO-A (PDB: 2Z5X) en el cluster de dopamina neutra.En
figura se observa en el centro el neurotransmisor y el grupo isoaloxacina. Las mole-

culas sefialadas con un afea circular son las aguas mas relevantes.

Al comparar con la Figura 19 con la Figura 20, se observa que hay una convergencia en
el caso de las aguas estructurales de las posiciones de las cuatro moléculas de agua en los dos
clusters como su importancia funcional valida a estas moléculas de agua seleccionadas como
estructurales. La conservacion de estds moléculas indica que son frecuentes en las estructuras,
como se puede observar también en otras oxidasas y que las interacciones aparentemente fa-
vorables de las moléculas con su entorno, a pesar del caracter hidrofébico de los residuos que

rodean a los neurotransmisores en la MAO-A.
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CAPITULO 4

MECANISMOS DE REACCION

El futuro es incierto. . . pero esta incertidumbre esta en el corazén mismo de la creatividad

humana

llya Prigogine
Premio Nobel de Quimica 1983

La determinacién del mecanismo de reaccion para hMAO-A se realizé utlilizando la
metodologia de aproximacion del Cliaster. En este apartado se muestran los resultados para
un sistema minimo Isoaloxacina-Bencilamina y para el mecanismo con el Clister construido
con 5-HT; para los mecanismos Transferencia Directa de Hidruro y Radicalario (Fitzpatrick y

Silverman, respectivamente)
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4.1. Modelo minimo: Bencilamina

4.1. Modelo minimo: Bencilamina

La implementacion del método de aproximacién de clister se realizé con el sustrato mas
simple para la hMAO Bencilamina (C7HgN), una molécula que a temperatura ambiente es
liquida e incolora, que corresponde a un grupo bencilo enlazado a una amina. Esta molécula
presenta un pKa de 11,4 a 20°C y resulta nociva al ingerir, por lo que no tiene funciones biol6gicas
conocidas. Se ha mostrado en estudios in vitro que es sustrato de Monoamino oxidasa, dandole

nombre a una de las vias de metabolismo (la misma que ocurre para todas las moléculas en

hMAO-A).

El sistema también incluye un anillo de isoaloxacina. Para la implementacién se dejaron
fijas las coordenadas del enlace H (pro-R)-Nj5 de acuerdo a la Figura 2. Se realizaron célculos de
transito linea para el mecanismo de Hidruro (Fitzpatrick) y el mecanismo radicalario (Silverman).
La carga de ambos modelos es 0, pero la multiplicidad es 1 y 3, respectivamente El sistema

minimo construido se muestra en la Figura 21.

Figura 21.: Sistema minimo, corresponde a una bencilamina con una isoaloxacina
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4.1. Modelo minimo: Bencilamina

Para obtener el estado de transicion se realiz6 el transito lineal (entre el hidrégeno Pro-
R-N5) entre 3,2 a 1,0 A con un intervalo entre puntos de 0,2 A. La curva del transito lineal
para el mecanismo de hidruro en la bencilamina se muestra en la Figura 22, donde el maximo
corresponde a 22,6 kcal/mol a una distancia N-H de 1,2 A. Una vez determinado el valor se
procede a determinar el estado de transicion a través de la optimizacién de este punto, con el

posterior calculo de frecuencia, con el fin de confirmar que se esta en un estado de transicién.

Con este valor del maximo en el transito lineal y en el estado de transicién se procede a
obtener calculos de energia 'single point’ de una base B3LYP/6-3114+G(2d,2p). Esto se realiza
con el objetivo de obtener valores mas precisos, que consideren las diversas interacciones posibles
del sistema que contribuyen a mejorar la energia libre. Por ello también se incluyen para la
Energia de Punto Cero del sistema que corrigen la diferencia con el pozo de potencial; Energias
de dispersién (DFT-D) y entropia que representan las interacciones no enlazantes y efectos
conformacionales y las energias para diferentes dieléctricos, segiun el MPC, las cuales, de ser
convergentes para diferentes valores de dieléctrico, validan el MAC, como ha descrito Siegbahn
e Himo (2011).#® Estos calculos se realizaron también para las estructuras de los reactantes y

los productos optimizadas. Los resultados se encuentran en la Tabla 4.

Bencilamina - Hidruro

Listancia (A%)

Figura 22.: Curva de transito lineal bencilamina con mecanismo de hidruro en isoaloxacina
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4.1. Modelo minimo: Bencilamina

Se puede observar que existe una disminucién del valor de las energias libres a medida
que se aplican las correcciones. Entre las columnas de fase gas a la de solvente, la energia va
numéricamente, disminuyendo. Los otros valores son las correcciones que incluyen los efectos

del namero de conformaciones, la energia de punto cero (ZPE) y la energia de dispersion.

Posteriormente estos valores se normalizaron los valores por la suma de la energia de
los reactantes, asignandole el valor de cero al sistema neutro de multiplicidad 1. A partir de los
calculos de las propiedades termodinamicas del efecto solvente (dieléctricos 7 y 20), la energia

de punto cero, la dispersion y la entropia se obtuvo el valor de energias libres.

mm— TS THF TS Agua

28,0

24,0
20,0
16,0

12,0

Energia relativa (kcal/mol)

4,0

0,0
- Reactante - TS P roductos

Coordenada de reaccion

Figura 23.: Energia de Reaccién, con su Estado de Transicion obtenido para bencilamina en

mecanismo de hidruro

Los valores de energia se representan en un grafico de energia libre versus coordenada
de reaccién, correspondiente a la Figura 23. Cabe reforzar que la metodologia del calculo de
esta energia (en kcal/mol) esta dada por la suma de 5 energias: BBS + Dieléctrico + ZPE
+ Entropia + Dispersion. De los resultados se desprende que la energia de reacciéon en caso

de hacerse en el dieléctrico del agua la reaccién corresponde a 24,95, mientras que se hace en
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4.1. Modelo minimo: Bencilamina

un dieléctrico menor (aproximadamente 8) (pKa ~ 20) este valor disminuye en 0,5 kcal/mol .
La convergencia de este valor a distintos solventes muestra que es casi independiente al efecto

solvente y valida a nuestro modelo minimo para usarse en la descripcion del problema.

Para el mecanismo radicalario el sistema utiliza el mismo punto de partida, pero en el
transito lineal de ambas curvas fue realizado independientemente. Esta reaccién se calcula con
carga del sistema 0 y multiplicidad 3. La curva del transito lineal se aprecia en la Figura 24. El

punto maximo de este sistema ocurre en 1,7 A con una energia de 47 kcal/mol.

Bencilamina - Radical

Energia relativa (kcal/mol)
w
o

31 29 27 25 23 21 19 17 15 13 1,1 09
Distancia (A°)

Figura 24.: Transito lineal del sistema bencilamina-isoaloxacina para mecanismo radicalario

De la curva se desprende que la reaccion obtiene rapidamente una alta energia. Aplicando

el mismo calculo de normalizacién anterior.
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4.1. Modelo minimo: Bencilamina

La Tabla 5 muestra las contribuciones energéticas al estado de transicién de la bencila-
mina en un mecanismo radicalario. En la Figura 24 se grafican el estado de transicién para el
sistema minimo por el mecanismo alcanza un valor de 46,56 kcal /mol en dieléctrico 8, mientras
que para una constante dieléctrica como el agua es de 46,25 kcal/mol. Estos valores, al com-
pararlos con otras reacciones enzimaticas, resultan ser demasiado altos, por tanto poco viable

la reaccion por la alta energia.

= TS THF TS Agua

48,0
42,0 .
36,0 /
30,0
24,0
18,0
12,0

6,0

0,0

Energia relativa (kcal/mol)

- Reactante - TS P roductos

Coordenada de reaccion

Figura 25.: Energia de Reaccién, con su Estado de Transicién obtenido para bencilamina en

mecanismo radicalario

Los valores de energia entre la reaccion de hidruro y la reaccién polar nucleofilica difieren
esencialmente porque en una se transfiere un hidruro y en otra un radical. Esta diferencia de
energias entre ambos sistemas tiene su resoluciéon en el mecanismo. Considerando el sistema
minimo la reaccién con mayor posibilidad de ocurrir es la de menor barrera de energia libre, es

decir, el de hidruro.

Con estos resultados se considera implementada el Método de Aproximacién de Claster
y nos da un primer analisis del mecanismo. Para Bencilamina en el sistema minimo corresponde

al mecanismo de hidruro de Fitzpatrick.
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4.2. Estados de Transicién Cluster Serotonina

4.2. Estados de Transiciéon Claster Serotonina

Figura 26.: Claster de la Serotonina. Esta fue la estructura inicial para calcular los estados de

transicion de hMAO-A

El cluster de serotonina, muestra los residuos aminoacidicos (Y69, 1180, N181, L305,
Y407, Y444) y las moléculas de agua en la Figura 26, como se indica en el analisis del capitulo
3. Ademas el anillo isoaloxacina de la flavina responde como el centro de reaccién. Incluyendo la
presencia de las cuatro aguas estructurales el sistema quedo completo discutidas en el capitulo
anterior. El sistema de coordenadas fijas se implemento dejando con coordenadas determinadas

a atomos del sistema en cuestién. Esta opcién se denomina “frozen”

52



4.2. Estados de Transicién Cluster Serotonina

4.2.1. Mecanismo de Hidruro

Se logro caracterizar la curva de reaccién de transito lineal de la reaccién con 5-HT
neutra, que se representa en el Figura 27. Su maximo esta en el punto 1,38 A Al respecto

podemos describir que se realizé un barrido de optimizaciones entre 2,98 y 1,1 A con pasos de

0,1A.

Curva de Reaccion

Cluster 5-HT - Hidruro

42
= 36
E 30
5 24
= 18
(1]
S 12
ks 6
— 0

3 292827262524232221 2 19181,716151413121,1 1

Coordenada de reaccion (distancia/A®)

Figura 27.: Transito lineal 5-HT para mecanismo de hidruro
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4.2. Estados de Transicién Cluster Serotonina

=8 e =20 w— =80
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35
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Energia Relativa (kcal/mol)
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Figura 28.: Estado de Transicién para hMAO-A de 5-HT con mecanismo de hidruro

La Figura 28 da cuenta del estado de transiciéon obtenido para hMAO-A, con tres dieléc-
tricos diferentes, correspondientes en orden creciente a los valores para THF, Acetona y Agua.
El valor promedio, luego de normalizar segin el valor del reactante, es de 35,69 kcal/mol para
estado de transicién. La Tabla 4.2.1 nos entrega la informacién numérica para este sistema. Se
observa una convergencia de los valores de estado de transicién y productos para el sistema, te-
niendo una desviacién estandar de 0,72 kcal /mol lo que es baja considerando las bases y modelo

utilizado.

Tabla 6.: Valores de Energia libre relativa en kcal/mol para distintos dieléctricos. Mecanismo de

Hidruro

Condicién (¢) Reactante TS Producto

Vacio (1) 0 3529 -3,13
THF (8) 0 36,47 -2,44
Acetona (20) 0 36,28 -3,17
Agua (80) 0 34,7 -0,52
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4.2. Estados de Transicién Cluster Serotonina

4.2.2. Mecanismo radicalario

Siguiendo el mismo procedimiento para el caso anterior; El transito lineal de la reaccion
de transferencia de electrones. Esta coordenada de reaccién tiene su maximo a los 1,63 A con

una energia cercana a los 108,1 kcal/mol. La Figura 29 muestra la energia segin la coordenada

de reaccion.
Curva de Reaccidn
Cluster 5-HT - Radical
108
a 90
E 72
§_ 54
B 36
g 18
0

3 29 28 2,7 26 25 24 23 22 21 2 19 1,8 1,7 16 15 1,4

Coordenada de Reaccion (distancia /A9)

Figura 29.: Transito lineal 5-HT en Serotonina para mecanismo radicalario

Al determinar el estado de transicion, se aplicaron los mismos dieléctricos anteriores. Los

valores de energia obtenidos son documentado en la Tabla 4.2.2.
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4.2. Estados de Transicién Cluster Serotonina

Tabla 7.: Valores de Energia libre relativa en kcal/mol para distintos dieléctricos. Mecanismo

Radicalario

Condicién (¢) Reactante TS Producto

Vacio (1) 0 04906 -3,53
THF (8) 0 89,52 -3.24
Acetona (20) O 90,78 -3,26
Agua (80) 0 87,65 -3,17

De los resultados obtenidos, los valores para el mecanismo radicalario bordean las 90

kcal/mol. Esto hace poco razonable esta via la reaccién por dicho mecanismo para el sistema.

La Figura 30 es especialmente ilustrativa en la diferencia de energia que se observa para esta

reaccion.
=0 s c=2() =80
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Figura 30.: Estado de Transicién para hMAO-A por MAC con mecanismo radicalario
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4.3. Analisis de Estados de Transiciéon por MAC

Considerando ambos mecanismos, podemos discriminar al mecanismo de hidruro como
el responsable de la reaccion de deaminacién oxidativa en la Monoamino Oxidasa A humana, a

la luz de los resultados expuestos.

4.3. Analisis de Estados de Transicién por MAC

Con todos los antecedentes descritos, es de interés contrastarlo con otros trabajos del

area.

Vianello y cols'3® desarrollan un trabajo similar, para hMAO-B en Dopamina, el cual
aborda que los mecanismos propuestos son insuficientes para explicar la reaccién y a partir
de calculos de sistema minimo proponen que la reaccién ocurre por un mecanismo de hidruro
modificado, descrito en la introduccién. Las energias que describen ellos son de 24,4 kcal /mol
para un mecanismo de transferencia directa de hidruro y de 37,3 kcal/mol para un mecanismo
polar-nucleofilico. Nuestro resultado para estd altima reacciéon en hMAO-A esta por sobre los
valores por ellos obtenidos, pero sigue teniendo la menor energia entre los sistemas estudiados.
En cambio, el resultado de nuestro sistema radicalario corresponde a un valor cuatro veces

superior al de Vianello.

Respecto a los valores de la dispersion, estos son energias de pequefia magnitud numeérica
para hMAO-A, pero que representan interacciones no enlazantes muy relevantes en el calculo
energético del sistema biolégico, como han mostrado otros estudios sobre enzimas.*® Sin esta
correccion la aproximacion de cluster estaria incompleta para un sistema enzimatico como esté,
el cual presenta interacciones tipo 7, dipolo-dipolo e hidrofobicas que solo la dispersién es capaz

de representar.

Las diferencias entre los resultados de nuestros modelos y otros publicados, puede ser a
que nosotros consideramos en nuestro sistema muchos mas residuos y electrones para representar

el sitio activo, lo que da cuenta de un proceso mucho mas especificos en el entorno directo
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4.3. Analisis de Estados de Transiciéon por MAC

de la enzima. La estructura con la que modelan algunos autores este sistema es comin en
diferentes oxidasas (caja aromatica), por lo que nuestro resultado lo consideramos mas especifico
al problema planteado. Ademas, si observamos nuestro sistema minimo (que no incluye nada mas
que BEA e Isoaloxacina) tiene valores de energias libres muy similares para ambas reacciones.
Respecto a las distancias obtenidas, son de magnitudes similares. El mecanismo de radicalario,
de ocurrir, esde 0,32 0,4 A mayor que la reaccién de transferencia de hidruro, para un mismo

sistema.

Otro antecedente de interés son dos publicaciones de Erdem, de los afios 200622 vy
2011, donde a nivel PM3 explora estas reacciones con sistema minimo y ONIOM, sin las
ventajas de la representacion por aproximacién de clister. Las energias libres obtenidas para BEA
con Isoaloxacina en diferentes condiciones geométricas varian entre los 22,19 y 43,66 kcal/mol
para el mecanismo nucleofilico; mientras que en la transferencia biradicalica van de 44,30 a
66,18 kcal/mol. Ellos logran discriminar, con una base menor(HF/6-31G*), la prevalencia del
mecanismo polar nucleofilico por sobre el biradicalico, no asi sobre el moelo de transferencia de

hidruro.

Estos autores no hacen uso de la aproximacion de cluster e indican ciertos grados de
inexactitud en su estudio. También, al haber utilizado BEA como sustrato, se alejan de las
condiciones biolégicas del sistema, ya que BEA no resulta ser un neurotransmisor, si no una
sustancia citotéxica. Su estudio eso si, clarifica muchas condiciones geométricas requeridas en
la reaccién y la relacién estructura-actividad, que lo hacen muy valorable, pero no representa
una solucién a nuestro problema mecanistico al utilizar solo un sistema minimo. Requerimos de

incluir varios neurotransmisores que caractericen el sitio activo.

Nuestro trabajo tiene por ventaja la representatividad del sistema, como también valores
convergentes a diferentes dieléctricos, que dan cuenta de la poca o nula variacién del sistema,
sean cuales sean las condiciones eléctricas internas dentro de hMAO-A. Clarifica también que
la conformacién, en el sistema estudiado debiese ser concertada, con las energias obtenidas

para ambos mecanismos. Las energias obtenidas gracias al MPC corroboran al Método de
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4.3. Analisis de Estados de Transiciéon por MAC

Aproximacién de Claster como una alternativa valida para enfrentar el problema del mecanismo,
al obtenerse resultados con poca variacién de energias libres en diferentes valores de dieléctrico,

a un nivel DFT/6-3114+G(2d,2p)

Finalmente podemos discriminar al mecanismo de transferencia de hidruro como el res-
ponsable de la reaccién de deaminacion oxidativa en la Monoamino Oxidasa A humana, a la luz
de los resultados obtenidos por nuestro estudio. Esto es convergente con el trabajo de Vianello;
pero una publicacién de Orru®3 y cols en Marzo 2013 nos rebate nuestro estudio. Segin los
cinéticos de k. y estudios QSAR, la evidencia apunta a que hMAO-A y hMAO-B van por
mecanismos distintos. h(MAO-B por un mecanismo de hidruro (como comprueba para dopamina
el equipo de Vianello) y hMAO-A por el mecanismo polar nucleofilico de Edmonson, pero en
esté trabajo se observa que las energias mas bajas son obtenidas en una representacion del

mecanismo de transferencia directa de hidruro.
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CAPITULO 5

ESTUDIOS DE REACTIVIDAD QUIMICA

Unicamente los nifios saben lo que buscan. Pierden el tiempo con una mufieca de trapo que

viene a ser lo mas importante para ellos y si se la quitan, lloran. ..

Antoine de Saint-Exupery
El Principito - 1943

Para una mayor comprensién del comportamiento del sitio de reaccién con neurotrans-
misores, se llevaron a cabo estudios de indices de reactividad descritos en la DFT conceptual.
Una vez abordados se puede esclarecer el comportamiento de especies en su estado fundamental
y caracterizar propiedades globales y locales del sistema, de modo de dilucidar los sitios mas
reactivos para el anillo y los neurotransmisores y los mejores sustratos al momento de ocurrir la

reaccién enzimatica de la hMAO-A.
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5.1. Indices de Reactividad Quimica Global

5.1. Indices de Reactividad Quimica Global

Se analizaron los descriptores de reactividad quimica para la Isoaloxacina, y las moléculas
5-HT, DA, NT, BEA y FEA. Los descriptores analizados a nivel B3LYP con base 6-31g (d,p)
son potencial quimico (u), los indices de nucleofilia y electrofilia, dureza () y blandura globales
(S). La electronegatividad (), la electroafinidad (), energia de ionizacién (1) son parametros

también estudiados para la determinacién de algunos de los Indices de reactividad quimica global.

Es sabido que la densidad electrénica se modifica con el medio en que se encuentra.
Para enzimas tipicamente, el sitio activo tiene una constante dieléctrica entre e=2-20. De igual
manera, los descriptores varian con la constante dieléctrica (), representada con el MPC para
dieléctricos de ¢ = 1 (vacio), € = 2 (Ciclohexano), e = 4 (1-FluorOctano), ¢ = 12 (1-hexanol) y
e = 20 (Acetona). Este efecto podra ser observado. En los Graficos de este capitulo la constante

dieléctrica va en orden creciente y representara los valores de dieléctrico antes indicados.

5.1.1. Potencial Quimico

Efecto Solvente en Potencial Quimico

e=1 e=2 e=4 =12 €=20

w=Gmm| SOALOXACINA

'
S

===Serotonina
=si=Dopamina
=== oradrenalina

====Bencilamina

'
£

w
Potencial Quimico (kcal/mol)

@O=Fenilamina

'
o

Figura 31.: Grafico de Efecto Solvente en Potencial Quimico.
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5.1. Indices de Reactividad Quimica Global

El potencial quimico u representa la facilidad de intercambio de la densidad electrénica
de un sistema con el medio en estado fundamental. Esta propiedad permite determinar inequi-
vocamente el flujo de la densidad electrénica para una reaccién quimica. Al comparar los valores
de u del anillo de Isoaloxacina con todos los neurotransmisores estudiados, se observa que sin
importar el sustrato o la constante dieléctrica del medio que fisoaloxacina < [tsustrato Para todas
las condiciones seleccionadas, como muestra la Figura 21. Esto confirma el caracter electréfilico

en la transferencia total de hidruro desde las monoaminas al sitio.

Se observa que a medida que la constante dieléctrica aumenta, la brecha entre el poten-
cial quimico de monoaminas e isoaloxacina disminuye. Para DA de una diferencia inicial de 2,6
kcal/mol al vacio, pasa a una diferencia de 1,4 para medios de ¢ = 20. Mientras que el poten-
cial quimico disminuye para la Isoaloxacina con la constante dieléctrica (es mas facil entregar
electrones para ella), las monoaminas aumentan su potencial quimico (les es mas dificil entregar

electrones en medios polares).

Esta tendencia puede explicar el abrupto cambio del indice de electrofilicidad para la
Isoaloxacina con el aumento de la constante dieléctrica.Sus valores que toman son mostrados

en la Tabla 8

Tabla 8.: Valores de Potencial Quimico Electrénico con el efecto solvente.

Potencial Quimico

e=1 e=2 e=4 =12 £=20
ISOALOXACINA  -5,093 -4,524 -4,630 -4,638 -4,640
Serotonina -2,431 -2,469 -2,609 -2,680 -2,699
Dopamina -2,409 -2,515 -2,739 -2,902 -2,803
Noradrenalina -3,980 -2,980 -3,211 -3,263 -3,276
Bencilamina -2,794 -2,889 -3,083 -3,124 -3,13
Fenilamina -4,422 -2,916 -3,099 -3,199 -3,164

62



5.1. Indices de Reactividad Quimica Global

5.1.2. Dureza

La dureza quimica es la propiedad que describe la resistencia de la molécula a un cambio
en la distribucién electrénica. La Tabla 9 muestra los valores de la dureza, que disminuyen para
todas las especies con la constante dieléctrica. El mayor cambio apreciado entre el vacio y =20
es para BEA con 2,2 unidades, mientras que para FEA es de 0,3 unidades. No se observa una

relacion entre el tamafio de la molécula y la valor de la dureza.

Tabla 9.: Efecto Solvente en Dureza

Dureza

e=1 e=2 e=4 =12 =20
ISOALOXACINA 3,094 2,438 1,938 1,672 1,611

Serotonina 4,324 3,448 2,839 2,580 2,510
Dopamina 4,840 3,322 2,937 2,515 2,556
Noradrenalina 4,506 3,927 3,429 3,118 3,048
Bencilamina 5,330 4,249 3,612 3,275 3,199
Fenilamina 3,572 4,144 3,608 3,231 3,206

La Figura 32 ilustra esta tendencia, mostrando la estabilidad de la dureza con la variacién
del dieléctrico frente a otros compuestos.La Figura 32 muestra también como la Isoaloxacina
es el compuesto menos duro del conjunto, continuando con su comportamiento esperado. Esto
puede deberse a una éptima distribucién de carga dentro del sistema, como muestra la Figura

33, con las superficies de energia potencial para la FEA.
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Efecto Solvente en la Dureza

=(mm|SOALOXACINA
={=Serotonina

==w=Dopamina

w
Dureza

es=Noradrenalina
===Bencilamina

0= Fenilamina

e=1 £=2 =4 =12 £=20

Figura 32.: Grafico de Efecto Solvente en Dureza

WP b

Figura 33.: Superficie de energia potencial de Feniletilamina

5.1.3. Blandura

La blandura, como propiedad reciproca a la dureza, representa de la facilidad de una
especie quimica de modificar sus nubes electrénicas. En este caso, los valores mas altos corres-
ponden al electréfilo isoaloxacina, que presenta deslocalizacién de carga, que hace factible el

mecanismo de reaccién.

Los monoaminas seleccionados toman valores de blandura entre 0,187 y 0,398, como

muestra la Tabla 10.
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5.1. Indices de Reactividad Quimica Global

Tabla 10.: Efecto Solvente en Blandura en kcal/mol

Blandura

e=1 e=2 e=4 =12 =20
ISOALOXACINA 0,323 0,410 0,515 0,597 0,620
Serotonina 0,231 0,289 0,346 0,387 0,398
Dopamina 0,206 0,301 0,340 0,397 0,391
Noradrenalina 0,221 0,254 0,291 0,320 0,328
Bencilamina 0,187 0,235 0,276 0,305 0,312
Fenilamina 0,279 0,241 0,277 0,309 0,311

Efecto Solvente en la Blandura

0,7
0,6
05 e=(ms|SOALOXACINA
=={Jm=sSerotonina
0,4
I Dopamina
3
= 0,3 s===Noradrenalina
m
0,2 e==Bencilamina
Fenilamina
0,1

e=1 €=2 =4 =12 =20

Figura 34.: Grafico de Efecto Solvente en Blandura

La Figura 34 da cuenta del cambio de la blandura con el dieléctrico. En este podemos
ver como los monoaminas se agrupan en la region de 0,3, mientras que la isoaloxacina aumenta
considerablemente la blandura con la polaridad. A medida que aumenta la polaridad del medio
este comportamiento genera una diferencia numérica mayor. Cabe destacar como también se
agrupa DA con 5HT con una blandura cercana a 0,4 a £=20, mientras que NA, BEA y FEA no

superan la blandura 0,3.
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5.1. Indices de Reactividad Quimica Global

5.1.4. indice de electrofilia

Tabla 11.: Efecto Solvente en Indice de Electrofilia en kcal /mol

Indice de Electrofilia

e=1 e=2 e=4 e=12 =20
ISOALOXACINA 40,139 24,960 20,789 17,994 17,353
Serotonina 12,782 10,519 9,838 9,274 9,148
Dopamina 14,051 10,513 11,024 10,594 10,045
Noradrenalina 35,703 17,446 17,689 16,605 16,364
Bencilamina 20,819 17,734 17,169 15,985 15,721
Fenilamina 34,943 17,623 17,331 16,541 16,058

El indice de electrofilia es un indicador de la estabilizaciéon que adquiere una especie
quimica cuando recibe densidad electrénica. En este caso, este indicador confirma que el elec-
trofilo (es decir, la especie que recibe electrones en una reaccién tipo sustitucién-eliminacion)
es la Isoaloxacina, que para todos los valores de dieléctrico presenta el valor mas alto. Esto es

cuantificado en la Tabla 11.

e N
Efecto Solvente en Indice de Electrofilia

=(==|SOALOXACINA

w
j=]

==@=Serotonina

N
[

Indice de Electrofilia (-)

“=i¥=Dopamina

N
o

== oradrenalina

=
w

====Bencilamina

w=O==Fenilamina

Constante Dieléctrica
2 3 4

Figura 35.: Efecto Solvente en indice de Electrofilia.

Por otra parte, la Figura 35 da cuenta de como este indice se reduce abruptamente con

el aumento de la polaridad del medio, llegando a ser muy cercano entre Isoaloxacina, BEA, FEA
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5.1. Indices de Reactividad Quimica Global

y NA a £=20. Destaca la diferencia entre las electrofilias de DA y 5HT con lIsoaloxacina, que

es bastante alta, manteniendo a la Isoaloxacina como el electréfilo a todos los dieléctricos. Este

puede ser un indicio de la razén que explica la gran afinidad a DA y 5HT por las oxidasas.

5.1.5. Indice de Nucleofilia

El indice de nucleofilia da cuenta del caracter nucleéfilo, para el caso de una reaccién de

sustitucién-eliminacion de los monoaminas e Isoaloxacina. La Tabla 12 muestra los valores para

los diferentes dieléctricos de esta propiedad. Los valores maximos se observan en 5-HT y DA,

las que, a medida que aumenta el dieléctrico, aumenta el valor de dicho indice.

Tabla 12.: Efecto Solvente en Indice de Nucleofilia

Indice de Nucleofilia

e=1
ISOALOXACINA  0,0249
Serotonina 0,078
Dopamina 0,071
Noradrenalina 0,028
Bencilamina 0,048
Fenilamina 0,028

e=2
0,040
0,095
0,095
0,057
0,056
0,056

e=4
0,048
0,101
0,090
0,056
0,058
0,057

e=12
0,055
0,107
0,094
0,060
0,062
0,060

e =20
0,057
0,109
0,099
0,061
0,063
0,062

En la Figura 36 se ilustra lo expuesto en la tabla anterior, destacando cémo, con el

aumento de la constante dieléctrica, el indice de nucleofilia para 5SHT y DA aumenta hasta

valores cercanos a 0,1. Esto puede explicar la alta afinidad de estos sustratos con las oxidasas

y nos da luces de que aumenta con el efecto solvente.
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Efecto Solvente en Indice de Nucleofilia
0,12
0,1
o=(me | SOALOXACINA
0,
(% e=Serotonina
0,[% =={¥=Dopamina
-]
F es=Noradrenalina
o e=e=Bencilamina
L] i i
0,02 Fenilamina
0 P
Constante dieléctrica
0 1 2 3 4 5 6

/

Figura 36.: Grafico de Efecto Solvente en Indice de Nucleofilia

5.2. Funcién de Fukui Local y Electrofilia

20
H
17
8
H
23
21
S
24

Figura 37.: Estructura Isoaloxacina y numeracién de sus atomos.

68



5.2. Funcién de Fukui Local y Electrofilia

La isoaloxacina como el centro electrofilico de la reaccién puede ser explorada utilizando
con la funcién de Fukui para describir los comportamientos de cada atomo del sistema. El calculo
de la electrofilia local y la electrofilia relativa,®® para distintos dieléctricos, permite distinguir cual
es el papel de cada uno de los centros atémicos en el mecanismo de MAO. La Figura 37 muestra
a la numeracién que tomaron los atomos de la molécula en este calculo, cuyos resultados se

resumen en la tabla 13.

La primera observacién interesante se encuentra en los atomos que son descritos en la
literatura sobre AMAO-AL: Cy, (9), N5 (13) y Ny (15). Los valores de electrofilia local para cada
uno de estos centros disminuye con el aumento del dieléctrico, pero aumenta el valor relativo
de ésta. Esto significa que a pesar de la disminucién de la intensidad de la propiedad para cada

atomo, estos son mas propensos a sufrir un ataque nucleofilico en medios de mayor polaridad.

Entre los tres atomos sefialados como los responsables de la transferencia del hidruro en
hMAO-A, el atomo con mayor electrofilia es el N5 (13), lo que es consecuente con las propuestas
mecanisticas de Silverman y Fritzpatrick. El orden creciente de la electrofilia local es de N} (15)
<Cuq (9) <Nj (13). El trabajo de Orru y cols?® también hace mencién a esta posibilidad, por
lo que el centro Reactivo descrito por Edmonson para el mecanismo Sy2 no debiese ser el Cy,,
sino que el N5. Esto sera relevante al momento de realizar el mecanismo por la aproximacién
de claster. Sobre la electrofilia relativa de estos atomos el orden anterior se invierte, lo que da
cuenta de que aquellos atomos con grandes funciones f-, presentan también altos valores de f+,

siendo centros muy reactivos.

Respecto al resto de la molécula, la menor electrofilia la muestra el dtomo de azufre
(24), mientras los atomos menos electrofilos son los carbonos adyacentes al azufre, C (21) y C

(25).

Sobre los valores de electrofilia relativa, estos no muestran una tendencia particular con la

electrofilia local de los atomos de isoaloxacina. Si muestra esta propiedad relacién con el aumento

LLa numeracién entre paréntesis corresponde a la 13 mientras que la de la isoaloxacina esta referida a la figura

2
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de la electrofilia relativa de la mayoria de los atomos de la especie. Es decir, la Isoaloxacina tiene
centros mucho mas electrofilicos en solventes de mayor polaridad. En definitiva, esto esclarece
cual es el &tomo mas electrofilico para la reaccion de hMAO-A, y este corresponde a N5 (13) y

la electrofilia de los atomos esta favorecida en ambientes con mayores dieléctricos.

Sobre esta seccion podemos concluir que los indice de reactividad local muestran que
el Cya y N5 son los atomos mas reactivos de la Isoaloxacina, lo que es consecuente con el

mecanismo de transferencia de hidruro.
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES

De los resultados expuestos, podemos concluir que:

= Los resultados de Docking muestran a los residuos Y444, Y407, Q215, Y69, 1le180 y
N181 como fundamentales para el adecuado posicionamiento del sustrato en la posicién
de reaccion. La interaccién puente de hidrégeno entre carbonilo de la Isoaloxacina y/o
Q215 con el N-amino del sustrato resulta clave en una correcta alineacién. Ademas existen
presentes al menos 4 aguas estructurales, que consideramos relevantes para la interaccion

con el ligando.

= Al comparar los estados de transicién para bencilamina para un sistema minimo, el me-
canismo hidruro es el requiere menor energia, siendo asi el mas viable de ocurrir en dicha
reaccién. El mecanismo de transferencia de hidruro tiene una energia de 24 kcal/mol,

mientras que el mecanismo radicalario una energia de 40 kcal/mol.

= Al aplicar la Aproximacién de Cluster para el sistema de hMAO-A con 5-HT encontramos
que el mecanismo viable es el hidruro. Esto es consecuente con los resultados tedricos y
experimentales publicados a la fecha. El sistema presenta claras ventajas por sobre otras

metodologias y discrimina con claridad las energias para los mecanismos. En el caso de
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radical de 92,34 y del hidruro de 35,69 kcal/mol.

La coherencia de los resultados de energia entre el modelo minimo y los modelos a partir

de estudios de acomplamiento molecular demuestran la consistencia de la metodologia

La isoaloxacina muestra valores altos de electroafinidad, blandura e indice de electrofilia,
confirmandolo como el electréfilo de la reaccién. un orden creciente de la electrofilia local

es de N1 <Cy4 <Nj5, clarificando el atomo mas reactivo para el mecanismo.

Finalmente, fue posible representar por métodos quimico cuanticos los complejos isoaloxacina-
sustrato para dos mecanismos de deaminacion oxidativa catalizada por monoamino oxidasa
A humana. El anélisis de los estados de transicion de los complejos obtenidos mediante
aproximacion de claster indicaron que el mecanismo de deaminacion es preferentemente

via transferencia directa de hidruro.
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De los antecedentes descritos en el presente informe obtenemos las siguientes perspecti-

vas para trabajos futuro:

= La implementacién del MAC ha mostrado buenos resultados para los estados de transicion
de 5-HT. Es interesante comprobarlo para el mecanismo radicalario, el que no fue posible

concluir en este estudio

= La ampliacién de los sustratos estudiados a Dopamina y Noradrenalina, para comparar las

energias obtenidas y las afinidades relativas de hMAO-A

= La Aplicacién de estos conocimientos en el disefio racional de farmacos para la depresion,

principal patologia asociada a la sobreexpresién de hMAO-A

» Contribuir a esclarecer mecanismos de otras oxidasas, de similares caracteristicas, por el

método de aproximacién de clister.
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APENDICE A

TEORIA FUNCIONAL DE LA DENSIDAD

A.1. Teoria Funcional de la Densidad (DFT)

Los métodos de DFT proceden de la mecanica cuantica, concretamente del modelo
Thomas-Fermi-Dirac (1920) y de los trabajos de Slater (1950). La aproximaciéon DFT se ba-
sa en la estrategia de introducir la correlacién electrénica usando funcionales de la densidad

electrénica.

La correlacion electrénica da cuenta de la repulsion electrénica entre los electrones del
sistema, mientras la energia de intercambio es la energia asociada al intercambio entre electrones
de un mismo espin, el cual representa la naturaleza indescriptible de los electrones caracterizada

por el Principio de Incertidumbre.

Estos métodos utilizan el teorema de Hohenberg-Kohn,(1964),%! en el que se demuestra
la existencia de un solo funcional que determina la energia del estado fundamental y la densidad

electrénica exactamente. Sin embargo, el teorema no da la forma del funcional.
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A.1. Teoria Funcional de la Densidad (DFT)

Siguiendo el trabajo de Kohny Sham,%? |a energia electrénica se divide en varios términos:
E:ET+EV+EJ+EXC

donde ET es |a energia cinética electrénica, EV la energia potencial de atraccién nacleo-electrén
y repulsién entre pares de nicleos, E” es el término de repulsion electron-electron y EXC es
la energia de correlacion de intercambio e incluye las interacciones electron-electrén. Todos
los términos, excepto la repulsién nicleo-nicleo son funciones de p (densidad electrénica).
ET + EV + E’ corresponde a la energia clasica de la distribucién de carga p. El término E7

viene dado por la siguiente expresion:

B =5 [ [ otriari) ptraydrrs

La energia EXC es una funcional de la densidad electrénica segiin demostré Hohenberg-Kohn:

EXC(p) = [ $(palr).ps(r), Vpalr), Vps(r))d's

EXC se divide en dos partes, que corresponden a interacciones del mismo spin EX y mezcla de
spin EC.

EX(p) = EX(p) + E°(p)
donde EX se llama funcional de cambio y E€ funcional de correlacion EX y EC pueden ser

funcionales locales que dependen solamente de la densidad electrénica p.

La funcional EXY(p) es expresada tipicamente como la interaccién entre la densidad
electrénica y la densidad de energia ex¢, que depende de p y es separada en sus componentes

de intercambio y correlacién.
Elp(r)) = [ (or))exclp(r)ldr
exclp(r)] = ex[p(r)] +eclp(r)]

donde £x ¢ debe ser entendida como densidad por particula (la densidad electrénica es una
densidad por unidad de volumen). Otra expresion es la densidad en termino de radio efectivo de

una orbita en esfera, con la densidad definida en su centro.
3 1/3
o <47rp<r>>
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A.1. Teoria Funcional de la Densidad (DFT)

Para la obtencién de la energia de intercambio, un termino comin la densidad de energia de

intercambio de Slater55°3

8 s

Por altimo los efectos de espin son tratados simplemente separando la densidad correspondiente

0 1/3
xlpt] = 5 (2) o

a la contribucién de las densidades v y 3, es decir, p(r) = pa(r) + pB(r) y utilizando las
funcionales individuales para ellas; entonces las densidades de espin en cualquier posicién son
expresadas en términos de la polarizacién de espin normalizada &

_ = p0(r)
§(r) =

p(r)
En la aproximacion, el valor de e x¢ es calculado desde su valor local, lo que se denomina Local
density aproximation (LCA) Cuando se desprecian los efectos de la polarizacién en el sistema,
este corresponde a un caso especial del modelo LSDA (local spin density aproximation), que si

tomamos la densidad de energia de intercabio del modelo LDA tenemos que la funcional para

la energia de intercambio corresponde a:

BP0 = 5 () o) + ()

donde p indica si se trata de espin « o S,

Vosko, Wilk y Nusair®® derivaron funcionales analiticas con la intencién de reproducir la
energia de correlacién de varios modelos. Este modelo para la densidad de energia de correlacién

es similar a LDA, pero se expresa en terminos del radio efectivo, quedando descrita como

E%menzjﬁvxda@fr

Debido a que en los sistemas reales la densidad electrénica no se comporta uniformemente en el
espacio, estas aproximaciones poseen limitaciones. La correccién mas razonable es representar
la energia no solo en funcién de la densidad, si no que también segiin los cambios locales del

gradiente de densidad. Esto se conoce como Generalized Gradient Approximation (GGA)

Vp(r) ]
p3/4(r)

Para poder integrar elementos que mejoren la representacién de los sistemas se desarrollan las

GGA LDA
<CAlp(r)] = kA0t + A |
funcionales hibridas. Estas funcionales conectan la energia de intercambio de correlacién para un
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A.1. Teoria Funcional de la Densidad (DFT)

sistema no interactuante con uno completamente interactuante. La base del método es incluir

en el termino de intercambio una parte de la teoria Hartree-Fock y una parte DFT
Exc = (1—a)ERET + aEUF

El termino E)I?F hace referencia al intercambio exacto de Hartree-Fock. En este punto el valor
de a puede ser solamente optimizado para obtener un conjunto de valores que reproducen la
energia de intercambio y correlacién esperada. La funcional B3LYP es una funcional hibrida en
que se utilizaron métodos empiricos para determinar el mejor valor de a y a la vez contribuir con
diferentes funcioanes de intercambio y correlacién. La funcional de tres pardmetros de Becke

tiene la forma:
FBSLYP _ AF)lz_IF + (1 o A)F)S(later + BF)?ecke + CFé:YP + (1 o C)gWN

Donde FZF es el intercambio de Hartree-Fock, Fla%e” es el intercambio de Slater, FBecke |3
X X X

parte gradiente del funcional de Becke, Fé:YP

es la correlacion funcional de Lee y col. y F(‘J/WN
es la correlacion funcional de Vosko y col. Los coeficientes A, B y C son determinados por la
minimizacién de la desviacién absoluta promedio para la diferencia entre teoria y experimentos
para 116 propiedades atémicas y moleculares. Los motivos para el uso de esta funcional son que

en términos de energia y geometria la funcional B3LYP es superior que otros funcionales DFT

disponibles en la actualidad y su exactitud es comparable con el método ab initio mas exacto.

Error en Teoria Funcional de la Densidad

Los métodos DFT presentan a su vez tres fuentes de error que deben ser consideradas

en la metodologia:

1. El error de auto-interaccion: El que da una interaccién distinta de cero para la interaccién

algunos casos.

2. La escasez de interacciones de van der Waals, lo que puede llevar a errores significativos

a sistemas de grandes interacciones.
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A.1. Teoria Funcional de la Densidad (DFT)

3. La escasez de correlacién estatica: Este error es inherente a la descripcién de determinantes

simples que usa DFT y no permite la correcta disociacién de los enlaces en algunos casos.

Los dos primeros errores tienden a cancelarse en la mayoria de los casos, e incluso se
puede considerar que las funcionales se optimizan para cancelar estos errores. Para disminuir el
error producido por la falta de interacciones de van der Waals se realizan calculos de dispersién
del sistema que lo corrigen por una formula empirica, y mas recientemente por la aplicacién de
métodos B3LYP, que son del orden de 10 kcal/mol y que resultan en mejoras significativas de

las energias para estos sistemas.

Otra consideracién es la funcional de intercambio exacto (FIE) que corresponde a un
20 % de la funcional B3LYP y que ha podido resolver, con su interpretacién como regla empirica
general, muchos problemas que teéricamente parecian incorrectos y que luego de la interpretacién

de la FIE resultan ser altamente similares a los valores experimentales esperados inicialmente.
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APENDICE B

CONSIDERACIONES SOBRE DOCKING

B.1. Concepto de Docking

El Docking o Acoplamiento Molecular es un método semiempirico para encontrar con-
formaciones de unién entre dos moléculas, algo similar a anclar, como en los juegos de nifios
de encaje de piezas. La metodologia de Docking es una estrategia de mecanica molecular que
busca predecir los enlaces no-covalentes de macromoléculas entre si, o0 mas frecuentemente de
macromoleculas con ligandos y moléculas pequefias eficientemente. El objetivo es describir las
conformaciones de enlace y afinidad. Considerando la representacién de la unién no-covalente

entre receptores y ligandos, podemos representarla como:
R+ L — RL
en donde podemos escribir una constante de equilibrio como:
Ky = [RL]/[R][L]

La energia libre de unién de esta reaccion AG,, se calcula como AG, = —RT'In K,,, donde R es
la constante de los gases ideales (8,31 J/K mol) y T la temperatura en Kelvin. El Docking busca
reproducir los potenciales quimicos de los sistemas quimicos con su funcién de puntuacién, por

lo que utiliza los algoritmos para aproximar AG,,, también conocido como rankeo o scoring.
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B.1. Concepto de Docking

Todos los programas de docking divergen en los algoritmos del “Paso de puntuacion”,
compartiendo el problema del orden correcto de las conformaciones obtenidas. Para ello asigna
segan una funcién de puntuacién un valor de energia a dicha conformacién. Debido al caracter
aproximado de las energias de la funcién de puntuacién, estas no tienen una correlacién entre
las energias de unidén experimentales y las predichas por estas funciones, lo que genera una
diferencia respecto de la seleccién de la conformacién natural y la imposibilidad de interpretarlas

como potenciales quimicos.

Autodock es el programa mas ampliamente usado para realizar este procedimiento. Au-

todock considera dos dos suposiciones iniciales en su procedimiento:

= Se asume que no cambian las distribuciones de carga ni protonacién entre la forma libre

y unida del ligando

» Se considera que el receptor es rigido (angulos y distancias de enlace son constantes),

teniendo una pequefia porciéon de dtomos rotables (el flexible)

La plataforma Autodock Tools®® presenta dos metodologias posibles de calculo que di-

vergen respecto a sus funciones de puntuacién y programacién: Autodock 4 y Autodock Vina.

AutoDockTools (ADT) parametriza de manera cartesiana los sistemas receptor-ligando.

Se define un centro de caja (x,y,z) y el tamafio de una caja (x,y,z) en formato PDBQT.

Autodock 4

AutoDock4 (AD4) utiliza para el calculo del potencial quimico un algoritmo que considera

las siguientes contribuciones energéticas®®

AG = AC;vdw + AC;hbond + AC;elec + AGCOTLf + ACTYtO'I' + AC;sol
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B.1. Concepto de Docking

Donde AGqw €s la energia libre de Van der Walls, AGppong es la energia libre de enlace
de hidrogeno, AGq .. es la energia libre de la poblacion electrénica, obtenida por un calculo
mecanico-estadistico. ?Gconf es la energia libre de conformacién, AGy,, de torsion y AG,y

incluye los efectos del solvente, de encontrarse explicito en la estructura.

Utilizando ecuaciones basadas en la fisicoquimica, se consideran de 6-12 veces la magni-
tud de interacciones de Van der Walls y energia de Coulomb como parte inicial de las funciones
de puntuacién. Ellas necesariamente son revisadas y probadas con los datos empiricos, en parte
de la diferencia de energia y energias libres. En el caso particular de AD4, todas estas energias
provienen del ciclo termodinamico de Wesson y Einsberg, las cuales se incorporan elementos

tedricos,?® de modo que resulta la funcién:

A B
AG =AGoaw Y | =3 — =&
i\ T

Cij  Di

+ AGhbondZE<t) 12 6]

i Tig Ty

;45
+ AGelec N
izj: 6(’/“1‘]')7”1']‘

),

+ ACTYtor Ntor

+ AGyaw Z(Sivj +5;Vi) eXp(—T?j/202>
4,J

AutoDock4 utiliza como entrada donde aplicar el algoritmo y definir las conformaciones
y sus puntuaciones a los mapas de coordenadas que le entrega el script Autogrid, programa
hermano que calcula estas mapas de posicion como grillas de coordenadas, entregandolo en un
lenguaje comprensible para AD4. Para los estudios de Docking realizados se utilizo la estructura
cristalina 2Z5X de hMAO-A, la cual con ayuda del visualizador Pymol*! se edito, dejando
tnicamente los residuos aminoacidicos. Se utilizaron las entradas previamente disefiadas en

Gaussian03 sobre la plataforma ADT.

Los parametros seleccionados para los estudios en AD4 fueron una poblacién inicial de

150 individuos, con un nimero maximo de evaluaciones de energia de 15.000.000, un nimero
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B.1. Concepto de Docking

maximo de generaciones de 500.000, una probabilidad de mutacién o crossover de 0,02 y 0,08
respectivamente. El nimero de veces que se ejecuto el algoritmo fue de 200 veces, correspon-
diente a las 200 conformaciones de salida o poses. Se realizo esto sin las aguas explicitas. Estas
fueron ordenas en agrupaciones, con una puntuacién (o energia) promedio. El elemento de me-
nor energia de un agrupamiento se considera como mejor pose, la cual estd numerada segin su
namero de salida respecto a las otras conformaciones del experimento. El analisis y visualizacién

de los resultados se realizo utilizando ADT y Pymol.

Autodock Vina

Autodock Vina®’ (ADVina) es otro programa que funciona por ADT para el acoplamien-
to molecular, que es mas veloz que AD4. El aumento de velocidad ocurre por el paralelismo
computacional que el programa aplica usando calculos en paralelo (multithreading) en maqui-
nas multinacleo. Autodock Vina calcula automaticamente los mapas de grilla y clasters de los
resultados. El desarrollo de la funcién de puntuacién en Autodock Vina proviene del modelo de
interaccién entre un par de &tomos, matematicamente como;

¢ = Z ftitj (Tij)
i<j
Donde c es la sumatoria de todos los pares de atomos que pueden ser relativos unos con otros,

excluyendo las interacciones 1-4, lo que puede ser reescrito como:
C = Cinter T+ Cintra

La optimizacién descrita da un valor global minimo de c y otros puntajes bajos, los que se ordenan
segn la energia libre de enlace calculada, la que es obtenida desde la parte intermolecular de

la conformacién de puntuacién como:

S1 = g(Cl - Cintral) = g(cinterl)

Donde g es una funcién esencialmente arbitraria y no lineal. Por razones modulares muchos

de los programas ajustan en una forma particular Fit;, o g. Estas funciones se toman como
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B.1. Concepto de Docking

parametros del resto del cédigo y representan las interacciones intermoleculares. La desviacion
de nuestra funcién de puntuacién cambia con algunos correctores de potencial electrostatico y

datos de sistemas empiricos. La interaccion fi,¢; es definida sobre la superficie de distancia
dij = 1ij — Rti — Ryj

donde, R; representa el radio de Van der Walls de ¢. hy;¢; es la suma de la interaccién es-
térica, idéntica para todos los pares de atomos. De aqui se ponderan por factores definidos

estadisticamente para las siguientes funciones dependientes de esas distancias d;;.

Tabla 14.: Contribuciones en energia en interaccién en algoritmo de Autodock Vina

Termino Gaussl  Gauss? Repulsion  Hidrofébica Enlace Hidr.  Etor

Ponderacién -0,0356 -0,00516 0,84 -0,0351 -0,587 0,0585

Estas funciones estan definidas como sigue:

‘ d> sid<0
gauss; (d) = e (d/0.5A)? gaussy(d) = e~ ((d=3R)/2A)2 repulsion =
0 sid>0
Las funcién hidrofébica es igual a 1 cuando d < 0,5A y 0 cuando d > 1,5A. Cualquier punto
intermedio se interpola. Para la funcién de interaccién de hidrégeno esta es igual a 1 cuando
d < —0,7A y 0 cuando d > 0, interpolando los valores intermedios. Todas las interacciones

Fi,t; son acortadas hasta rj; = 8A. Por altimo, la funcién g del algoritmo corresponde a la

“conformacién independiente” y se define como:

Cinter

g(Cinter) = H—TNrot

Donde N, es el namero de enlaces activos que rotan entre atomos pesados y w es su

peso asociado.
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APENDICE C

POTENCIAL QUIMICO Y FUNCIONES DE
FUKUI

El potencial quimico electrénico de un sistema termodinamico es el cambio de energia
que experimentaria el sistema si fuera introducida en éste un electrén al sistema, considerando la

entropia y el volumen como magnitudes constantes. Este puede ser representado por la siguiente

()

Mientras mayor sea la diferencia de potenciales quimicos entre dos moléculas, mas factible sera

ecuacion:

su reaccion.

Se conoce que hay una relacion entre Electronegatividad y potencial quimico electrénico
debido a su definicidn, estas resultan ser magnitudes numeéricas inversas, de modo que la elec-
tronegatividad se define como el cambio de la energia del sistema a causa de la modificacién

del ntmero de electrones del sistema.*3 Esto se escribe:

_ ., _(9E
X=TEET\oN

Dos propiedades periodicas muy relevantes, asociadas a la electronegatividad son el potencial

de ionizacién y la electroafinidad. El potencial de ionizacién (I) inicialmente se definia como el
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potencial minimo necesario para que un electrén saliese de un atomo que queda ionizado. La
afinidad electrénica (AE) se define como la energia involucrada cuando un atomo gaseoso neutro

en su estado fundamental (de minima energia) captura un electrén y forma un ién negativo.

Para estas propiedades moleculares la unidad con que mide es en electrén-voltios. Es
una de las unidades aceptadas para su uso en el Sistema Internacional, especialmente para
magnitudes que representan cambios de electrones en un sistema. Corresponde a Equivale a
1,602176462 x 10~ J. Para una misma molécula, este calculo se puede llevar a cabo utilizando
las energias de la especie neutra [E(M)], la especie al aceptar un electrén extra, o el anién
[E(M™)] y la especie al perder un electrén desde su forma neutra [E/(M )], o forma catiénica.

Para una misma molécula la electroafinidad y el potencial de ionizacién se pueden calcular como:

I=EM") - EM

A=EM° — E(M™)

Con estas magnitudes es posible redefinir el potencial quimico y la electronegatividad en funcién
de estas, de modo que podemos representar por medio de intercambios de monoelectrones en

el sistema a dichas propiedades, quedando expresadas como:
 —(I+A) I+ A
=77 X=73

Aunque ademas, la electronegatividad es posible de representar como el promedio de las energias

de los orbitales de frontera, de modo que:

B (EHOMO + ELUMO)
X=- 2

Posteriormente, Parr y Pearson vinculan otra propiedad quimica, la dureza, con los Orbitales
Moleculares de Frontera. La dureza es una propiedad quimica que cuantifica la polarizabilidad
de una especie. A mayor dureza la especie es menos polarizable, por lo tanto, es un mejor
electrofilo. La dureza corresponde a la segunda derivada de la energia sobre el nimero de

electrones (poblacién), representado por:

1 (PEY _I-A
T=3\anz) T 2
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Correspondiendo la dureza a un medio de la derivada del potencial quimico (segunda derivada

de la energia del sistema).

1 0= Ve s o

S AHE o B o

-
-

Ervener

Figura 38.: Dureza y Eletronegatividad en el contexto de Orbitales Moleculares

Funcién de Fukui

La funcién de Fukui esta definida como la sensibilidad de la densidad electrénica de
una especie al cambio en el niimero de electrones de una especie. Esta funcién descrita en los
afios ochenta permite la cuantificacién de la reactividad de un atomo dentro de una molécula
conociendo la distribucién de la poblacion de electrones - o la carga puntual, ya que resulta ser
que el nimero atomico (Z) es la suma de la carga (Q) y la poblacién de electrones presentes

(q) -. La funcién queda definida por el formalismo:

dp
F(r)= |z
"= v]
La funcion de Fukui se define para 3 casos: centro electrofilo, centro nucleofilo y centro radica-

lario. Esto se determina al operar las distribuciones de poblacién de las especies aniénica, neutra

y catiénica de cada atomo. Se calculan segin la siguientes relaciones:

f;j =q(N+1)—q(N) para un atomo como electrofilo
Fip = a(N) —q(N +1) para un atomo nucleofilo
]:18 = 1/[qp(N 4+ 1) — qp(N — 1)] para un radical
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Con estas ecuaciones se representan pequefios cambios del nimero de electrones en el LUMO
(Lowest Unocupped Molecular Orbital) y HOMO (Higgest Ocupped Molecular Orbital) para una
determinada especie. Donde g (V) representa a la poblacién electrénica en un atomo. Estos

calculos requieren ser hechos en especies de la misma geometria.

El poder electréfilo, también denominado “electrofilia” corresponde a la magnitud que

cuantifica esta propiedad en un determinado ligando. Se define por:

2 I A2
Lo U+A)

o~ 8(I — A)

El poder electrofilo maximo (I = 0) se considera el mayor flujo de electrones del sistema.

88



APENDICE D

PROPIEDADES CINETICAS DE LAS EN-
ZIMAS

La base de la mayoria de las determinaciones cinéticas es la observacion de como la
velocidad (v), de una reaccién varia directamente con la concentracién de cada una de las
sustancias que actilan como reactivos para producir el producto. Esta observacion es expresada

por medio de una ecuacién de velocidad:

Vinaz [S]

YT Knt [

Primeramente! | tiene lugar una reaccién quimica bimolecular entre la enzima E y el sustrato S,
formandose el complejo enzima-sustrato ES. Aunque el mecanismo enzimatico para una reaccién
unimolecular ES — — > E + P puede ser bastante complejo, existe una etapa enzimatica
limitante que permite que el mecanismo sea simplificado como una etapa cinética Gnica cuya
constante es ko.

v = kQ[ES]

ko también llamado k..t 0 nimero de recambio, hace referencia al maximo niimero de reacciones

enzimaticas catalizadas por segundo.

! Agradecimientos al Dr. Christian Wilson M. quien me guio en la preparacién de este anexo.
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A bajas concentraciones de sustrato, la enzima permanece en un equilibrio constante
entre la forma libre E y el complejo enzima-sustrato ES. Aumentando la [S] también aumentamos
la [ES] a expensas de la [E], desplazando el equilibrio de la reaccién hacia la derecha. Puesto
que la velocidad de reaccion depende de la [ES], la velocidad es sensible a pequefios cambios
en la [S]. Sin embargo, a altas [S], la enzima se satura y solo queda la forma unida al sustrato
ES. Bajo estas condiciones, la velocidad de la reacciéon (vXka[E]of = Vinix) deja de ser
sensible a pequefios cambios en la [S]. En este caso, la concentracién total de enzima ([Eltot)

es aproximadamente igual a la concentracién del complejo ES:
[Eltot = [E] + [ES]

La ecuacién de Michaelis-Menten aiin se mantiene bajo estas condiciones mas generales, como
puede derivarse de la aproximacion del estado estacionario. Durante el periodo inicial, la velo-
cidad de la reaccién es mas o menos constante, indicando que la [ES] también se mantendra
constante:

d

< [ES] = k1 [E[S] — k2[ES] — k1 [ES] ~ 0

De esta forma, la concentracién de ES viene dada por la siguiente expresion:

[E]tot [S]

R S

donde la constante de Michaelis K, se define asi:

def ko + k1 [E][S]

K
m o1 [ES]

%

Con lo cual, después de operar todos los factores, obtenemos una férmula general para la
velocidad de la reaccidén que coincide con la ecuaciéon de Michaelis-Menten:

k2 [E]tot [S] o Vmaz [S]

R GRS

La constante de especificidad kcat/ K, mide la eficiencia con la que una enzima convierte un
sustrato en producto. Utilizando la definicién de la constante de Michaelis K, la ecuacién de

Michaelis-Menten podria escribirse de la siguiente forma:

v= ko[BS = 2 [E)lS
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donde [E] es la concentracion de enzima libre. Asi, la constante de especificidad se convierte en
una constante bimolecular efectiva de la enzima libre que reacciona con sustrato libre para formar
producto. Esta constante viene definida por la frecuencia con la que el sustrato y la enzima se
encuentran en una solucién, y ronda aproximadamente un valor de 1010 molaridadM-1 segundos-
1 a 25z C. Curiosamente, este maximo no depende del tamafio del sustrato o de la enzima. La
proporcién de las constantes de especificidad para dos sustratos es una comparacién cuantitativa
de la eficiencia de la enzima para convertir en productos dichos sustratos. La pendiente de la
ecuacién de Michaelis-Menten a bajas concentraciones de sustrato (cuando [S] < K,,) también

proporciona la constante de especificidad.

Las velocidades de las reacciones enzimaticas dependen de las condiciones de la solucién
y de la concentracién de sustrato. Aquellas condiciones que desnaturalizan una proteina, como
temperaturas elevadas, pHs extremos o altas concentraciones de sal, dificultan o impiden la
actividad de la proteina, mientras que elevadas concentraciones de sustrato tienden a incrementar
la actividad. Para encontrar la maxima velocidad de una reaccién enzimatica, la concentracién

de sustrato se incrementa hasta que se obtiene una tasa constante de formacién de producto.

La saturacién ocurre cuando la concentracion de sustrato aumenta, disminuye la con-
centracién de enzima libre, que se convierte en la forma con sustrato unido (ES). A la maxima
velocidad (Vi,ax) de la enzima, todos los sitios activos de dicha enzima tienen sustrato unido, y
la cantidad de complejos ES es igual a la cantidad total de enzima. Sin embargo, V4« es sélo
una de las constantes cinéticas de la enzima. La cantidad de sustrato necesario para obtener

una determinada velocidad de reaccién también es importante.

Este parametro viene dado por la constante de Michaelis-Menten (Km), que viene a ser
la concentraciéon de sustrato necesaria para que una enzima alcance la mitad de su velocidad
maxima. Cada enzima tiene un valor de Km caracteristico para un determinado sustrato, el cual
puede decirnos como de afin es la unién entre el sustrato y la enzima. Otra constante atil es

kcat, que es el nimero de moléculas de sustrato procesadas por cada sitio activo por segundo.

Como las reacciones catalizadas por enzimas son saturables, la velocidad de catalisis no
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muestra un comportamiento lineal en una grafica al aumentar la concentraciéon de sustrato.
Si la velocidad inicial de la reaccién se mide a una determinada concentracién de sustrato
(representado como [S]), la velocidad de la reaccién (representado como V') aumenta linealmente
con el aumento de la [S], como se puede ver en la figura. Sin embargo, cuando aumentamos |a
[S], la enzima se satura de sustrato y alcanza su velocidad maxima (Vi,4x), que no sobrepasara

en ningin caso, independientemente de la [S].

La constante de Michaelis K, se define como la concentracién a la que la velocidad de la
reaccién enzimatica es la mitad de la V4. Esto puede verificarse sustituyendo la concentracién
de sustrato por dicha constante ([S] = K,,). Si la etapa limitante de la velocidad de la reaccién
es lenta comparada con la disociacién de sustrato (k2 < k1), la constante de Michaelis K,
sera aproximadamente la constante de disociacion del complejo ES, aunque sea una situacién

relativamente rara.
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