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Resumen

En esta tesis, los receptores serotoninérgicos 5-HTaa y 5-HTzc fueron escogidos como
modelos de [a familia mas amplia de receptores insertos en membranas y acoplados a proteinas-
G con el proposito de estudiar las interacciones ligando-receptor. Utilizando el campo de fuerzas
Valence Force Field fue posible construir las correspondientes estructuras tridimensionales a
partic de! conocimiento de las estructuras primarias y secundarias disponibles en la fiteratura
cientifica. Usando una combinacion de simulaciones de dinamica molecular y minimizaciones de
energia, junto con algunas restricciones geométricas y una matriz de coordenadas internas de Cy,
premodelada sobre bases experimentales, se lograron modelos confiables que pueden ser
.usados para el andlisis de las propiedades dinamicas de estos receptores y que se podrian
extender todos los receptores acoplados a proteinas-G. Otros modelos publicados han basado su
construccion en dinamica molecular cldsica la cual no es una metodologia suficientemente
paderosa como para permitir una busqueda exhaustiva de nuevas conformaciones. También, la
mayor pare de los modelos publicados no han tomado en cuenta los lazos conectivos entre
hélices que si han sido incorporados exitosamente en este f{rabajo, generando una
representacion mas realista de los receptores.

Se efectud en estos modelos el “docking” de ligandos agonistas de receptores de 5-HT
pertenecientes a las fres clases més importantes: derivados de triptamina, tales como 5-HT,
derivados de fenilisopropilaminas tales como 1-(2,5-dimetoxi-4-X-fenil)-2-aminopropanos (X = -Br,
-) y derivados de ergolinas como LSD y 2-Br-LSD. El “docking” con estos ligandos fue guiade
principalmente usando la informacion experimental obtenida de receptores con mutaciones sitio
dirigidas. Se encontrd que en ambos modelos los agonistas interactlian con distintos tipos de
residuos en varias hélices. Sin embargo, a pesar de que los ligandos presentan afinidades
distintas por ambos receplores, estos sitios de enlace difieren muy poco para los agonistas
estudiados, conservandose principalmente las interacciones descritas en la literatura. L.a mayor
afinidad que presentan los ligandos por los receptores 5-HT2a respecto de los 5-HTac puede ser
interpretada a la luz de los resultados obtenidos en este estudio. El anélisis de las energias

involucradas muestra un buen acuerdo con los resultados experimentales descritos en la




literatura, siendo la interaccion con mayor relevancia aquélla def grupo amonio de [os figandos
con el residuo Asp!® del receptor 5-HTaa (Asp® del receptor 5-HTac), la cual es de caracter
electrostatico. Para los demas residuos que interactian con los ligandos en el sitio de unién
tambien existe un buen acuerdo, aungue su contribucion a la energfa es menor. Cabe destacar
que, a pesar de que ambos receptores de 5-HT tienen residucs conservados en las mismas
posiciones, la contribucion de éstos a la energia de interaccion es distinta, lo que podria dar
cuenta de las diferencias en las afinidades presentadas por los ligandos. La inclusion de
moléculas de agua en las simulaciones es de importancia también, ya que éstas aportan a ia
energia de la union figando-receptor en una medida similar a la de los residuos aminoacidicos
que estan cercanos al ligando. Estos modelos integran y evaltan la informacién obtenida de
varios modelos postulados anteriormente, y por lo tanto constituyen una extension y refinamiento
de los mismos. Musstran como, en el enlace de agonistas estructuralmente parecidos, suele
bastar con el reemplazo de un grupo sustituyente para cambiar la afinidad.

El trabajo quimico cuantico se centrd en la descripcion de la superficie de energia
potencial de figandos serotoninérgicos basada en los andlisis conformacionales a nivel AM1 de
algunos ligandos. Las mefodologias desarrolladas en el marco de la aproximacién Harirese—Fock-
Roothan proveen una buena descripcion de dicha superficie y de las estructuras elecironicas de
estos ligandos serotoninérgicos y, en particular, el hamiltoniano AM1 recupera los resultados
experimeniales de espectros RMN de H. '

Posteriormente se realizo un estudio sistematico de la interaccion ligando-aspartato a
fravés de un enlace por hidrogeno, utilizando como modelos resultados ab initio a nivel 3-21g y 6-
31g{d) para la descripcion de la interaccion ligando serotoninérgico — acido formico obteniendo
resultados que estéan de acuerdo con los datos experimentales. Se estudio también el efecto de
campos eléctricos en la interaccion ligando -~ receptor, los cuales pueden ser creados por otros
residuos o por moléculas de agua estructurales en el entomo del sitio de union, obteniendo asi
una mayor comprension de la interaccion, incluyendo un posible mecanismo de activacion o
desactivacion del receptor en lo que respec'ta a la union o disociacion del ligando.

Se examinaron descriptores moleculares de la basicidad de aminas y se demostrd que la
aproximacion de core rigido no es aplicable a sistemas cuyo HOMO pertenezca al sistemay el

grupo amino al sistema ¢. La conclusion mas relevante es que dichos descriptores deben ser
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evaluados en el orbital molecular que representa el par electronico fibre sobre el atomo de
nitrogeno del grupo amino. Se propone que el valor propio de la energia del orbital motecular
anteriommente mencionado constituye un descriptor molecular de la basicidad de aminas en
general, aplicable a sistemas aislados, en solucion o en la presencia de campos eléctricos. Una
conclusion andloga vale para el ion formiato.
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Summary

in this thesis, serofoninergic 5-HT2a and 5-HTzc receptors were chosen as models of the
broader family of membrane-bound G-protein-coupled receptors, with the purpose of studying
ligand - receptor interactions. Using Valence Force Field methodology, the corresponding three-
dimensional structures were built starting from the knowledge of the primary and secondary
structures available in the literature, Using a combination of molecular dynamics simutations and
energy minimisations, together with some geomelric restrictions and a matrix of internal C,
coordinates premodeled on an experimental foundation, reliable models were obtained which may
be used for the analysis of the dynamic properties of these receptors and which could be
extended to all G-protein-coupled receptors. Other published models have been based upon
classical molecular dynamics, a methodology which is not sufficiently powerful to allow the
exhaustive search of new conformations. In addition, most of the published models do not take
into account the connective loops between alpha helices which have been incorporated in this
work, generating a more realistic representation of the receptors.

Docking studies were performed with 5-HT receptor agonist ligands belonging to the three
most important classes: tryptamine derivatives such as 5-HT, phenylisopropylamine derivatives
such as 1-{2,5-dimethoxy-4-X-pheny!)-2-aminopropanes (X = -Br, -}, and ergoline derivatives
such as LSD and 2-Br-LSD. The docking of these ligands was guided mainly by experimental
information obtained from receptors with site-directed mutations. It was found that in both models
the agonists interact with different kinds of residues in several helices. Nevertheless, although the
ligands exhibit different affinities for both receplors, these binding sites differ very little for the
agonists studied, largely reproducing the inferactions described in the literature. The greater
affinity shown by these ligands for 5-HT2a with regard to 5-HT2c receptors can be interpreted in
the light of the results obtained in this study. The analysis of the energies involved is in good
agreement with the experimental results recorded in the literature, with the most relevant
interaction being that between the ammonium group of the ligands and the Asp'® residue of the
5-HToa receptor (Asp'3 of the 5-HTazc receptor), which is electrostatic in character. There is also
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good agreement for the other residues interacting with the ligands in the binding site, although
their contribution fo the energy is smaller. It should be stressed that, although both 5-HT receptors
have conserved residues at the same positions, the contribution of these to the interaction energy
is different, which might account for the differences in affinity exhibited by the figands. The
inclusion of water molecules in the simulations is also important, as these contribute to ligand-
receptor binding energy in a similar measure to the amino acid residues close to the ligand. These
models integrate and assess information obtained from several models proposed previously, and
are therefore an extension and a refinement of these. They show how, in the binding of
structurally similar agonists, it is usually sufficient to replace a substituent group to change affinity.

The quantum-chemical study was centred on the description of the potential energy
surface of serotoninergic ligands, based upon conformational analyses at the AM1 level of some
of them. The methodologies developed in the framework of the Hartree-Fock-Roothen
approximation provide a good description of this surface and of tt;e electronic structures of these
serotoninergic ligands and, in particular, the AM1 hamiltonian reproduces the experimental *H
NMR spectroscopic results.

A systematic study was finally carried out on the ligand - aspartate interaction through a
hydrogen bond, using ab initio results at the 3-21g and 6-31g(d) levels for the description of the
serotoninergic ligand — formic acid interaction as a model and obtaining results which are in
agreement with the experimental data. The effect of electric fields on the ligand — receptor
interaction was also studied, as these may be established by other residues or by structural water
molecules in the vicinity of the binding site, thus yielding an improved understanding of the
interaction, including a possible mechanism for the activation or deactivation of the receptor as
related to the binding or dissociation of the ligand.

Molecular descriptors of the basicity of amines were studied, %nd it was shown that the
rigid core approximation is not applicable to systems whose HOMO belongs to the T system and
the amino group to the o system. The most relevant conclusion is that these descriptors must be
evaluated in the molecular orbital representing the amino group nitrogen lone pair. It is proposed
that the eigenvalue of the energy of the aforementioned molecular orbital is a descriptor of amine
basicity in general, applicable to isolated systems, to systems in solution, or in the presence of

electric fields. An analogous conclusion holds for the formate ion.
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Capitulo |. Receptores de serotonina 5-HTza y 5-HTzc y sus ligandos

.1 Esquema de la tesis

Los subtipos de receptores 5-HTa son interesantes objetivos de investigacion ya que elios
han sido implicados en la ansiedad y en la depresion. Dar luz sobre los mecanismos que estan
involucrados con la afinidad por el receptor, selectividad y funcionalidad podria de ser de ayuda
en la biisqueda de nuevos compuestos selectivos para estos receptores. El estudio de las
interacciones ligando-receptor a nivel molecular, que pueda proveer tal informacion, ha sido
ayudado por el rapido desarrollo de nuevas herramientas en biotecnologia y modelacion
molecular.

Al comienzo de las investigaciones descritas en esta tesis, la primera estructura de la
region transmembranal de una proteina inserta en membrana, bacteriorrodopsina, habia sido
publicada [1]. Esta estructura ha sido usada para la construccion de varios GPCRs [2], aunque la
validez como una plantilla estructural de los GPCRs, no ha estado ausente de constante debate.
Hacia 1997, la descripcion de Baldwin de la estructura de rodopsina, que si @s un GPCR, junto
con Ia posterior obtencion de fa estructura de rodopsina [3], que valido la descripcion, mas la
informacion de mutaciones sitio-dirigidas en los varios receptores de 5-HT, nos enfocamos en los
recptores 5-HT2 por su significado farmacolégico y la abundancia de informacion disponible para
estos subtipos de receptores.

La descripcion de la estructura de rodopsina y los datos de mutacion de los receptores 5-
HT2 que fueron usados para la construccion de modelos tridimensionales para los receptores 5-
HTzn ¥ 5-HTzc, son descrifos en el Capitulo Il. En este capitulo también se describe la
metodologia de modelacion usando el campos de fuerza de valencia, asl como las propiedades
conformacionales de los receptores construidos.

La fuerza de los modelos para la prediccion de las interacciones es evaluada en el
Capitulo 1ll. Usando técnicas graficas de modelacion junto con el programa Insight 1, estudiamos
diversos ligandos agonistas y la energia involucrada en la interaccion en el sitio de union. Sin
embargo, como estas mefodologias basadas en la mecanica clasica, no involucran el
rompimiento ni formacion de enlace, y la interaccion con mayor relevancia descrita en este

capitulo, confirma Ia interaccion experimental descrita entre un ligando protonado y un residuo
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de Asp conservado en posicion en ambos receptores, estudiamos la transferencia protonica con
metodologias de la mecénica cuantica en el Capitulo [V.

El capitulo IV presenta el estudio quimico cuantico de ligandos de receptores 5-HT
basado en el hecho que todos ellos son aminas y que el sitio de union anionico en los receptores
5-HTaa v 5-HTac ha sido indicado como un residuo Asp. Estudiamos primero la estructura
conformacional en fase gaseosa y condensada de moléculas aisladas tales como 5-HT y de
algunos ligandos seleccionados representativos de las clases estructurales mas importantes que
interaccionan en estos receptores. Luego, debido a que en las interacciones ligando-receptor el
enlace por hidrégeno tiene importancia fundamental, estudiamos junto a éste la transferéncia de
proton intramolecular dentro de un complejo cido-base enlazado utilizando para ello un modelo
amoniaco-acido formico para predecir reactividad de aminas (basicidad) en la presencia de un
4cido carboxilico. El residuo Asp fue modelado como acido formico y las aminas como amoniaco.
Este sistema simple admite la realizacion de célculos de buena calidad y, ademas, permite
controlar las variables que contribuyen a la basicidad de aminas. Los resultados de este modelo
en fase gaseosa fueron interpretados en funcion de la diferencia entre la afinidad protonica de
ambas bases (amoniaco y formiato). Una posterior aplicacion de las diferencias en afinidad
protonica usando distintos ligandos de receptores 5-HT fue realizada, dando cuenta de las
tendencias en las afinidades presentadas por ellos.

Debido a que al interior de los sitios de unién en estos recepiores se espera la existencia
de campos eléctricos creados por el resto de los residuos involucrados en la unién al receptor y
posible moléculas de agua descritas en el capitulo lll, sometimos el sistema modslo amoniaco-
acido formico a campos eléctricos producidos por dipolos puntos cargas. La interpretacion de
estos resultados a través de los orbitales moleculares involucrados en el puente de hidrogeno
constituye un indice de reactividad de las aminas con el acido formico. Una aplicacion posterior
de este modelo con puntos-cargas a la fransferencia protonica en ef sistema 5-HT-acido formico y
DOB-4cido formico demuestran la posibilidad de modular esta transferencia protonica ya que los
campos pueden producir una curva de doble pozo, condicién necesaria para el equilibrio

tautomérico entre las formas neutras y protonadas en el sitio de union.
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1.2 Resumen

En este capitulo de introduccion, los aspectos estructurales y farmacologicos mas
importantes de la serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) y sus receptores son revisados con un
énfasis especial en los subtipos de receptores 5-HTza y 5-HTac. Se revisa también la historia de
la 5-HT, la relevancia que tiene hoy en el campo farmacologico y la clasificacion de otros subtipos
de receptores. En esta tesis, los receptores 5-HT2a y 5-HT2c fueron escogidos como modelos de
una familia mas amplia de receptores denominados receptores acoplados a proteinas-G
(GPCRs), con el propdsito de estudiar las interacciones ligando-receptor. De aqui que la
estructura, funcion y distribucion de estos receptores y los diferentes ligandos que muestran alta

afinidad por ellos son discutidos con detalle.

1.3 Introduccién a la investigacion de receptores 5-HT,

Erspamer en 1930 descubrié la enteramina, la cual mas tarde se demostré que es
idéntica al compuesto que hoy conocemos como serotonina [4]. El nombre de serotonina se debe
al hecho que fue aislada por Rapport y col. en 1947 [5] de suero sanguineo, e identificada como
el compuesto responsable de las propiedades vasotonicas del suero. Posteriormente, l0s mismos

investigadores [6] caracterizaron quimicamente la serotonina como 5-hidroxitriptamina (5-HT, 1)

(Figura 1.1).
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Figura I.1 Estructuras de agonistas de receptores de 5-HT




1.3.1 Farmacologia de 5-HT

La 5-HT esta involucrada en muchos procesos fisiolagicos, en los cuales actiia como
hormona o neurotransmisor. Los efectos periféricos de esta molécula incluyen la contraccion y la
relajacion de fibras de musculo liso tal como se demostro originalmente en la pared arterial.
También cumple una funcion en la agregacion plaquetaria. En el sistema gastrointestinal la 5-HT
induce motitidad intestinal y secrecion de acido gastrico. En el sistema nervioso central (SNC) es
un neurotransmisor que afecta el suefio, la termorregulacion, la hemodinamica, los procesos de
aprendizaje y memoria, la percepcion del dolor, el comportamiento (por efemplo, esté relacionada
con la alimentacion, conductas de agresion y sexualidad), la regulacion endocrina, actividad
motora, y los ritmos biolégicos [7]. Los receptores centrales de 5-HT también estan involucrados
en varias condiciones patologicas como la ansiedad, depresion, agresividad, ataques de panico,
desordenes obsesivos compulsivos, esquizofrenia, conductas suicidas, autismo, desérdenes
neuro-degenerativos como la enfermedad de Alzheimer, el mal de Parkinson, el corea de
Huntington, migrafia, hipertension, emesis y alcoholismo [8]. La 5-HT ejerce sus efectos
interactuando con una multitud de tipos y subtipos de receptores 5-HT. Una breve resefia de la
clasificacion de estos recepiores se da a continuacion.

1.3.2 Clasificacion de receptores de 5-HT

Iniciaimente, sobre la base de estudios funcionales, dos tipos de receptores de 5-HT
fueron identificados por Gaddum y Picarelfi en 1957 {9). Estos fueron denominados tipos D y M.
Posteriormente en 1979 Peroukta y Snyder [10], usando estudios con radioligandos, los
redefinieron como receptores 5-HT1 y 5-HTz. En 1986 Bradley y col. [11] sugirieron que los
receptores de 5-HT deberian ser referidos como tipo-5-HT4', 5-HTa2 y 5-HTs, en un intento
pragmético de combinacion de los diferentes métodos de clasificacion. Ellos demostraron que el
fipo D se comespondia con el 5-HT2 y redefinieron al clasico tipo M como receptores 5-HTa. El
término ‘tipo-5-HT1' fue reservado para aquellos receptores que mostraban una alta afinidad por
5-HT y 5-carboxamidotriptamina (5-CT, 2 ver Figura 1.1), pero que, para ese entonces, no podian
ser clasificados de manera definitiva. Esta clasificacion fundamental de recepiores de 5-HT es la

que hoy se utiliza, aunque las definiciones de receptores 5-HT1, 5-HT2 y 5-HTs han sido
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modificadas levemente [12]. Es mas, la familia de receptores de 5-HT ha sido extendida a nuevos
tipos tales como 5-HTq, 6-HTs, 5-HTe y S-HT7 [13-16]. El progreso de las técnicas de biologia
molecular ha permitido determinar subtipos de receptores dentro de cada familia de receptores.
Por ejemplo dentro del tipo 5-HTz, se han definido los receptores 5-HTaa, 5-HTas ¥ 5-HTac. La
clasificacion de los receptores de 5-HT y su historia han sido extensamente revisadas por varios
autores tales como Peroutka [17], Martin y Humphrey [18], Saudou y Hen [19] y Boess y Martin
[20].

1.4 Receptores 5-HT-

Los receptores 5-HTaa y 5-HTac son los subtipos mejor estudiados de la clase 5-HT2.
Este es el resultado de varios reportes sobre estudios funcionales de algunos alucinogenos
clasicos tales como ergolinas, indolilalquilaminas y fenilisopropilaminas que gjercen actividad
agonista sobre los receptores 5-HT2 tales como 1-(2,5-dimetoxi-4-yodofenil)-2-aminopropano
(DOI, 3 Figura 1.1), asi como la accion de antagonistas como la ketanserina, que efercen
acciones antipsicoticas ademés de antihipertensivas. Lo anterior se conoce como Ia hipotesis de
accion alucinogénica en los receptores 5-HT2 [21]. La investigacion de Ios receptores de la clase
5-HT, ha conducido al descubrimiento de nuevos y potentes ligandos, con una mayor selectividad
para los diversos subtipos. Un resumen de la importancia terapéutica de los compuestos que

actian sobre los receptores 5-HT2 se da en la siguiente seccion.

.4.1 Modulacion de receptores de la clase 5-HT2

Algunas funciones que tradicionalmente han sido atribuidas a los receptores 5-HTaa
pueden ser debidas a la modulacion de los receptores 5-HTac Desgraciadamente ésta es una
cuestion dificit de resolver, ya que no existen ligandos agonistas que sean altamente selectivos
entre estos subtipos de receptores. Sin embargo, la maodulacion de los efectos mediados por la
clase 5-HT2 puede ser util para el fratamiento de un gran ndmero de enfermedades [22]. Por
ejemplo, varios estudios clinicos indican que las respuestas neuroendocrinas mediadas por 5-HT

son anormales en pacientes depresivos. Hasta ia fecha, parece mas facil discriminar los subtipos
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usando antagonistas que retengan alguna selectividad. De hecho, el bloqueo usando
antagonistas selectivos de las respuestas mediadas por 5-HT2 {e.g., mianserina) ha demostrado
ser til en ¢l fratamiento de la depresion.

La combinacion de la modulacion de los receptores 5-HTz con la actividad sobre otros
receptores como los del subtipo 5-HT1a parece ser de importancia terapéutica también. La adicion
de componentes antagonistas 5-HT2 a agonistas 5-HT1a (y viceversa) ha sugerido un posible
mejoramiento de anfidepresivos selectivos para los subtipos de 5-HT2 {6 5-HT1a) [23].

1.4.2 Distribucién de receptores de la clase 5-HT

Los receptores 5-HT2a y 5-HT2c se encuentran ampliamente distribuidos en el SNC [24].
El receptor 5-HTz estd expresado en varias regiones corticales [25], misculo liso vascular y
otros tejidos [26]. En la mayoria de los tejidos los receptores 5-HTaa activan la hidrolisis de
phosphoinositidas [27]. Ademés, los recepiores 5-HToa pueden regular el co-fransporte de
Na*/K+/Cl- [28]. Los receptores 5-HTzc se encuentran en el plexo coroideo [29] donde estan
asociados a 'a hidrolisis de fosfatiditinositol {30], asi como en ofras regiones del cerebro que
incluyen la corteza, hipocampo e hipotélamo [31]. También los receptores 5-HTzc pueden regular
el co-transporte de Na*/K+/Cl- [28].

.4.3 Estructura y clonacion de receptores 5-HT2

Los ADN que codifican los receptores 5-HTaa y 5-HT2¢ humanos han sido clonados v
expresados por Pritchett y col. [32} y Gundersen y col. [33] respectivamente. El receptor humano
5-HToa contiene 471 aminoacidos v el receptor 5-HTac 460 aminoacidos, y muestran 91% y 80%
de identidad de aminoacidos con los anélogos de rata respectivamente [34). La identidad entre
las secuencias aminoacidicas de los receptores 5-HT es mas bien baja: ésta corresponde
aproximadamente a un 50%, siendo la identidad con el subtipo 5-HT1a més distante = 25%); sin
embango, estas secuencias poseen un 80% de identidad en los dominios trasmembranales (TM)
[35] a los que se hara referencia mas adelante. Este orden de identidad se ve refiejado en los

perfiles farmacologicos (e.g., enlace de ligandos y sistemas efectores).
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El tipo de receptores 5-HT2 pertenece a la clase de los receptores acoplados a proteinas-
G (GPCRs). Todos los GPCRs utilizan una profeina-G, denominada asi porque enlaza un
nucledtido de guanosina, para activar un sistema de segundo mensajero. Las proteinas-G son
heterotriméricas y se enlazan al receptor en el lado citoplasmético de la membrana celular. La
activacion de la familia 5-HT conlleva la habifidad de estimular la fosfolipasa C, la cual conduce a
un aumento de Ia hidralisis de fosfatidilinositol en la célula [14], sin ser éste, sin embargo, el Gnico
mecanismo de transduccion posible [36].

Todos los miembros de la familia de GPCRs comparten un gran nimero de
caracteristicas esenciales y comunes tanto en su estructura como en la activacion de sistemas de
segundos mensajeros. Aunque sélo existe hasta la fecha una estructura tridimensional
experimental, basada en difraccion de rayos X de la rodopsina, que es un GPCR [3]. Todos estos
receptores probablemente contienen siete hélices o (Ha) que atraviesan la membrana
plasmatica, conectadas por tres lazos extracelulares y tres lazos citoplasmaéticos (ver Figura 1.2).
La region N-terminal est4 localizada del lado extracelular de fa membrana, y la region C-terminal
estd localizada en el interior de ésta. Las partes lipofilicas de las TM estan en contacto con los
lipidos de la membrana celular, mientras que los residuos polares y los que se encuentran
altamente conservados, se encuentran hacia el interior de las siete Hq, formando un nlcleo de
caracter mas bien hidrofilico. Esta topologia de GPCRs estuvo inicialmente basada en anélisis de
alineaciones de secuencias moltiples y analisis de perfiles de hidrofobicidad. Estos andlisis
te6ricos han sido corroborados experimentalmente [37-39]. La Figura 1.3 muestra las secuencias
de los dominios fransmembranales para los receptores 5-HTza y 5-HTzc y la alineacion con otros

subtipos de receptores de 5-HT.
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Figura 1.2 Representacion esquemética de la topologia de los GPCRs. Los segmentos
transmembranales estan indicados con la numeracion de 1 a 7. La conexion de estas hélices es a
través de lazos intra- y extracelulares. Esta figura fue obtenida de ref. [40] y traducida para mayor

claridad.
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Figura 1.3 Alineacion de secuencias de receptores humanos 5-HTza y 5-HTzc (5h2a_h y 5hZc_h,
respectivamente). Para mejor compresion del texto, la numeracion de residuos corresponde a
cada secuencia por separado. Las secuencias de aminoacidos para el receptor 5-HTza [41]y 5
HTac [41] fueron obtenidas de la base de datos SWISS-PROT [42]. Las siete potenciales regiones
transmembranales (Hx) han sido sefialadas con ( - ) para los receptores 5-HTza y con ( M) para
los receptores 5-HTac. En la figura, para ambos receptores, los sitios de N-glicosilacion han sido
sefialados con ( g ), los sitios de fosforilacién con ( f) y los sitios de palmitoilacién con (p ). Los
residuos conservados en la familia de receptores 5-HT; estén indicados en la linea conservados y
los residuos importantes para la familia GPCR de clase | estan también sefalados. Los
aminodcidos también han sido coloreados segtn su polaridad, i.e., residuos no polares: Ala, Val,
Leu, lle, Met (magenta); residuos aromaticos: Tyr, Trp, Phe (celeste); residuos polares: Ser, Thr,
Asn, Gln (verde); residuos &cidos: Asp, Glu (azul); residuos bésicos: Lys, Arg, His (rojo); residuo
Cys (amarillo); otros residuos: Gly, Pro (negro).

Una revision de las estructuras de cadenas laterales de aminoécidos esta dada en el

Apéndice |.

1.4.4 Residuos involucrados en la estructura y funcién de GPCRs de la clase |

Los receptores 5-HT2 pertenecen a los GPCRs de clase | [43] (los denominados del tipo
de la rodopsina), de los cuales se tiene variada informacion experimental. Dentro de esta clase |,
existen varios patrones de aminoacidos caracteristicos. En general, se cree que los aminoéacidos
que se estan altamente conservados en las secuencias tienen una funcion especial tanto en la
estructura del receptor como en los mecanismos de transduccion de sefales. Sin embargo, los
residuos involucrados en el enlace de ligandos estan menos conservados, probablemente debido
a que diferentes subclases de receptores reconocen ligandos que son estructuralmente distintos.
Esta clase | de GPCRs comparte aproximadamente 20 residuos en comun, donde se incluyen
dos residuos de Cys que forman un puente de disulfuro entre dos lazos extracelulares, un motivo
Asp-Tyr-Arg (DRY) al final de la hélice Ill, un motivo Asn-Pro-X-X-Tyr en la helice VII, ademé&s de
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un residuo de Cys que sirve como un sitio para la palmitoilacion en el dominio C-terminal. Las
posiciones relativas de estos residuos se encuentran descritas en la Figural.3.

N-glicosifacion, palmitoilacion y fosforilacion. Los sitios de N-glicosilacion en la region N-
terminal pueden ser importantes para la correcla incorporacion del receptor dentro de la
membrana [44].

Los residuos de Cys en la region intracelular C-terminal pueden enlazarse al acido
palmitico a través de un enlace tioéster. Este acido palmitico que se enlaza covalentemente
puede llegar a intercalarse en la bicapa lipidica, formando de esta manera un cuarto lazo
intracelular. La palmitoilacién es probablemente importante para el acoplamiento a las proteinas
G. )

La fosf'on'lacién interrumpe el acoplamiento entre el receptor y la proteina G, resultando
en una menor afinidad del recepter por los agonistas (desensibilizacién). La probable fosforilacion
por una proteina quinasa C (PKC) de dos o fres sitios posibles, se ha reportado como un
mecanismo de desensibilizacion de los receptores 5-HT2 [45]. Estos posibles sitios de
fos;fon'lacién, fienen una Secuencia de consenso Ser/The-X-Arg/Lys (i.e.,[SIT]XIRlK]: donde X
puéde ser cualquier residuo), localizada en el segundo y el tercer lazo citoplasmatico.

Plegamiento del recepfor. Dos residuos de Cys que se encuentran altamente
conservados son importantes para €l correcto plegamiento de la proteina, probablemente debido
a la formacion de un puente disuifuro entre el segundo lazo extracelular (entre las hélices IV y V)
y la region N-terminal de la hélice Iil. Estudios de mutacion de estos residuos en los receptores [3-
adrenérgicos, rodopsina bovina, y receptores muscarinicos de acetilcolina apoyan esta hipotesis
[46-48]. En el tercio extracelular de fa hélice I de los receptores 5-HT2ay 5-HTzc, estos residuos
corresponderian a los residuos de Cys!#®y Cys'?? y a los residuos Cys?” y Cys?” en el segundo
lazo extracelular respectivamente.

En la mayoria de los GPCRs existen residuos de prolina altamente conservados en las
hélices V, VI, VIL. Varios de estos residuos de Pro estan rodeados por un gran nimero de otros
residuos aminoacidicos también conservados, tales como el motivo PFF en la hélice Vi, o &l
motivo NP en la hélice VII. Se sabe que los residuos de Pro pueden inducir cambios estructurales

en las helices « de proteinas de membrana [1,2). Sin embargo, Trumpp-Kallmeyer y col.
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[49]sugieren que estas Pro altamente conservadas en todos los GPCRs son necesarias para la
correcta estructura del receptor y no sélo para permitir cambios conformacionales.

Modulacién de fos estados de afinidad del receptor. Se ha postulado que muchos GPCRs
tienden a adoptar moltiples estados los cuales se suponen asociados con diferentes
conformaciones, las que, ademas, tienen diferentes afinidades tanto para agonistas como para
las proteinas G. Sin embargo, la mayoria de los antagonistas no discriminan entre estos multiples
estados de afinidad. Varios residuos que estan probablemente involucrados en la modulacion de
esta condicion del receptor han sido identificados. Por ejemplo, el residuo de Asp altamente
conservado del motivo Leu-Ala-X-X-Asp (ie., LAXXD: X puede ser cualquier residuo; en los
receptores 5-HToa este motivo corresponde a Leu'16-Ala117-jle!18-Ala119-Asp@ y en los 5-HTac
commesponde a Leuss-Ala®-lle¥7-Ala®-Asp®} en el lado citoplamético de la hélice Il se encontro
que fiene influencia en el enlace de agonistas para varios GPCRs [50], pero dificilmente afecta
las afinidades de los antagonistas probados.

Varios investigadores del grupo de la Mount Sinai Schoot of Medicine de Nueva York,
entre eflos Zhou y col. [51] y Sealfon y col. [52], encontraron que el residuo de Asp en la héfice I
interactia con el residuo de Asn que se encuentra en el motivo altamente conservado NP en la
region intracelufar de la helice VII, indicando que las helices Il'y VIl estan proximas en el espacio.

Acoplamiento de Proteinas G. La aftnidad del receptor también puede ser modulada por
su union a la proteina G. El desacoplamiento de la protefna G disminuye la afinidad por el
neurotransmisor a través de mecanismos alostéricos. Estudios de mutagénesis indican que las
regiones N- y C-terminales del tercer lazo citoplasmatico son importantes para el acoplamiento y
la selectividad de proteinas G. El mecanismo por el cual ocurre este proceso no ha sido
elucidado todavia, ya que otros lazos citoplasmaticos estarfan tambien involucrados [44,53].
Existe un residuo de Asp del. motivo ‘DRY’ que se encuentra altamente conservado en el lado
intracelular de la hélice il (ver Figura 1.3). Savarese y col. han demostrado que este residuo de
Asp interacciona con la proteina-G en varios GPCRs [44]. Cliveira y col. [54] demostraron que el
residuo de Arg del motivo 'DRY’, que es el dnico conservado entre todas los GPCRs
interacciona con el residuo de Asp de la heliice ii.

Residuos involucrados en el enlace de ligandos. Todos los receptores de

neurofransmision con ligandos que son bicaminas, las cuales se encuentran mayoritariamente en
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su forma profonada a pH fisiolégico, contienen un residuo de Asp conservado en la posicion
correspondiente al residuo Asp's en los recepiores 5-HTza y Asp' en los 5-HTac. Este residuo
de Asp esta ausente en otros GPCRs. Muchos estudios de mutagénesis han confirmado la
importancia de este residuo para el enlace de agonistas y antagonistas [44,50]. En el parrafo
anterior se discutio la presencia de ofro residuo de Asp conservado en la hélice il
correspondiente al Asp'?® en el receptor 5-HT2a y Asp™ en el receptor 5-HTac. Ho y col. [55]
reportaron que la mutacion del residuo Asp!'® por Asn y del residuo Asp® por Asn en el receptor
5-HT1a produce una disminucion de la afinidad por 5-HT. Wang y col. [56] reportaron la mutacion
de los residuos correspondientes en el receptor 5-HTaa por residuos de Asn: Asp!®-Asn, Asp19-
Asn, Asp’ZAsn. Estos resultados indicaron que el Asp'? es necesario para la activacion
alostérica de la proteina G. La mutacion de Asp' indico que este residuo es necesario para
enlaces de alta afinidad de los ligandos, probablemente al actuar como el contraion del grupo
amino de éstos. La mutacion de Asp'2 no produjo cambios significativos en el enlace de
agonistas y antagonistas comparado con el receptor native.

Los resultados experimentales referidos al residuo de Asp conservado han sido usados
como punto de partida en la mayoria de los experimentos de "docking” de receplores de 5-HT, al
encontrarse ausente en otros GPCRs. Por lo tanto, desde el punto de vista quimico, se espera
que la interaccion de este residuo con e! atomo de nitrdgeno cargado del ligando sea a traveés de
interacciones idnicas y de puente de hidrogeno, interacciones que discutiremos en los capitulos
Iy IV de esta tesis.

La hélice V contiene algunos residuos capaces de formar puentes de hidrogeno con los
ligandos, los cuales han mostrado su importancia en el enlace de. agonistas serotoninérgicos.
Kao y col. [57] demostraron que la mutacion Ser22-Ala en el receptor 5-HT2a humano altera la
farmacologia de este receptor a aquélia del receptor 5-HTza de rata. A la inversa, Johnson y col.
[58] reportaron que la mutacion Ala242-Ser del receptor 5-HTza de rata resuita en un receptor con
farmacologia similar a la dei receptor 5-HT2a humano.

Los estudios hechos por el grupo de Heidelberg [49] han postulado que los residuos
aromaticos que estan altamente conservados en la mayoria de los GPCRs pueden estar
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involucrados tanto en la transduccion de la sefial como en el enlace de figandos. Los esfudios de
mutacion sitio-dirigida en los receplores B-adrenérgicos y los receptores 5-HToa han validado la
importancia de los residuos de Phe del motivo ‘PFF' de ta hélice VI para el enlace de ligandos
[59,601.

De esta manera, las mutaciones en la hélice VI hechas por Choudhary y col. [60] se han
centrado en los residuos conservados de Phe. La mutacién Phe3¥0-Leu (Phe32 en el receptor 5-
HTac) en el receptor 5-HTza disminuye la afinidad de enlace de agonistas y de algunos derivados
de ergolinas pero no afesta el enlace del antagonista selectivo ketanserina (4, Figura 1.1). En
coniraste, la mutacion Phe3®-Leu (Phe®? en el receptor 5-HTzc) solo tiene influencia en el enlace
de este antagonista. Roth y col. [61] hicieron estudios adicionales con el receptor 5-HTza mutante
Phe0_Leu, los cuales indicaron que la habilidad de los agonistas para inducir estados de alfa
afinidad no se correlaciona con la produccion de segundos mensajeros, lo que los lievo a
proponer que un complejo terciario da cuenta al mismo tiempo de la afinidad de enlace y de la
eficacia infrinseca.

En ofra publicacién hecha por Roth y col. [62] la mutacion de residuos aromaticos
altamente conservados del receptor 5-HTaa, Trp20-Ala (Trp'7® en el receptor 5-HTac), Trp¥-Ala
(Trp324 en ef receptor 5-HTac) y Trp7-Ala (Trp®5 en el receptor 5-HTc) reducen la afinidad y la
eficacia de los agonistas. Las mutaciones de Phe3® (Phe? en el receptor 5-HTac) y Try3™-Ala
(Tyr3% en el receptor 5-HTac) tienen efectos similares, pero las mutacionss Phe®*-Leu (Phe¥ en
el receptor 5-HTac) y Phe®-Leu (Phe3% en el receptor 5-HTac) tienen un efecto minimo en el
enface de agonistas pero se reduce la eficacia de éstos. Con estos resultados experimentales se
ha propuesto entonces que las hélices Ill, V, VI'y VIl interaccionan unas con ofras dejando las
cadenas laterales de estos residuos aromaticos orientados hacia la hendidura central del
receptor.

Buck y col. en 1991 [63] demostraron que los mutantes por delecion del receptor 5-HT2a
no pierden su actividad bioldgica al remover los dominios N-terminal o C-terminal. Choudhary y
col. en 1992 [64] mostraron que para receplores quiméricos del tipo 5-HTaa ¥ 5-Hiz,
antagonistas 5-HT2a que difieren estructuralmente ufilizan distintas regiones de! receptor 5-HT2a

cuando se enlazan a éste.




1.5 Ligandos para receptores 5-HT>

Variadas clases estructurales de ligandos muestran afinidad por los receptores 5-HT2
[65]. En esta seccion se presenta un breve resumen de las clases de ligandos mas importantes,
donde se incluyen agonistas (parciales y totales). Las moléculas representativas se muestran en
la Figura |.1. Estas clases son discutidas con mayor detalle en los capitulos IIl-IV. Todos los
ligandos que presentan afinidad por los receptores de 5-HT contienen al menos un anillo
aromatico y un atomo de nitrégeno basico (el cual como dijimos anteriormente se encuentra en
su forma protonada a pH fisiologico). Estas caracteristicas estructurales son esenciales para el
reconocimiento del sitio del receptor de todas las aminas biogénicas [66]. Sin embargo, se
requieren grupos adicionales para una alta afinidad y selectividad para los receptores 5-HTaa y 5-
HTac.

Las indolilaquilaminas forman una clase de ligandos serotoninérgicos pero son agentes
relativamente no-selectivos que se enlazan a los multiples subtipos de receptores de 5-HT. Entre
ellos se encuentra el neurotransmisor endogeno 5-HT (1, Figura I.1), que es un derivado de
triptamina. Los grupos funcionales 5-OH y N-H inddlico son esenciales para la afinidad
presentada por estos ligandos. Sin embargo, el grupo hidroxilo puede ser reemplazado por un
grupo metoxilo sin pérdida de su actividad o afinidad [67].

Los alucindgenos derivados de ergolinas, son compuestos que presentan una estructura
parcial de triptamina rigidizada por la incorporacion de una porcion de 2-aminotetralina, donde la
funcion amina se encuentra incorporada en un heterociclo. Derivados de ergolinas como la N,N-
dietilamida del 4cido lisérgico (LSD, 4 Figura |.4) o el derivado halogenado en la posicion 2 del
LSD, 2-Br-LSD, que no posee propiedades alucinogénicas (8, Figura 1.4), son moléculas no
selectivas que muestran una alta afinidad por receptores 5-HT1 y 5-HT> y actian como agonistas
parciales. Estudios de los sitios de interaccion de estas moléculas en los receptores 5-HT2 se

encuentran en la referencia [68].
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Figura 1.4 Ejemplos de ligandos derivados de ergolinas para receptores de 5-HT. El atomo de
nitrégeno basico esté incorporado en un heterociclo y fiiado en una conformacion rigida.

La Figura |.5 muestra otra clase importante de ligandos de 5-HT. Estos son los derivados
de fenilisopropilaminas tales como 1-(2,5-dimetoxi-4-X-fenil)-2-aminopropanos donde X = -CHa, -I
(i.e., DOM, 6 y DOI, 7 respectivamente). De acuerdo con una resefia publicada por Glennon en
1996 [69], estos compuestos no han mostrado enlazarse con afinidad significativa a ninguna
poblacion de receptores de 5-HT excepto en los receptores 5-HT». De esta manera, los estudios
de interaccion ligando-receptor se han enfocado hacia el uso de derivados de
fenilisopropilaminas empleando ['2]]DOI como radioligando agonista en estudios de afinidad.

MeO \rNHz MGOH\‘/NW
OMe 0, OMe

DOM ['251DOI

Figura 1.5 Estructuras de fenilisopropilaminas: 1-(2,5-dimetoxi-4-metilfenil)-2-aminopropano
(DOM) y 1-(2,5-dimetoxi-4-iodofenil)-2-aminopropano.
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6 Comparaciones de afinidades de enlace de
fenilisopropilaminas en receptores humanos clonados 5-HTza Y
5-HT¢

Desde que se reportd que los efectos sobre el comportamiento producidos por los
alucindgenos clasicos ocurrian a través de un mecanismo que involucra ja activacion de los
receptores 5-HT2 (i.e, la hipdtesis serotoninérgica de la accion de alucinégenos), se ha
demoastrado que los receptores pertenecientes a esta familia son tres subtipos diferentes: 5-HTaa,
5-HTzs y 5-HTzc. En la actualidad, existe un consenso que implica principalmente los receplores
5-HToa sobre los 5-HTac en los efectos conductuales provocados por estas moléculas. Nelson y
col. [21] realizaron un estudio con una serie de fenilisopropilaminas representativas para
determinar si existe especificidad farmacologica de estas moléculas simples en estos receptores
altamente relacionados. En este estudio se evalué la afinidad por desplazamiento de un
radioligando agonista (['25/}DOI) en ambos subtipos de receptores humanos 5-HTaa y 5-HTac. Los
datos de K obtenidos por Nelson y, col. [21] estan resumidos en la Tabla 1.1, donde se comparan
las afinidades de enlace de estas 17 fenilisopropilaminas estudiadas (Figura 1.6). Tambien en
esta tabla estan incluidas las afinidades para 5-HT [70], 2-Br-LSD [70] y m-CPP (meta-
clorofenilpiperidina) [21] sobre los dos subfipos, obtenida de la base de dafos PDSP
(Psychoactive Drug Screening Program) {71].

El estudio desarroflado por Nelson y col. [21] destaca que existe una notable comrelacion
(r > 0.9) entre las afinidades de los agentes para los subtipos de esta familia de receptores 5-HTo,
tal que la modificacion estruclural en estas moléculas solo resuita en pequefias diferencias en la
afinidad para los receptores 5-HTza y 5-HTac (Figura 1.6). También cabe destacar que existe una
correlacion significativa entre la afinidad que muestran estos compuestos para ambos receptores

y la potencia alucindgenica en humanos.
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Figura |.6 Ligandos derivados de fenilisopropilaminas.

Sin embargo, se ha demostrado que algunos antagonistas 5-HT2a y antagonistas no-
selectivos 5-HT2a/5-HT2c {(antagonistas con baja afinidad por los receptores 5-HTza) bloquean los
efectos estimulantes de las fenilisopropilaminas alucindgenas. Es probable que los receptores 5-
HT2a tengan una funcion predominante en mediar tales efectos a pesar de la afinidad semejante

mostrada por estos agentes por los fres subfipos de receptores.
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Tabla 1.1 Afinidades medidas de derivados de fenilisopropilaminas obtenidas de ref. [21]. Esta
tabla incluye también las afinidades medidas para 5-HT [70], 2-Br-LSD [70] y m-CPP ref. [21] por
receptores humanos 5-HTza y 5-HTzc usando el radioligando agonista [*5/]DOL.

Valores de Ki [nM]

LIGANDO 5-HT2A LIGANDO 5-HT2C
DOHX 0.1 DOHX 0.7
DOBZ 0.4 DOBZ 1

2-Br-LSD 0.48 DOPR 1.1

DOB 0.6 DOB 1.3
DO 0.7 DOC 2
DOPR 0.9 DOTB 2.2
DOC 14 DOI 2.4
DOTB 3.7 m-CPP 34
DON 5.5 2-Br-LSD 7.14
5-HT Lt 5-HT 15.5
m-CPP 32.1 DON 22.4
DOF Mn.7 DOF 28.7
DOCN 45.7 M-154 68.1
TMA 57.9 TMA 87.7
MEM 73 DOAC 91.3
DOAC 80.5 DMA 104
D-367 88.5 MEM 124
M-154 94.2 D-367 514
DMA 211 DOCN 1011
QDOB 2155 QDOB 6298

De acuerdo a Glennon [69] los alucindgenos clasicos son agentes que:

(a) Producen efectos alucinogénicos en humanos,
(b) Se sustituyen por DOM en animales entrenados para reconocer DOM en pruebas de

generalizacion de estimulo.

(c) Se enlazan a receptores 5-HT2.
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La hipotesis original serotoninérgica relacion¢ la actividad alucinogénica con los
receptores que ahora conocemos como 5-HTaa. Sin embargo, con fa identificacién de los subtipos
de receptores 5-HT2c v la subsecuente correlacion encontrada entre la afinidad por &l receptor 5-
HTx y la polencia alucinogénica, llegd a ser imporiante determinar cual {o si ambas)
subpoblacion(es) de receptores 5-HT2 muestra(n) una funcion mas importante en los efectos
conductuales producidos por las feniletilaminas. Ismael y col. en 1993 [72] demostraron que €l
antagonista AMI-193 (8, Figura 1.7, un agente que muestra una selectividad de > 2.000 veces por
los receptores 5-HTaa sobre los receptores 5-HTag), bloguea potentemente los efectos
estimulantes de DOM en animales entrenados para reconocer esta droga, lo que sugiere que
estos efecios de DOM son mediados a fravés de receptores 5-HT2a. En un estudio similar,
Schreiber y col. en 1994 [73] no tuvieron éxito en bloguear el efecto estimulante de DOI con un
antagonista selectivo para los receptores 5-HTzc, mientras que sf lo lograron con un antagonista
selectivo para los receptores 5-HTza. Fiorella y col. en 1995 [74], usando un analisis de
corelacion de antagonistas sugirieron un mecanismo que involucra predominantemente los
receptores 5-HTza sobre los receptores 5-HTzc en los efectos de comportamiento mediados por
DOM. Mas aun, Ishida y col. [75] en 1995 observaron que la m-CPP (7 Figura L.7), que es un
metabolito del antidepresivo frazodona, no se relaciona con efectos alucinogénicos en humanos,
a pesar de que es conocido desde un reporte de Cohen y col. [76] que m-CPP serfa un agonista
5-HTac pero un antagonista 5-HTa. De esta manera, existe variada informacion que favorece la
participacion de los receptores 5-HTza mas que los receplores 5-HToc en las acciones
estimulantes de Ias fenfiisopropilaminas alucinogénicas en ratas.

En esta tesis las clases de ligandos con mayor importancia fueron incluidas en un intento
de racionalizar la afinidad, actividad y selectividad. Estos resuitados son discutidos en los

capitulos siguientes.
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Figura 1.7 Estructuras de agonistas y antagonistas en los receptores 5-THaa y 5-HTac.
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Capitulo Il. Modelos tridimensionales de los receptores de

serotonina 5-HT2a y 5-HTzc.

il.1 Resumen

Como se discutié en el Capitulo [, debido a las dificultades en la obtencion de estruciuras
cristalinas de proteinas insertas en membrana, entre las que se encuentran los receptores de 5-
HT, la modelacion molecular de éstas se ha enfocado en buscar nuevas metodologias para
contrarrestar el problema. Este capitulo describira la metodologia creada con ese fin, usando el
campo de fuerzas Valence Force Field (VFF) desarrollado por el grupo de Dauber-Osguthorpe y
col. [1]. Esta metodologia posibilitd la construccion de las estructuras tridimensionales (3-D) de
receptores de serotonina 5-HT2a y 5-HTzc a partir de la informacion de las estructuras primaria y
secundaria disponible en literatura. Las bases del desarrollo de este proceso se discuten mas
adelante y luego el proceso que fue llevado a cabo para producir estructuras 3-D para los
receptores s explicada.

El proceso de modelacion involucra informacion general acerca de receplores
bioaminérgicos [2,3], tales como las consideraciones fedricas de los probables patrones de
plegamiento dentro de la membrana, los datos experimentales sobre la orientacion topoldgica de
los residuos en las hélices y las propiedades de enlace ligando-receptor para esta familia de
receptores [4,5] entre ofras. La metodologia usa una combinacion de simulaciones de dindmica
molecular y minimizaciones de energia de las estructuras, junto con restricciones en algunas
coordenadas atémicas y de angulos diedros () para luego obtener modelos completos usando
una matriz de coordenadas intemas de C, premodelada, que corresponde a la region
transmembranal constituida por siete hélices o Esta metodologia permite que los aminoacidos
sean agregados por secciones con una estructura secundaria que ha sido predeterminada para la
parte predicha del recepior. Los modelos obtenidos usando esta metodologia son estructuras
confiables que pueden ser usadas para el posterior anélisis de las propiedades dinamicas de

estos receptores.




39
1.2 Infroduccion

Los modelos 3-D para los receptores 5-HTaa y 6-HTac fueron construidos a partir de la
descripcion de la posible orientacién de las regiones fransmembranales de GPCRs, descritas
sobre la base del mapa bidimensional de densidades electrénicas de rodopsina bovina obtenida
con una resolucion de 9 A [6]. Esta descripcion fue utilizada con el propésito de crear una plantilla
estructural de los atomos de C,, (i.e. las coordenadas cartesianas de estas posiciones) de los
aminoéacidos que forman parte de las hélices transmembranales (TM). Este maodelo de la regién
transmembranal de GPCRs fue generado usando métodos de grafica computacional donde los
datos experimentales publicados [7-9], el arreglo probable de las hélices [10] discutido en &l
Capitulo I, mas consideraciones {edricas de los patrones de "plegamiento” fueron usadas como
guia en el proceso de modelacion.

Esta metodologia desarrollada para obtener receptores de serotonina 5-HT2, supuso que:

(a) los receptores poseen siete dominios transmembranales con una estructura
helicoidal {hélice o) dispuestos en forma antiparalela y consecutiva,

(b} la mutacion de aminoécidos menos importantes para la funcién y estructura
del receptor ocurre en las regiones donde estas hélices quedan expuestas
hacia la membrana lipidica,

{c) las mutaciones de residuos importantes o bien conservados entre las

secuencias de las TM de GPCRs no estéan orientadas hacia la membrana.

Primero, esta matriz simplificada de la seccion transmembranal tiene que considerar
ademas las inclinaciones descritas respecto de fa membrana, asi como las orientaciones de cada
una de las hélices a para satisfacer las condiciones estructurales descritas previamente [10].
Segundo, haciendo uso de técnicas de dindmica molecular y minimizacion de energia de manera
consecutiva esta matriz se refina para obtener una representacion total de la secuencia de
amino4cidos de ambos receptores. De esta manera los modelos generados para los receptores

de serotonina 5-HT2a y 5-HTac muesiran que los dominios transmembranales pueden ser
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modelados directamente a partir de datos publicados, ademas de proveer un mejor entendimiento

de las propiedades de enlace de agonistas {y/o antagonistas) a partir de estos mismos datos.

11.3 Metodologia

En este capitulo |l todas las simulaciones de dinamica molecular (DM) {las que incluyen
todo el proceso de Fold-Fit) y dindmica molecular selectivamente aumentada (SEMD) para el
andlisis de las fluctuaciones en las conformaciones en el tiempo fueron realizadas con el
programa Valence Force Field (VFF) [1]. El procedimiento para las simulaciones uso dos
algoritmos de minimizacion: "steepest descent”, con un criterio de convergencia de 0.001 keal
molH A y con un nimero méximo de iteraciones de' 2000 pasos para luego continuar con el
algoritmo "conjugate gradient’, con el mismo criteric de convergencia pero con un nimero
maximo de iteraciones de 3000 pasos. Una vez que las estructuras de partida estuvieron
minimizadas, la DM comenzo su blsqueda conformacional a una temperatura de 298 K {25 °C)
utilizando el campo de fuerzas VFF mencionado anteriormente [1]. Las simulaciones SEMD

también utilizan este campo de fuerzas. (ver Apéndice li).

li.4 Estructura tridimensional tentativa de receptores acoplados

a proteinas-G.

El mapa de proyeccion de rodopsina bovina determinado a 9 A usando cristalografia
glectronica de cristales bidimensionales [6] fue utilizado para disefiar la plantilla de los segmentos
transmembranales. Baldwin en 1994 [10] interpretd este mapa de acuerdo a los picos de
densidad resueltos en la proyeccion. Cuatro de ellos corresponderfan a hélices que son
perpendiculares a la membrana, y la region que fiene forma de arco corresponderia a otras tres
helices que estarian inclinadas, y que se superponen en proyeccion. Estas conclusiones, mas las
alineaciones de secuencias descritas mas adelante fueron utilizadas para localizar estas helices

particulares. E! ordenamiento probable propuesto por Baldwin se muestra en la Figura I.1.
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Figura 1.1 Mapa de proyeccion de la rodopsina bovina. La numeracion de las hélices esta en

elsentido de las manecillas del reloj. La vista del receptor es desde la superficie intracelular.

Palczewski y col. [11] recientemente publicaron la estructura cristalina del primer GPCR
inserto en membrana que se ha cristalizado, rodopsina bovina, la que confirmo la presencia de
las siete hélices postuladas en el mapa de proyeccion. A pesar de que este receptor es un
GPCR, su ligando no es una amina biogénica sino que la molécula 11-cis-retinal. Mas aun, este
receptor no es un receptor de 5-HT; por tanto, la modelacion molecular es una via alternativa y
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por ahora imprescindible para obtener informacion sobre Ia estructura 3-D de estos receptores. El
hecho méas importante de estos estudios experimentales, es la indicacion que todos los GPCRs
comparten una topologia similar [12]. Més aun, el arreglo probable de las héfices descritas por
Baldwin [10] y la estructura cristalina obtenida esta en total acuerdo, lo que posibilita la
construccion de modelos 3-D para los receptores de 5-HT con una base mas solida.

El croméforo 14-cis-retinal se enlaza a rodopsina bovina a través de la formacion de una
imina y este fue el nexo para que el uso de otra proteina inserta en membrana con estructura
cristalina [13], bacteriorrodopsina, se utilizara como plantilia de varios modelos reportados en
literatura [14-18]. Sin embargo, la validez de algunos de estos modelos es cuestionable. De todas
maneras, el conocimiento de los aminoacidos involucrados en el enlace de ligandos adquiridos a
través de mutaciones sitio-dirigidas junto con modelos de receptores de 5-HT, sigue
proporcionando informacion vélida para los estudios de interaccion entre ligando y receptor. Un
resumen de estudios de mutaciones esta descrito mas adelante.

[l.5 Metodologia de modelacién de receptores acoplados a

proteinas G

I1.5.1 Eleccién de los segmentos helicoidales y esquema de numeracion

Como las longitudes de las regiones N- y C-terminales y de los lazos que conectan las
hélices varian entre los distintos miembros de la familia de GPCRs, se hace necesario describir
un esquema numérico integrado para las posiciones relativas de los aminoacidos de cada
receptor a modelar. Usando el esquema numérico descrito por Baldwin [10), el cual permite incluir
96 aminoacidos en cada hélice junto con la descripcion de las posibles regiones
transmembranales hechas por Findlay y col. [19] donde algunas hélices podrian llegar a incluir
hasta 30 aminoacidos, adaptamos la numeracion de los aminoacidos en las secuencias de Ios
receptores 5-HTza y 5-HTac @ este esquema, con el propdsito de definir el comienzo y el final de
cada hélice y a la vez definir las posiciones relativas de los residuos importantes de cada hélice

en nuestros receptores.
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Los diferentes tipos de residuos fueron clasificados de acuerdo a cada una de las dos
categorias siguientes:

(A) Residuos que pueden estar en contacto con el entorno lipidico de la membrana.
(B) Residuos que no tienen necesariamente contacto con los lipidos.

Esta clasificacion usada es compatible con las caracteristicas generales observadas en
las estructuras de proteinas insertas en membrana gue se conocen, por ejemplo, el centro de
reaccion fotosintética [20] y bacteriorodopsina [13]. La clase (A) incluye todos los residuos que
generalmente son clasificados como hidrofobicos, incluyendo Ser, Thr y Tyr. Cabe mencionar que
los residuos Ser y Thr son residuos que pueden satisfacer su enlace por hidrégeno enlazandose
a la cadena principal de una hélice y pueden entonces estar orientados hacia la superficie
lipidica. E! residuo Tyr ha sido observado en las superficies que se orientan hacia la membrana
en la estructura de bacteriorodopsina, estando localizadas principalmente en los limites polares y
no polares de fa membrana, Los residuos de la clase (B) incluyen todos los residuos cargados y
todos aquellos capaces de formar més de un enlace por hidrogenc; e! término polar aqui sera
usado para describir éstos aunque los residuos Ser, Thry Tyr fueron excluidos. La distribucion de
estas dos clases de residuos a iravés de los siete segmentos se muestra en la Figura I1.2. Los
residuos caracteristicos en las secuencias de los siete segmentos se muestran alineados en
forma vertical. Los residuos de los segmentos I, 111, V y VIl estan numerados hacia arriba y hacia
abajo se encuentran numerados los de los segmentos 11, IV y V1. De esta manera fa superficie
intracelular esta representada en la parte superior de la Figura 1.2, Las posiciones en cada
segmento han sido definidas como: ( ) siempre ocupadas por la clase (A); (++) ocupadas por |a
clase (B) en unas pocas secuencias; () ocupadas por la clase (B) en un porcentaje mayor al
10% de las secuencias de GPCRs.
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Figura Il.2. Distribucién de residuos caracteristicos para cada hélice y distribucion de residuos
polares de acuerdo a Baldwin [10]. Las posiciones de los residuos estan numeradas a la derecha
(1-26 ) de cada columna, hacia amiba para los segmentos 1, Ifl, V, VIl y hacia abajo para los
segmentos Il, IV y VI; la superficie infracelular de fa membrana esta representada por fa parte
superior de la figura. La numeracion a la izquierda corresponde & la numeracion en la secuencia
aminoacidica def primer y Gifimo residuo del receptor 5-HT2a Los simbolos en las posiciones
indican si se trata de sitios ocupados por un residuo polar en unas pocas secuencias (++) o en
més del 10% de las secuencias (##) de GPCRs. Cuando no hay ningun simbolo, significa que
nunca hay residuos polares en este sitio. {residuos polares incluyen D, N, E, Q, H, R, K: todos los




45

otros son capaces de orfentarse hacia fos lipidos). Los residuos altamente conservados en cada
hélice estan a la derecha junto con el porcentaje en que aparecen en fa secuencia. La eleccion
de 26 aminoacidos por hélice esta explicada en el texto. De acuerdo con este esquema la hélice
Il deberia estar situada al inferior de las siete hélices debido a la mayor concentracion de
residuos polares y la hélice IV més expuesta al enforno lipidico debido a fa mayor concentracion
de residuos apolares.

Como describimos mas arriba, el esquema numérico de Baldwin {10} permite que cada
hélice incluya 26 aminoacidos. Segin esta aulora, si las hélices fueran perpendiculares a la
membrana, aproximadamente 18 residuos {residuos 5-22 en la Figura 1.2) abarcarian el grosor
de la membrana; sin embargo, el mapa de proyeccion bidimensional de Rodopsina [6] indica que
existen hélices inclinadas que no son perpendicufares a la membrana, lo que aumentaria la
cantidad de residuos a considerar para cada héfice. En el caso de hélices perpendicuiares a la
membrana, se espera que los residuos polares no estén expuestos hacia la membrana y que
astos se concentren hacia los finales de esta seccion media de 18 sitios. La region central
(enumerada 13-14 en la Figura 11.2) de cada hélice puede ser asignada como la region media, y
por ende esta region deberia contener la mayor cantidad de sitios que pueden estar en contacto
con los lipidos; esto es observado para la mayor parte de las hélices segun Baldwin {10}, aungue
para la hélice Ill el cambio en el caracter de los residuos hacia los finales de esta hélice no es tan
evidente. Ademas, fodas las hélices a excepcidon de la helice IV fienen residuos polares
acomodados en la region media (que es la mas hidrofdbica), y las héfices 1l, il y'Vll tienen
varios. Asi, la eleccion de 26 residuos para cada helice es bastante practica y es incierta solo
para unos pocos residuos, i.e. hacia las tercios intra y extracelulares, donde la variabilidad de los

residuos es mayor.

11.5.2 Alineacion de secuencias para receptores 5-HTaa y 5-HTzc

Los graficos de hidrofobicidad de las secuencias de GPCRs indican la presencia de siete
segmentos transmembranales (9] separados por lazos que difieren en longitud enire los
diferentes miembros. Las secuencias son afineadas dentro de los segmentos a partir de patrones

de residuos que son caracteristicos para cada segmento, alin cuando el porcentaje de identidad
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enire miembros relacionados distantemente sea tan bajo como el 20%. Por lo menos algunos, y
usualmente todos los residuos del patron estan presentes en la hélice correspondiente para todos
los miembros identificados de esta familia; unas pocas secuencias de receptores de figandos no
peptidicos como aminas no-cafionicas no estan claramente alineados en la transmembrana V
[10]. Los residuos caracteristicos estan mostrados en la Figura 11.2, en la cual se sefialan la
posicion relativa en la secuencia y el porcentaje de incidencia de cada residuo en las secuencias
en la cual cada residuo aparece.

El punto de partida para la modelacion de receptores 5-HT, comienza con la coleccion de
secuencias de GPCRs conocidos que guardan homologia con las secuencias exfraidas de la
hase de datos de secusncia OWL [21] para los receptores humanos 5-HTza y 5-HTac, usando el
servidor de domino piblico SWISS-PROT [22] (Protein Sequence Database). Las miiltiples
alineaciones de secuencia fueron llevadas a cabo usando los analisis de secuencia y de
prediccion de estructura terciaria entregados por el programa Predict Protein (PHD) de Rost y cal.
[23-26]. Estas alineaciones son hechas para determinar los aminoacidos conservados y las
porciones de alineaciones que definen las potenciales regiones transmembranales. Estos
resuitados obtenidos fueron comparados con otros afineamientos de GPCRs descritos en la
literatura [27-33]. En este punto cabe destacar que al no existir estructura cristalina, la definicion
de los segmentos transmembranales es de suma importancia y la comparacion con datos
publicados de los posibles segmentos es imprescindible para asegurar que todos los
aminoacidos pertenecientes a las hélices estén considerados.

La Figura 1.3 muestra la alineacion de los dominios transmembranales (TM) de las siete
regiones para los receptores humanos 5-HTaa [34] y 5-HTzc [34] fueron usados tanto la
metodologia PHD junto con las porciones de secuencia | - Vil descritos por otros autores [27,30].
La Figura 1.3 muestra a manera de ejemplo, la variacion en la longitud de las hélices
consideradas para un mismo receptor segin diversos autores. Al mostrar este alineamiento
queremos destacar que los residuos pafrones que se conservan en las helices son siempre
considerados por estos autores, pero que las regiones terminales de cada hélice presentan una
gran variacion. Estos (limos se encuentran en el tercio extracelular y tercio intracelular
respectivamente y que nosofros en nuestra modelacion los usamos como indicadores de los

posibles limites de las hélices.
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Figura 11.3 Secuencias de los dominios transmembranales de los subtipos de receptores

humanos 5-HTza y 5-HTac y sus alineamientos (por autor a la derecha de la figura)de acuerdo a
la prediccion PHD de Rost y col. ref. [33], Schmuck y col. ref.[27], Bremner y col. ref. [30]. Todas
las definiciones de regiones transmembranales fueron hechas con las secuencias para

receptores humanos 5-HTza y 5-HTzc obtenidas de la ref. [34]. El simbolo (*) en la linea inferior

de algunos residuos indica los residuos conservados en todos los GPCRs.




11.5.3 Disefio de la estructura de la region transmembranal

Es conocido que el sitio de enlace de los receptores de neurotransmision que utilizan
aminas biogénicas se encuentra entre sus siete segmentos mayoritariamente hidrofobicos [35] y
que la interaccion con un residuo Asp que esta localizado en la hélice Il es necesaria para
agonistas de alta afinidad. Para determinar la ubicacion de este residuo, es necesario interpretar
los antecedentes entregados mas arriba. A partir del mapa de proyeccion de rodopsina bovina,
tanto la orientacion y profundidad de las hélices en la membrana se ajusta a tres niveles para
cada una de ellas, haciendo calzar de esta manera los tres niveles con la estructura de
proyeccion y de esta manera obtener una interpretacion tridimensional. Con la definicion de las
secciones correspondientes a la parte interna, media y extema de cada hélice se puede obtener
una matriz de coordenadas internas para los atomos de C, que refleje las inclinaciones de las
regiones transmembranales. La Figura I1.4 muestra la definicion de estas tres secciones las
cuales corresponden al tercio extracelular, la seccion media y la tercio intracelular

respectivamente.




Figura |1.4. Secciones extracelular, media e intracelular descritas a partir de los siete picos de
densidad. Se observan cuatro estructuras que representan hélices casi perpendiculares a la
membrana (4,5,6,7 de acuerdo a la figura) y las ofras tres estructuras que adoptan una forma de
arco més elongado en proyeccion, representando hélices en una posicion mas inclinada (1.2y 3
respectivamente). Esta figura fue obtenida del siio Web de Schertler "Rhodopsin”
(http://www2.mrc-Imb.cam.ac.uk/research/SS/Schertler_G).
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I1.5.4 Construccion de la matriz de coordenadas internas para los atomos de C,

Una vez definidas las secciones dentro de cada transmembrana (intra-, media,
extracelular), la representacion simplificada del receptor, i.e. solo la region transmembranal se
obtiene a través de un modelo geométrico como el que se muestra en la Figura I1.5. Este modelo
considera las distintas secciones para cada segmento transmembranal. En la figura cada punto
(coloreados para mayor claridad) representa la posicion de cada seccion en cada una de las
hélices. Estas secciones corresponden a un nimero determinado de residuos (aproximadamente
9 residuos por seccion).

—e—Tercio Intracelular
¢ Tercio Medio R
= Tercio Extracelular TM V™ 8

Figura 11.5 Posiciones relativas de los ejes de las hélices en las secciones media (verde),
intracelular (azul) y extracelular (rojo) respectivamente.

En este modelo geométrico el conjunto de posiciones calza con el mapa de proyeccion
descrito por Schertler Figura I1.1. Se puede observar cuatro hélices paralelas IV, V, VI, VIl y una
region donde aparece la superposicion de las tres hélices restantes |, Il, Il que dan una forma de
arco en el mapa de proyeccion.
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Este modelo satisface el criterio adicional respecto de la helice lll que exige que esté
rodeada por las hélices restantes en la parte intracelular de los receptores. Esta condicion se
satisface si el final de la regién en forma de arco corresponde al final intracelular de la hélice Ill y
si las pendientes de las otras hélices se alejan desde el centro hacia la region extracelular. De
esta manera en un diagrama de proyeccion como el de Baldwin, la region extracelular de la helice
IIl se superpone con el final intracelular de la hélice 11, y el final extracelular de esta Gltima hélice
se superpone con extremo intracelular de la hélice I. Las otras cuatro hélices restantes quedan

orientadas casi perpendicularmente a la membrana.

11.5.5 Identificacion de superficies internas

La identificacion de las superficies internas de las hélices se basa en el reconocimiento
de los sitios (residuos de aminoacidos) que estan involucrados en el enlace de agonistas y/o
antagonistas para estos receptores; estos sitios deben estar al interior de la molécula formando
parte de un bolsillo de union con el ligando. Los sitios de union de ligandos agonistas y
antagonistas no son necesariamente idénticos, mas aun ellos se pueden superponer [36]. La
Tabla 1.1 muestra algunos de los datos de estudios de mutacion sitio-dirigidas, marcaje quimico
u otros estudios que han establecido la participacion de residuos particulares. Estos sitios estan
sefialados en la Figura 11.6 por puntas de flechas; puede observarse que la mayoria de estos
sitios estan orientados hacia el interior de las hélices. Con la excepcion de la hélice |, todas las
hélices han demostrado su contribucion al sitio de union. Casi todos los sitios involucrados estan

en la mitad extracelular de las transmembranas.
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Figura 1.6 Vista esquemética de la region transmembranal. EI ordenamiento gira en sentido de
las manecillas del reloj. En la figura estan marcadas la posicione Ill:7 donde se encuentra el
residuo Asp y las posiciones V:7 y V:10 donde estén situadas los residuos de Ser.

Tabla I1.1 Receptor; indica el tipo de receptor en el cual la mutacion fue hecha. Efecto; el tipo de
cambio funcional reportado: (t) afinidad por antagonista afectada, (g) afinidad por agonista
afectada, (t/g) ambos observados, (nt/g) g pero no se observa cambio en la afinidad por
antagonista, (t/ng) t pero no se observa cambio en la afinidad por agonista.

Sitios de mutaciones que afectan el enlace de agonistas y antagonistas

Posicién-Hélice Mutacion Receptor Efecto Referencia
.7 Asp156Ala 5-HT, humano g [37]
V7 Ser239Ala 5-HT2 humano g [38]
V:10 Ser242Ala 5-HT2 humano t [39]
VIi19 Phe339Leu  5-HT2 humano t/ing [39]

VI:20 Phe340Leu  5-HT; humano g [39]
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fue llamada "Fold-Fit" y consiste de dos etapas, la primera cuando construye las secuencias en
segmentos de estructura secundaria predeterminados y la segunda cuando traslada los atomos
de C., de estas secciones a las posiciones equivalentes en la matriz de coordenadas interas de
Ce.

Etapa 1

Durante la construccion de la estructura, las secciones pre-existentes tienen una matriz
de coordenadas internas equivalente de atomos de C. restringidos a las coordenadas
cartesianas de la matriz construida. Los angulos diedros de los aminodcidos también estan
restringidos a sus valores en una hélice o (¥, @ de -65° y -40° respectivamente) para prevenir
que los lazos de conexion de las hélices o las regiones N- o C- terminales se sobrepongan con
los nuevos segmentos de estructura agregados. Un archivo de control instruye al programa VFF
sobre qué residuo debe ser construido en cada iteracion del procedimiento de Fold-Fit. Para
acelerar el proceso de construccion de los lazos exira- e intracelulares, éstos fueron construidos
en blogues desde ! (lfimo residuo de cada hélice hasta el primer residuc. de la siguiente. Los
primeros cuatro residuos de cada hélice se construyen individualmente. De esta manera nos
aseguramos que la hélice esta direccionada correctamente de acuerdo con el eje de la hélice
equivalente en la matriz de C,. La estructura total de los receptores se consiruye con la
estructura secundaria definida de manera tal de minimizar la posibilidad de construir residuos con
geometrias no deseadas. Todas las secciones transmembranales fueron construidas como
hélices ar ¥ las secciones correspondientes a los lazos y regiones terminales como laminas .
Esto (ltimo tiene un sentido practico ya que fa falta tanto de una estructura cristalina como de una
descripcion adecuada de la estructura secundaria y terciaria para estas regiones nas permite

suponer una estructura secundaria que facilite su modelacion.
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Etapa 2

La parte construida de la estructura es sometida a simulaciones de dinamica molecular.
En esta etapa solo los atomos de C, de las secciones transmembranales son forzados a adoptar
la posicion de las coordenadas de la matriz de C, mientras que las secciones no
transmembranales junto con las cadenas laterales de amino&cidos no tienen ninguna restriccion.
Las secciones transmembranales tienen su angulos diedros restringidos a los valores descrito en
la Etapa 1, de manera de prevenir la formacion de angulos diedros distorsionados, cuando los
atomos de C, son "forzados" a sus nuevas posiciones. Este proceso es repetido hasta que la
region C-terminal es construida. Las estructuras finales de algunas etapas del proceso de Fold-Fit
mientras se construye el receptor se aprecia en la Figura |1.9 y la estructura final del receptor se
muestra en la Figura 11.10. Un diagrama del proceso de Fold-Fit se muestra en la Figura II.11.
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Figura 11.9 Conformaciones minimizadas obtenidas en diferentes instancias (en picosegundos de
simulacion) durante las simulaciones de dinamica molecular del programa Fold-Fit. La figura
muestra la formacion de la estructura del receptor 5-HT2a por etapas de acuerdo a la descripcion

del texto. Tanto las hélices o como las laminas /3 se muestran sin sus cadenas laterales.
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Extracelular

Intracelular

Figura 11.10 Diagrama de cintas de la region transmembranal (roja) correspondiente a las siete
hélices ¢ y de los lazos de conexién extra- e intracelulares (azul). EI modelo final muestra el

empagquetamiento més estable y el mejor acuerdo con el modelo descrito por Baldwin.
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1.7 Evaluacion del modelo 5-HT2a

I.7.1 Simulaciones de dinamica molecular clasica (DM) y de Selectively Enhanced
Molecular Dynamics (SEMD)

La flexibilidad conformacional es esencial en muchos eventos biologicos. EI movimiento
colectivo de grandes regiones (o partes) de una molécula ocurre en fenomenos tan importantes
tales como la regulacion alostérica [40-42], el cierre de dominios enzimaticos una vez que éstos
enlazan a un ligando [43,44], el desenrollamiento parcial de la hélice de DNA durante la
intercalacion de una droga [45] e inactivacion de canales de potasio por la interaccion de un
dominio citoplasmatico con la apertura del canal [46]. Es por lo tanto, de gran interés entender los
procesos dinamicos en los sistemas biolégicos como las proteinas. No existe ninguna técnica
experimental capaz de entregar informacion detallada acerca del movimiento de una proteina a
escala atomica. Sin embargo, se puede obtener informacion limitada informacion acerca de la
flexibilidad y movimiento de proteinas a través de la técnica de rayos X [47]. El conocimiento de
las escalas de tiempo del movimiento en proteinas ha sido obtenido a través del uso de
espectroscopia Raman [48], y en particular de estudios de resonancia magnética nuclear RMN
[49]. Aun asi, todas estas técnicas experimentales entregan una escasa informacion sobre los
desplazamientos involucrados.

Una vez obtenidos los modelos para los receptores 5-HTaa y 5-HTzc, éstos fueron
investigados usando los métodos de la mecanica molecular: minimizacion de energia (ME),
dinamica molecular clasica (DM) y dinamica molecular aumentada selectivamente (SEMD). Este
estudio estuvo orientado a una mayor comprension de las tendencias conformacionales y la
estabilidad de los receptores 5-HT2 obtenidos. En esta etapa fueron incluidos explicitamente los
lazos y las regiones N- y C-terminales y moléculas de agua explicitas fueron agregadas al interior
de la region formada por las siete hélices. La técnica SEMD filtra los modos que tienen
frecuencias altas (éstas son las correspondientes a los modos normales de estiramiento y flexion
de enlaces) y se aplica a las trayectorias de dindmica molecular obtenidas para extraer
informacion acerca de los movimientos de interés, i.e. los movimientos de baja frecuencia, en
particular los cambios conformacionales que son los movimientos mas significativos en las

proteinas (éstos estan en el rango de frecuencias aproximado de 50 cm-1).
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Los calculos presentados en este capitulo estan basados en el campo de fuerzas
empirico VFF [1], en el cual la energia potencial del sistema esta definida por una funcion
analitica de las coordenadas internas y las distancias interatémicas { descrito en el Apéndice [l).
Los parametros para esta funcion fueron refinados para reproducir datos experimentales de un
conjunto de compuestos modelos los que incluyen grupos funcionales que estan presentes en
aminoacidos. [50,51] Las trayectorias de dinamica molecular clasica (DM) fueron generadas
usando el programa VFF, Durante las simulaciones DM las ecuaciones de movimiento de Newton
se resuelven numéricamente para producir una trayectoria de posiciones atomicas, velocidades y
energias. [52,53). Estas trayectorias de las posiciones atomicas representan una descripcion mas
realista del movimiento molecular, el cual incluye pequefias y grandes fluctuaciones estructurales
ademas de transiciones conformacionales, también pueden tomar en cuenta los efectos de
solvente explicitamente. Aunque las leyes de movimiento son simples, las trayectorias obtenidas
son bastante complicadas y la interpretacion del movimiento no es para nada trivial. En particular,
es dificil investigar los movimientos colectivos. Una novedosa manera de identificar el movimiento
colectivo en proteinas a partir de simulaciones DM es haciendo uso de las simulaciones SEMD
desarmolladas por Osguthorpe y col. [54], las cuales involucran la reasignacion de las velocidades
atomicas para que se correspondan con aquellos modos en un rango seleccionado de frecuencia,
i.e. se aplica un filtro sobre las velocidades atomicas.

El método SEMD involucra los siguientes pasos:

(i) célculo de las coordenadas y velocidades de acuerdo a los algoritmos de DM.

(ii) reasignacion de las velocidades atomicas para que se comrespondan con

aquellos de los modos seleccionados en un rango de frecuencia.

(iif) re-escalamiento de las velocidades de manera uniforme para restaurar la
temperatura promedio calculada antes de aplicar el filtro. La “temperatura” en
una simulagion de SEMD se calcula a partir de las velocidades atémicas, al igual
como en las simulacicnes de DM, y refleja el promedio de las velocidades
atomicas. Sin embargo, esto no implica que la energia esté distribuida entre los
modos de movimiento de la misma manera. Para una temperatura particular
cada modo deberia tener la misma energia en una frayectoria equilibrada de DM,

mientras que en las simulaciones SEMD la energia es canalizada hacia unos
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pocos modos de movimiento, permitiendo obtener distintas conformaciones de fa
proteina.

Varias simulaciones- de DM fueron llevadas a cabo usando distintas temperafuras (en
grados Kelvin): 100 K, 200 K, 300 K y superiores hasta 500 K. Estas simulaciones consideraron
aguas explicitas al interior de la cavidad formada por las regiones ransmembranales. Tambien
utilizamos valores en el rango de 100-200 kcal mol para los potenciales de torsion de manera de
mantener las secciones transmembranales restringidas. En las simulaciones desarrolladas a
temperaturas mas bajas (hasta 300 K) el receptor se mantuvo intacto durante el tiempo de
simulacion, sin cambio aparente en las estructuras de la region transmembranal; sin embargo, a
mayores temperaturas (sobre 400 K) se desarrollé un proceso de "desplegamiento” de las hélices
después de los primeros 20 ps de simulacion, con destruccion del modelo alrededor de los 30 ps.

Las simulaciones de SEMD se llevaron a cabo con diferentes factores de amplificacion y
duracion del tiempo de filrado. Cada una de estas simulaciones fue precedida por 60 ps de
dinamica molecular clasica para alcanzar el equilibrio térmico y permitir que los modos naturales
de movimiento en los receptores evolucionaran. Estas simulaciones mostraron varios grados de
"desplegamiento” en las hélices y de deformacion de la estructura terciaria de los receptores. La
Figura 11.12 muestra estructuras obtenidas a intervalos de 10 ps a través de una simulacion de
SEMD. El movimiento de "contorsién” leve observado en las simulaciones de dindmica molecular
se amplifica en los primeros 10 ps de SEMD, con un aumento gradual de la "torsion" del
empaque de siete hélices, Después de 30 ps este movimiento de "contorsion” de las hélices se
transforma en un movimiento de "doble contorsion” en todo el paquete de hélices. Al final de las
simulaciones de SEMD este movimiento se convierte en el desplegamiento y estiramiento de las

hélices.
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Figura 11.12 Las siete hélices antiparalelas I-VIl, las cuales forman la mayor proporcion de la
estructura secundaria de los receptores y contienen el sitio de union, se mantienen juntas y
forman una unidad relativamente rigida. El movimiento tipico revelado por esta parte del receptor
es un movimiento de "torsion alternada”. Este movimiento involucra el movimiento de las hélices
exteriores (I, IV y V).

I.7.2 Raiz de la desviacion cuadratica media (RMSD) entre dinamica molecular clasica y
SEMD

La desviacion de la raiz cuadratica media (RMSD) en los atomos de C,, de los residuos
pertenecientes a las hélices fueron obtenidas a partir de las simulaciones de dinamica molecular
y SEMD. La RMSD describe la suma de todos los cambios en las posiciones atomicas en una
molécula y es expresada en A. La Figura I1.13 muestra la RMSD como funcion del nimero de
hélice (TMI-TMVII). Las fluctuaciones atomicas de los C,, de los residuos transmembranales que

ocurren en las simulaciones DM se muestran en la Figura 11.13(a), mientras que las fluctuaciones
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de las posiciones de los mismos atomos después de remover los movimientos de altas
frecuencias se muestran en Figura 11.13(b). Los desplazamientos promedios observados en
dinamica molecular clasica son significativamente menores, aproximadamente 2 A, mientras que
mediante las simulaciones SEMD el valor de RMSD obtenido es aproximadamente 5 A. De esta
manera queda demostrada la efectividad en la busqueda conformacional usando la metodologia
SEMD. La amplificacién de las oscilaciones conformacionales deja un aumento en la ocurrencia

de transiciones conformacionales.

RMS vs T (ps) MD (a) RMS deviation vs T(ps) SEMD (b)
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Figura 1113 (a) lzquierda: Desviaciones RMS (en angstroms) de los C, de la region
transmembranal en el modelo de receptor 5-HTza, relativas a la estructura de partida en la
simulacion de dindmica molecular clésica. (b) Derecha: Desviaciones RMS (en angstroms) de los

C. en el modelo 5-HT2a en simulaciones de SEMD.
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1.8 Generacion de modelo inserto en membrana

La insercion de la representacion del receptor 5-HT2a en un modelo de la bicapa lipidica
hidratada se hizo con el objetivo de generar un modelo solvatado del receptor. Este deberia
asegurar una representacion razonable de los efectos del solvente sobre los lazos extracelulares
y de los residuos expuestos a las cadenas lipidicas y los lazos citosolicos. La insercion del
modelo en DMPC dio cuenta de que la eleccion de los segmentos transmembranales que
abarcan la bicapa estan de acuerdo con las dimensiones del modelo de ésta (aproximadamente
30 A) y que los lazos de conexién de las hélices quedan en los dominios hidrofilicos tanto intra-
como extracelulares. La Figura I1.14 muestra al receptor 5-HT2a inserto en la membrana DMPC.

Figura 11.14 Receptor 5-HT2a inserto en membrana. Para mayor claridad se han borrado de la
figura las moléculas de agua de la cara extracelular.
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Capitulo Ill. "Docking” de ligandos agonistas de receptores 5-HT

I}l.1 Resumen

Este capitulo Il discutira el proceso de acoplamiento de ligandos en el sitio de union de
receptores serotoninérgicos, en los modelos obtenidos para los receptores 5-HTza y 5-HTzc. Este
proceso s un proceso dinamico, donde se toman en cuenta las diferentes conformaciones y
propiedades tanto del ligando como del sitio de! receptor. Debido a que no existe una palabra en
espaficl que de cuenta exactamente de su significado, y que el termino en inglés "docking” es
més explicito para representar este fendmeno, éste sera el término utilizado de aqui en adelante.
Los ligandos escogidos para "docking" fueron agonistas serotoninérgicos los cuales pertenecen a
varias clases estructurales y que muestran distintas afinidades por ambos receptores. Hemos
incluido las tres clases mas importantes, i.e. derivados de triptamina, tales como 5-HT, derivados
de fenilisopropilaminas tales como 1-(4-X-2,5-dimetoxifenil)-2-aminopropano (X= -Br, -} y
derivados de ergolinas como £SD y 2-Br-LSD, compuestos 1-5, ver Figura lll.1. EI proceso de
"docking" con estos ligandos fue guiado principalmente con la informagion experimental obtenida
de receptores con mutaciones sitio dirigidas.

En ambos modelos para receptores 5-HTaa y 5-HTac, los agonistas interactian con
distintos tipos de residuos en varias hélices. Sin embargo, a pesar de que los ligandos presentan
afinidades distintas por ambos receptores, esios sitios de enlace difieren muy poco para los
agonistas estudiados, conservandose principalmente las interacciones descritas en la literatura,
validando de esta manera los modelos obtenidos, Mas aln, la energia de interaccion por residuos
obtenida en los estudios de "docking” indica que la mayor contribucion se debe a la interaccion
electrostatica que ocurre entre el grupo amonio de los ligandos con el residuo conservado Asp de
la hélice [ll. También, la mayor afinidad que presentan los ligandos por los receptores 5-HTza
respecto de los 5-HTzc puede ser interpretada a la luz de los resultados obtenidos en este

estudio.
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Figura 1.1 Ejemplos de ligandos de recepfores 5-HT2 pertenecientes a varias clases. El atomo
de nitrégeno bésico que puede estar protonado a pH fisiolégico esta impreso en negrita en cada

gstructura.

1.2 Introduccion

En la literatura cientifica se han publicado varios modelos para racionalizar las afinidades
y propiedades funcionales de ligandos de receptores 5-HT2 [1,2]. Para ligandos agonistas, la
hipotesis que ellos se enlazan en un sitio de union similar esta apoyada por datos experimentales
como los discutidos en el capitulo 1. Los datos de mutacion sitio dirigida de los receptores indican
que todos los neurotransmisares que contienen la funcion amina se enlazan en el espacio
comprendido enfre las hélices transmembranales IIl, V y VI. Esta region estaria ubicada en el
tercio extracelular de los receptores [3]. También, para la mayoria de los agonistas 5-HTza y 5
HTc las relaciones estructura-actividad (SARs) muestran tendencias similares entre clases
estructuralmente diferentes 14,5). Esto permite la superposicion de ligandos agonistas en el

proceso de "docking’.
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1.3 Metodologia

En este capitulo 1l las simulaciones de dindmica molecular (DM) para el anélisis de las
fluctuaciones de las conformaciones de "docking" en e! tiempo fueron realizadas con el programa
Discover_3, que esta implementado en el paquete de programas Insight Il [6]. El procedimiento
para las simulaciones de "docking” comenzé con una minimizacion usando el algoritmo de
"conjugate gradient', con un criterio de convergencia de 0.001 kcal molt A y con un nimero
maximo de iteraciones de 2000 pasos. Una vez que la estructura de partida estuvo minimizada, el
proceso de "docking" comenzo su blisqueda conformacional a una temperatura de 298 K (25 °C)
utitizando el campo de fuerzas "Consistent Valence Force Field" [7] (CVFF) implementado en el
programa Discover_3 (ver Apéndice 1l}.

I1l.4 Modelos de farmacoforo para los receptores de 5-HT

Lloyd y Andrews en 1986 [8] propusieron un modelo de farmactforo de drogas que
actuan en el sistema nervioso central (SNC). Basados en la estructura cristalina de ocho
compuestos establecieron su similitud topogréfica y sobre ella construyeron tres puntos del
receptor: Rs, Rz ¥ Ra. Ry y Ra representan enlaces hidrofobicos ubicados a 3.5 A por arriba y por
abajo del centro de un anillo aromatico escogido como el origen de coordenadas. El punto Rs
representa un enlace por H ubicado a 2.8 A del atomo de nitrdgeno como muestra la Figura
i1l.2a. Estos autores concluyeron que la presencia de un anillo aromatico y un atomo de nitrégeno
a una distancia y en una orientacion definidas es una caracteristica comuin de las drogas con
estructura de amina que actdan a nivel del SNC.

Otros modelos de farmacoforo para ligandos de 5-HT agonistas y antagonistas también
han sido reportados en literatura. Por ejemplo, Hibert y col. [9] describieron un farmacoforo que
contenia los mismos elementos estructurales mencionados més arriba, con [a excepcion de la
distancia entre &l centro del anillo aromatico y el tomo de nitrdgeno, y la elevacion de este tltimo
sobre el plan de! anillo, siendo éstas de 5.6 A y 1.5 A para antagonistas y 5.3 A y 0.2 A para
agonistas respectivamente (Figura 11l.2b). Este modelo contiene los dos elementos que son
caracteristicos para todos los ligandos serotoninérgicos; sin embargo, es bastante ambiguo y no

diferencia entre disfintos subtipos de receptores de 5-HT. Las razones de la selectividad por los
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subtipos no se conocen y constituyen en la actualidad uno de los objetivos de mayor interes en

los estudios de este

AROMAT

tipo.
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Figura Ill.2a Modelo de farmacoforo de drogas que actuan en el sistema nervioso central de
acuerdo a Lloyd y Andrews de 1986 ( ref. [8]).
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Figura Il1.2b Modelo de farmacéforo para moléculas agonistas y antagonistas segun Hibert y col.

(1989, ref [9]) d=5.3

A en agonistas y h=1.5 A y en antagonistas d=5.6 A y h=0.2 A
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.5 Descripcion del sitio de union determinado experimentaimente

Se han determinado experimentalmente varios residuos que estén invoiucrados en el
enlace de ligandos. Estos aminoacidos se describen brevemente a continuacion ya que son la
base para el proceso de "docking” que se describe mas adelante.

Sitio de enlace 1. Asp5 en el receptor 5-HT2a y Asp™ en el 5-HTac. De acuerdo con
Kristiansen y col. [10] el pape! principal de este residuc de Asp es "anclar” el grupo amonio de los
ligandos serotoninérgicos facilitando de esta manera lés interacciones arométicas con los
residuos de la hélice VI. Los estudios de mutacion sitio-dirigida en varios receptores
bioaminérgicos han indicado que, para la mayoria de los ligandos de receptores de 5-HT, una
interaccion entre el grupo basico (amonio) y el terminal carboxilato de este residuo Asp estabiliza
el enlace [11}.

Sitio de enlace 1. Ser's? en el receptor 5-HTaa y Ser'® en el 5-HTac. Segln Sealfon y col.
[12] este residuo también formaria un enlace por H con la 5-HT protonada a traves del grupo
amonio. Este residuo se encontraria adyacente en 3-D al residuo de Asp conservado en {a hélice
ill, pudiendo participar en e! enlace como un segundo sitio de interaccion para 5-HT. De acuerdo
con el modelo planteado por Sealfon, ! grupo amonio de la 5-HT queda equidistante de las
cadenas laterales del Asp'® y de Sert®. La distancia un alomo de oxigeno del grupo carboxilato
del residuo Asp es de 1.9 A y al atomo de oxigeno de Ser'® es 1.8 A. La distancia de! atomo
de hidrégeno del grupo hidroxilo al oxigeno de carboxilato es 4.0 &, la cual es muy grande para
un enlace por hidrogeno eficiente. La mutacion sitio-dirigida de este residuo Ser159Ala produce
una disminucion en la afinidad de 5-HT por el receptor 5-HTza.

Sitio de enlace I, Ser?? en el receptor 5-HT2a y Ser2t® en el 5-HTzc. Se ha descrito que
el grupo hidroxilo en la posicion 5 de la 5-HT es necesario para que ésta molécula presente alta
afinidad por estos receptores [13], los que conservan este residuo en la misma posicion relativa
(ver Figura 11.1). Debido a que los datos de mutacion sitio- dirigida indican que es probable que
este residuo esté directamente involucrado en el enlace de 5-HT [14}, en una interaccion dipolo-
dipolo con formacion de puente de hidrogeno.

Sitio de enlace IV. Phe¥® y Phe3% en el receptor 5-HTaa Phe?® y Phe3® en el 5-HTzc.
Estos residuos aromaticos estan conservados en todos los receptores de 5-HT. Se ha propuesto

que elios ayudan a anclar el anilio aromético de 5-HT {15] via interacciones del tipo n—m 0 de
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apilamiento ("stacking"). También se ha reportado que el enlace de ligandos alucindgenos en los
receptores 5-HT es a través de interacciones planas con areas desconocidas del receptor [16].

La Figura l1l.3a muestra los compuestos 5-HT, LSD y DOB en el sitio de enlace para
agonistas en los receptores 5-HT2. El compuesto corresponde a un hibrido:

Figura Ill.3a Superposion de figandos 5-HT (violeta); LSD (anaranjado) y DOB (verde) haciendo coincidir
los afomos de nitrégeno basico, que han sido coloreados en azul. Los atomos de oxigeno han sido
coloreados en rojo. Se puede observar que la region aromética se ha hecho coincidir en las fres
estructuras y el atomo de nitrogeno de la cadena alquilica queda en la misma posicién en estas
conformaciones.
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Figura 111.3b Entorno de los ligandos en el proceso de "docking". El sitio de unién de agonistas
tiene un caracter polar. EI complejo Asp'-amonio (circulo) y la region aromética (rectangulo)
estan rodeados por residuos arométicos (Phe, celeste; Tyr, rojo; Trp, anaranjado).

ll.6 "Docking" de ligandos en los modelos de receptores

Una vez que se ha descrito la importancia de las interacciones con los aminoacidos
previamente mencionados, la posicién de los ligandos dentro del sitio de unién en los receptores
de 5-HT queda completamente determinada. La Figura Ill.4 muestra esquematicamente la
posicion de 5-HT. Primero describiremos los sitios de enlace de forma global y después
discutiremos el entorno en el cual estan inmersos los ligandos. Los resultados obtenidos se
ilustran y se comparan con modelos descritos ya en literatura cientifica [17-19]. La habilidad de
identificar estos residuos en los modelos obtenidos y la superposicion de los grupos funcionales
importantes en los ligandos de 5-HT, refuerza la idea que los complejos formados entre ligando y

receptor ocupan regiones similares en ambos modelos estudiados.
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Figura I1l.4 Representacion esquematica de las interacciones en el modelo de receptor 5-HT,. El
grupo amonio de 5-HT interactua con el formiato del residuo de Asp. El grupo hidroxilo interactia
a través de puentes de H con el residuo de Ser en la hélice V. Los residuos de la region
aromética estan distribuidos principalmente en las hélices VI y V.

1I.6.1 Entorno de 5-HT

En ambas estructuras tridimensionales obtenidas para los receptores 5-HTza y 5-HTc, el
atomo de nitrdgeno protonado de 5-HT forma puentes de hidrégeno con el residuo Asp'® en el
receptor 5-HTaa y Asp'3 en el receptor 5-HTzc. La distancia de la funcion amina de 5-HT a estos
residuos es de 2.9 A en 5-HToa y 2.8 A en 5-HTac respectivamente. Las distancias de enlace por
H para otros ligandos estudiados en el proceso de "docking" se pueden apreciar en la Tabla II1.1.
También, existen puentes de hidroégeno con otros residuos en el sitio de unién de los receptores.
La Ser tiene como grupo funcional un hidroxilo ( ver Apéndice |) el cual se encuentra
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normalmente formando enlaces de hidrageno con NH de otros enlaces peptidicos para estabilizar
la estruciura secundaria de la proteina, en nuestro modelo por ejemplo para el receptor 5-HT2s, el

grupo hidroxilo 5-OH de la 5-HT forma un puente de hidrogeno débil con el grupo hidroxilo del
residuo de Ser3’3, a una distancia de 3.3 A.

Tabla 1.1 Distancias de enlace por hidrogeno entre el residuo Asp conservado y grupo amonio
de diferentes ligandos serotoninérgicos.

Distancia enlace-H
Ligando 5-HT24 (A) 5-HTc (A)
5-HT 2.89 2.82
2-Br-LSD 2.42 2.7
DON 2,12 2.11
DOB 2.12 2.06
DOCN 2.26 2.25

La Tabla 1.2 presenta un resumen de los residuos que interaccionan con algunos
ligandos serotoninérgicos seleccionados, 5-HT, DOB, DON y LSD en ambos receptores
modelados. Esta Tabla 1.2 fue confeccionada tomando en cuenta una esfera de 6 A de radio
alrededor de cada ligando. Cabe destacar que el tipo de residuos indicados en esta tabla pueden
tener una interaccion directa con el ligando como hemos discufido anteriormente, o bien ser
importantes para mantener una conformacion tal de la proteina, de modo que pueda interactuar
con el ligando. Los datos de mutacion sitio dirigida discutidos anteriormente de determinados
residuos de aminoacidos tales como el residuo Asp de la hélice Il sugieren que su modificacién
afecta la interaccion directa con el ligando. Sin embargo, ofros residuos que aparecen en esta
tabla y de los cuales no se tiene informacion de mutaciones sitio dirigidas podrian ser necesarios

para mantener una conformacion determinada. Los residuos han sido coloreados para mejor
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compresion de la tabla, también esta indicada la posicion en cada hélice de acuerdo a la Tabla
II.3. Cabe destacar que en general en ambos receptores se mantienen el mismo tipo de
interacciones.

Tabla I1l.2 Residuos de los receptores 5-HTza y 5-HTac que interaccionan con §-HT y otros
ligandos serotoninérgicos obtenidos del proceso de "docking”. Los residuos estan coloreados

para mejor compresion de la tabla, también se indica la posicion en cada receptor.

5-HT

5-HT

DON

DON

DOB

DOB

LSD

LSD

5-HTza

5-HT2c

5-HT2a

5-HTac

5-HT2a

5-HT2c

5-HT2a

5-HTzc

I1:11 Ser 159

Il:11 Ser 138

lil:11 Ser 159

II1:11 Ser 138

l11:11 Ser 159

1ll:11 Ser 159

1:11 Ser 138

II1:14 Ser 162

IIl:14 Ser 162

II1:14 Ser 162

V:7 Ser219

V.7 Ser219

V.7 Ser219

V:10 Ser 242

V:10 Ser 242

VI:14 Ser 186

VI:14 Ser 186

VI:14 Ser 186

VII:14 Ser 373

VII:14 Ser 373

VIl:14 Ser 373

111:10 Phe 159

V.12 Phe 243

V:12 Phe 243

V:12 Phe 243

V:12 Phe 243

VI:6 Phe 340

VI:6 Phe 328

VI:6 Phe 340

VI:6 Phe 328

VI:6 Phe 340

VI:6 Phe 328

V1.6 Phe 340

VI:6 Phe 328

VII6 Phe 365

VII6 Phe 365

VII6 Phe 353

VII6 Phe 365

VII6 Phe 353

VII6 Phe 365

VII6 Phe 353

VI:16 Trp 336

VI;16 Trp 324

VI:16 Trp 336

VI:16 Trp 324

VI:16 Trp 336

VI:16 Trp 324

VI:16 Trp 336

VI:16 Trp 324

I11:8 Val 135

I1I:8 Val 135

V:3 Val 215

VII.7 Val 366

VII:7 Val 366

VII:7 Val 366

VII:7 Val 354

VII:7 Val 354

VII:7 Val 366

VII:7 Val 354

VII:7 Val 354

VII:11Tyr 370

VII:11Tyr 358

VII:11Tyr 370

VI 1Tyr 358

VII:11Tyr 370

VIl:11Tyr 358

VI11Tyr 370

VII:11Tyr 358

I1:17 Leu 123

11:17 Leu 123

1117 Leu 123

11:20 Leu 126

111:18 Leu 166

lIl:18 Leu 166

l:4 lle 131

:4 lle 152

I1:4 lle 131

11:15 lle 163

11:15 lie 142

111:15 lle 163

115 lle 163

IV:21 lle 189

1V:21 lle 189

VI:15 Met 337

VI:15 Met 323

VI:15 Met 337

VI:15 Met 323

V1:15 Met 337

VIE10 Gly 369

VII:10 Gly 357

Vil:10 Gly 369

VII:10 Gly 369

11:15 lle 163

1:15 lie 142

Vi:21 lle 183

V:14 Pro 226

V:14 Pro 226

V:10 Ala 222

V:10 Ala 222

V:10 Ala 222

VII:3 Leu 350

V-4 Leu 209

[11-2 Leu 126

V.6 Gly 218

IV:22 Pro 190
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I11.6.2 Energias de interacciones especificas de 5-HT con los residuos cercanos

Las caracteristicas estructurales del sitio de union se reflejan en la energia de interaccion
entre los ligandos y los residuos importantes de! sitio de unién. Para la 5-HT, los residuos mas
relevantes estan descritos en la Tabla 11I.3. Cabe destacar que la interaccion mas importante
obtenida en ¢l proceso de “"docking’, es la interaccion electrostatica que ocurre entre el grupo
amonio de 5-HT y el formiato del residuo de Asp*s en el receptor 5-HTaa (residuo Asp®* en los
receptores 5-HTzc). El aporte de esta interaccion (quinta columna de la Tabla 111.3) es cercano al
50 % de la energia de interaccion total, Las energias de interaccion en la tabla, corresponden a la
suma de la energia de van der Waals y coulémbica obtenidas en el proceso de "docking” (ver
Apéndice 1)). Estas son def orden de -48.6 kcal mol! y de -45.6 kcal mol! respectivamente.
Ademas de las interacciones electrostaticas entre los grupos cargados, tales como la inferaccion
entre el grupo amonio de los ligandos y el carboxilato del residuo Asp ya mencionada, la
presencia de otros fragmentos en el sitio de union, ya sean provenientes de las cadenas laterales
de ofros residuos o de atomos del esqueleto peptidico, involucran nuevas interacciones de largo
alcance, las cuales tienen un aporte por residuo mas bien discrefo a la energia de unién de los
ligandos, cuando ellos se enlazan al sitio de unién en ambos receptores. En los receptores 5-
HTza, algunas de las energias de interaccion entre la 5-HT con los residuos mas cercanos (a
distancias no mayores a 6 A) tales como: Ser'®, Ser'2, (|63, Phe?, Phe3®0, Phe3®, Trp%,
Val®s, Tyr370 tienen una energia del orden de -4.7, -1.4, -0.46, -1,80, -1.62, -0.87, -0.46, -0.29, -
1.48 keal mol respectivamente. Sin embargo, a pesar de que el aporte es mas bien discreto
cuando se comparan estas energias con la energia de interaccion entre el grupo amonio y el
carboxilato, 1a suma de todas ellas aporta el otro 50 % a la energia total de interaccion, a este
punto nos referiremos mas adelante. En fa Tabla |IL.3 solo se muestra algunos residuos a modo
de ejemplo; si fueran todos incluidos las sumas de las energias daria el 100 %. Cabe destacar
que los valores de energia de interaccion obtenida por residuo en los ofros ligandos estudiados
siguen la misma tendencia que la presentada aqui para la 5-HT.
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Tabla |11.3 Energia por residuo (s6lo se muestra una porcion de ellos) de la 5-HT enlazada a
receptores 5-HT2a y 5-HTac. La suma "Total" corresponde a la suma de las energias de van der
Waals y coulémbica por residuo. El % coloreado en rojo es el aporte de la interaccion
electrostatica a la energia de interaccion total que no se muestra en la tabla.

Receptor Ligando Residuo VDW Energias en kcal mol-1
Rep Disp Coul. Total %
5-HT2a 5-HT Asp 15 47 -3.1 -49.8 -48.2 442
V1:6 Phe 340 0.72 -2.2 0.3 -1.78 16
VIi6 Phe 366 0.01 0.5 -0.98 -1.47 13
VI:16 Trp 336 0 0.5 -0.15 -0.65 0.6
VII:11Tyr 370 0 0.5 -0.91 1.4 13
l1:11 Ser 159 44 -5.9 0.3 1.2 141
5-HTzc 5-HT II:7 Asp 134 0.63 1.4 -44.9 -45.6 44
VI:6 Phe 328 0 0.23 -0.63 0.4 0.39
VII6 Phe 353 0 0.11 -1.16 -1.05 1
VI:16 Trp 324 0 -0.48 1.5 -1.98 19
ViL:11Tyr 358 0 0.35 4.1 -0.75 0.72
l:11 Ser 138 29 4.1 1.2 2.4 231

En los receptores 5-HTzc, la 5-HT mantiene las mismas interacciones electrostéticas y
del tipo van der Waals con algunos de los residuos conservados; sin embargo, otros residuos
presentan una energia de interaccion distinta, por ejemplo los residuos Ser'®, Ser?1¢, |le142,
Trp324, Phe28, Leu®0, Phe3%, Val®™, Tyr¥% muestran una energia de interaccion con 5-HT es -
2.7, -0.11, -0.97, -1.15, -0.71, -1.63, -1.54, -1.49 respectivamente. En los receptores 5-HTza,
Ser's, |le'63, Phe340, Phe35 y Val®% son los residuos con un mayor aporte a la energia de
interaccion entre 5-HT y el sitio de union; sin embargo, en los receptores 5-HTac a pesar de la
existencia de la conservacion de estos residuos en las mismas posiciones, el residuo Phe’?8 que
corresponde al residuo Phe3% en el 5-HT2a, presenta una interaccion de menor energia con el
ligando en comparacion al mismo residuo en este ultimo. En contraste al residuo Trp3¥ que en el
receptor 5-HT2x tiene un aporte energético menos importante a la union, el correspondiente
residuo Trp324en el receptor 5-HTac, presenta una mayor contribucion a la energia de enlace para
los ligandos en este receptor. Esto estaria reflejando las posiciones y distancias relativas de las
cadenas laterales de estos residuos respecto de los ligandos. Por ejemplo, Ser'®® queda a 3.5 A,
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Tyr3% queda aproximadamente a 6 A y Trp%6 a 7 A del ligando. Estas distancias difieren un
poco en los receptores 5-HTac, donde Ser'®8queda a 3.71 A , el residuo Tyr38 a7 Ay Trp3 6 A
del figando, pudiendo dar cuenta de esta manera de las diferencias observadas en ambos
receptores.

L7 Interacciones de 5-HT con moléculas de agua

En los sitios de unidn de ambos modelos de receptares, varias moléculas de agua han
sido incluidas en las simulaciones. En el proceso de "docking" observamos que estas moléculas
de agua se coordinan con 5-HT y con otros residuos para formar una red de puentes de
hidrogeno. En el receptor 5-HT2a existe un par de moléculas de agua® y agua®®’ (aqui la
numeracion de las moléculas de agua es arbitraria) que se coordinan al grupo amonio de 5-HT &
una distancia (NH-0) de 2.06 A y de 2.22 A respectivamente. La molécula de agua?,
direcciona el protén al atomo de oxigeno del grupo carbonilo del enlace peptidico del residuo
Leu®? g una distancia de 3.7 A. También, existe otra molécula de agua'?® a una distancia (Oagua-
-HOs47) de 1.54 A al grupo hidroxilo de 5-HT y que forma un puente de hidrogeno con la el
grupo hidroxilo del residuo de Ser®?, cuya distancia (Hagua—-OHser) €s de 1.68 A.

Para los receplores 5-HTzc, esta red de enlaces por hidrogeno también existe: por
ejemplo, el grupo amonio de 5-HT presenta puentes de hidrogeno con la molécula de agua®® a
una distancia (NHs.ur-+0) de 2.05 A. Otra molécula, agua'®, forma ofro puente de hidrégeno, a
una distancia (NHsyr-0) de 2.25 A, El grupo hidroxilo de la 5-HT, queda coordinado con la
molécula de agua?¥ a una distancia (OHs.Hr—Oegus) de 2.26 A y el grupo N-H indélico queda
coordinado con otra molécula de agua?'® a una distancia (NH-+0) de 2.37 A. De esta manera, las
conformaciones de menor energia obtenidas muestran un patron de enlaces por hidrogeno mas
elaborado alrededor de 5-HT. La Figura 11.5 muestra las moléculas de agua en el sitio de union
coordinadas al grupo amonio de 5-HT y al grupo hidroxilo respectivamente.
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Figura I1l.5 Moléculas de agua interaccionando con el grupo amonio de 5-HT. Para el receptor 5-

HT2a (izquierda) el residuo Asp (D155, amarillo) forma puente de hidrogeno con el grupo amonio.

A la derecha, para el receptor 5-HTzc el residuo D134 (azul) forma la misma interaccion. El

residuo Ser (verde) interaccionan con el grupo hidroxilo a través de las moléculas de agua.

De acuerdo con los modelos de receptores de 5-HT obtenidos, los sitios de unién para
ambos receptores 5-HToa y 5-HTac contienen varias moléculas de agua, como describimos mas
arriba. Las interacciones mas importantes encontradas en el "docking" de 5-HT en los modelos 3-
D y moléculas de agua son las discutidas anteriormente. Estas interacciones son del mismo
orden de magnitud cuando se comparan con las interacciones més fuertes entre 5-HT y los
residuos que estan formando el sitio de union (Tabla [11.2, excluyendo por supuesto la interaccion
con el residuo Asp cargado). Esto refuerza la idea que las moléculas de agua deben considerarse
como parte estructural de estos receptores. También sirve para enfatizar la importancia de incluir
agua como "moléculas de agua estructurales” tanto en la construccion de modelos 3-D asi como
en las simulaciones de dinamica molecular. La interaccion de estas moleculas de agua con los
ligandos puede llegar a ser tan importante como la interaccién con cualquier otro residuo. En los
receptores 5-HT2a, las tres moléculas de agua® y agua®’ que forman puentes de hidrégeno con
el grupo amonio y el grupo hidroxilo de 5-HT contribuyen con energias de -5.7 y -1.53 kcal mol-*
a la energia de total de interaccion entre ligando y receptor respectivamente. En los receptores 5-
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HT2c las moléculas de agua?® y agua*® tienen energias de interaccion de-1.49 y -2.68 kcal mol-
respectivamente. Estas energias de interaccion reflejan las diferencias en las distancias y en la
orientacion relativa de las moléculas de agua que surgen del balance entre la capacidad de
formar puentes de hidrégeno con el ligando, de las interacciones con el receptor y con ofras
moléculas de agua, También, existen moléculas de agua que no forman enlaces de hidrogeno
directamente con el ligando pero que aln exhiben interacciones significativas con otros residuos,
las cuales son principalmente de caracter electrostatico, las que pueden contribuir de manera
importante al campo eléctrico en i sitio de unién, al cual haremos referencia en el Capitulo [V.
Estos resultados indican que no es suficiente incluir una esfera de solvente para simular el
ambiente de! ligando dentro del sific de unidn, sino que, ademas, hay que considerar las
moléculas de agua cercanas que aungue no forman necesariamente puentes de hidrogeno con el
ligando, podrian tener un papel crucial en las interacciones de los ligandos cuando ellos flegan a

interactuar con los residuos en el sitio activo.

111.8 Posicion y descripcion del sitio de enlace aromatico

Se ha descrito que el sitio de union de 5-HT est4 localizado en el tercio extracelular de la
regién transmembrana del receptor [20]. La Figura I1.6 muesira que agonistas como 5-HT, se
fijan principalmente entre las hélices 11, V, VI'y Vil donde éstos quedan rodeados por los residuos
aromaticos altamente conservados en estos receptores, tales como Trp33 en ef receptor 5-HTaa y
Trp324 en 5-HTac; Phe®0 en el receptor 5-HTaa y Phe? en el 5-HTac en fa hélice VI, Phe’ en el
receptor 5-HT2a y Phe3 en el 5-HT2c de la hélice VII. En el espacio tridimensional, fodos estos
residuos quedan proximos al grupo amonio de 5-HT en las conformaciones de minima energia
(ver Figura I11.6a,b). En la vecindad de la hélice V, el sitio de enlace de agonistas tiene un
caracter mas hidrofilico como resultado de la presencia de residuos polares tales como el residuo
de Ser2® en el receptor 5-HT2a y de Ser219 en el 5-HTac. En el receptor 5-HTaa, ofro residuo de
Ser, el residuo de Ser#2 queda cercano también, pero éste es reemplazado por un residuo de
Ala?22 en los receptores 5-HTzc. Este tercio extracelular contiene también otros residuos alifaticos
lipofilicos en la hélice V tales como los residuos Val?5 en el receptor 5-HTza y Vaf2!s en el 5-HTzc,
ol residuo de Gly®8 en el receptor 5-HT2a y Gly2'® en el 5-HTac, los cuales quedan
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convenientsmente situados para la interaccion con las cadenas alqullicas presentes en otros
ligandos.

En la conformacion de menor energia obtenida en el proceso de "docking”, el anillo
inddlico de 5-HT queda situado principalmente entre las hélices V, VI, VI, Aqui se presenta una
diferencia importante entre ambos receptores. En el receptor 5-HT2x existe un cluster de residuos
aromaticos donde se incluyen Phe?#4 de la hélice V, Phe3? y Trp% de la hélice VI y Phe®® de la
hélice VII. También el residuo de Ty de la hélice VIl muestra una interaccion con el grupo
amonio de 5-HT. En el receptor 5-HTac; este cluster de residuos aromaticos esté presente; sin
embargo es més pequefio o bien las cadenas laterales estan més lejanas. Aqui, la inferaccion
aromética ocurre principalmente via dos residuos arométicos de la hélice VI; el residuo de Phe3?
"y el Trp38. Otro residuo de la hélice Vi, el residuo de Phe™3, de acuerdo a nuestro modelo
también estaria involucrado en la estabilizacion del anillo indélico de 5-HT. El residuo de Tyr3%®
que esta conservado en posicion en este modelo esta mas alejado def grupo amonio y no llega a
interaccionar con éste como lo hace en el modelo para el recepior 5-HTza.

En cierto modo, estos resultados no son del todo sorprendentes, ya que de acuerdo a los
estudios experimentales de afinidad de ligandos serotoninérgicos [21] discutidos en el capitulo |,
existe una correlacion significativa entre las afinidades de estos por ambos subtipos de
receptores 5-HTza y 5-HTzc. Ademas, ellos validan los modelos de receptores obtenidos y
discutidos en este capftulo, lo cual nos permite obtener una idea més elaborada de las
interacciones que ocurren a nivel entre ligando y recepfor en el sitic de union. Lo que cabe
destacar de estos estudios es la posibilidad de tener uha idea del ambiente que rodea los
ligandos y dar luces de las posibles interacciones con residuos particulares y su modo de afectar
la interaccion de estos una vez unidos al sitio.
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Figura IIl.6a Imagen del sitio activo en el receptor 5-HTza con 5-HT (coloreada en verde)
adosada (obtenida del proceso de "docking") en el sitio. El residuo Asp™S esta colorado en
amarillo; los residuos de Phe estan coloreados en celeste, el residuo Trp3% en naranjo, y los
residuos de Ser estéan coloreados en verde.
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Figura 111.6b Imagen del sitio activo en el receptor 5-HTzc con 5-HT (coloreada en verde) adosada
(obtenida del proceso de "docking”) en el sitio. El residuo Asp’3 esta coloreado por atomo; los
residuos de Phe estén coloreados en celeste, el residuo Trp*?4 en naranjo, y los residuos de Ser
estan coloreados en verde.




89

Figura Ill.7 En el receptor 5-HT2a, la posicion del residuo Asp™® en la hélice Il (residuo coloreado

en azul) y el residuo de Ser?® (coloreado en verde) junto con otros residuos de Ser determinan
la posicion del ligando en el sitio de unién. El residuo de Phe3# (coloreado en celeste) junto con
otros residuos arométicos como el residuo de Trp*% (coloreado en anaranjado) muestran
elementos del cluster aromatico.

El bolsillo lipofilico. En la literatura se ha descrito que diversos ligandos que tienen
substituyentes halogenados tales como DOB o DOI actian como agonistas con alta afinidad en
los receptores 5-HT. [21]. Nuevos estudios indican, ademas, que los derivados de
fenilisopropilaminas con sustitucion 2,5-dimetoxi- con grupos aromaticos o cadenas alifaticas (de
cadena corta o larga) en la posicion para- aumentan la afinidad por los receptores 5-HT2. Sin
embargo, estos estudios no hacen referencia a la eficacia de estos compuestos [22]. Las
ergolinas como el LSD o 2-Br-LSD, que poseen dos cadenas N-etiladas, mantienen uno de ellas
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localizada entre las hélices It y VII, cerca del residuo Val®® en los receptores 5-HT2a (Val®™ en
los receptores 5-HTzc), cuya interaccion parece ser Optima y puede contribuir a la alta afinidad
que presenta este ligando por estos receptores.

Ademas, los receptares 5-HTza y 5-HTac conservan en la posicion 120 un residuo Sert®
en 5-HTza (Ser'® en 5-HTsc), que queda convenientemente situado para una interaccion con el
nitrdgeno basico de los ligandos, no formando un puente de hidrégeno, pero si creando un
ambiente polar que puede estabilizar las formas cargadas.

La presencia de un grupo metilo en posicion o con respecto a la funcion amina en las
fenilisopropilaminas, no aumenta su afinidad in vitro por el receptor de 5-HT, pero si ocasiona un
aumento de la potencia y duracién de la accidn in vivo. Se ha especulado que esto pueda
deberse en parle a una mayor estabiiidad metabdlica, pero trabajos recientes muestran que la
presencia del grupo o-metilo estd asociada con una mayor eficacia intrinseca en ambos
receptores [23]. En el modelo de receptor 5-HTza, este grupo alquilo se encuentra rodeado por los
residuos de Leu', Ser', Ser's?, Vaf*é |os cuales también estan presentes en el receptor 5-
HTZC.

Existe un gran nimero de residuos en los medelos que estan en contacto con el anillo
aromatico al igual que en el caso del anillo inddlico en 5-HT, en el receptor 5-HT2a por ejemplo los
residuos aromaticos Phe340, Trp33, Sertds, Sert62, 1le183, Serd?3, Leu?,

La sustitucion por grupos alquilos en el atomo de nitrogeno disminuye la afinidad de
agonistas por ambos receptores: mientras la afinidad de DOB en el receptor 5-HT2a tiene una
constante de disociacion Ki = 0.6 nM vy & = 1.3 nM en el receptor 5-HTzc, la adicién de una
cadena n-propilo, disminuye la afinidad a Ki = 88.5 nM en el receptor 5-HTaay aKi=514 nMenel
receptor 5-HToc. Méas atn, al cuaternizar el centro basico con grupos metilo, la afinidad pierde
casi toda la relevancia farmacoldgica: obteniéndose una constante de disociacion para el receptor
5-HT2a de Ki = 2155 nM y de Ki = 6298 nM para 5-HTzc [22].

Estas moléculas presentan una baja afinidad y no se ha discutido en la literatura la
eficacia que presentan; sin embargo, segun Héltje y cal. [24] los sitios de enlace para agonistas y
antagonistas parecen superponerse parcialmente lo que podria indicar que estas moléculas
ocupan areas de antagonismo o tener una interaccion con los residuos que estan involucrados en

el enlace de antagonistas.
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El hecho que los modelos no necesiten ser muy precisos para explicar los datos SAR, se
confirma con estudios en ofros modelos descritos en literafura [25-27]. Aunque se sigan otros
procedimientos en la modelacion de receptores u ofras alineaciones de secuencias sean hechas,
la mayoria de los patrones de residuos conservados en fodos los GPCRs son los residuos
propuestos en el sitio de unién para los diferentes modelos. Por ejemplo, los residuos Asp, Trp,
Phe, y Ser aqui descritos son reconocidos por fodos los modelos anteriores.

iI1.10 Conclusiones

El andlisis de las energias involucradas en las estructuras minimizadas obtenidas a
través del proceso de "docking”, muesfra un buen acuerdo con los resultados experimentales
descritos en la literatura. La interaccion con mayor relevancia observada es aquella del grupo
amonio de los ligandos con el residuo de Asp™® dei receptor 5-HTaa (Asp'3 del receptor 5-HTag),
la cual es de caracter electrostatico. Para los residuos que interactian con los ligandos en el sitio
de union, también existe un buen acuerdo, aunque con una contribucién menor a la energia. Las
interacciones de largo alcance son las predominantes a la energia de interaccion de los residuos
vecinos al anillo inddlico de 5-HT, al anillo aromatico de 1-(2,5-dimetoxi-4-X-fenil)-2-
aminopropanos (X= -Br, -NOz, -CN) o el anillo de la ergolina en el caso del L.SD o 2-Br-LSD.
Cabe destacar, que a pesar de que ambos receptores de 5-HT tienen residuos conservados en
las mismas posiciones, la contribucion a la energia de interaccion de ésitos es distinta, lo que
padria dar cuenta de las diferencias en las afinidades presentadas por los figandos, las cuales a
pesar de ser distintas mantienen una tendencia paralela en ambos receptores [22].

La inclusion de moléculas de agua en las simulaciones es de importancia también, ya
que éstas también aportan a la energia de union ligando-receptor. La magnitud de la energia de
interaccion de las moléculas de agua cercanas que forman puentes de hidrogeno con los
ligandos es similar a la de los residucs que estan cercanos al ligando. De esta manera, la
inclusion de varias moléculas de agua en el sitio, puede ser de importancia para las simulaciones
del sitio de union en los complejos ligando-receptor. Cabe destacar que aunque las moléculas de
agua no son parte de la secuencia de aminoacidos para estos receptores, estas moléculas

pueden considerarse como residuos "infroducidos” en el sentido que mantienen la integridad del
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sifio de union. La minimizacidén permite la reorientacion de los atomos de hidrégeno de las
moléculas de agua, tal que los requerimientos de enlace por hidrégeno son satisfechos para
obtener complejos moleculares de energia minima.

A pesar de las limitaciones en los procedimientos de construccion, los modelos para
receptores 5-HT2a v 5-HTac entregan resultados que estan en buen acuerdo con los datos
experimentales disponibles de afinidad y selectividad para agonistas. Estos modelos integran y
evallan la informacion obtenida de varios modelos postulados anteriormente, y por lo tanto
constituyen una extension y refinamiento de ellos mismos. Muestran que en el enlace de
agonistas, a pesar de ser estructuraimente parecidos, a veces basta con el reemplazo de un
grupo (i.e un atomo de haldgeno por un grupo polar) para cambiar la afinidad, Por tanto, el
"docking" de ligandos no debe tomar en consideracion solo la estructura sino fambién las

caracteristicas funcionales de los ligandos.
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Capitulo IV. Modelos para la reproduccion de los efectos del medio

en la interaccion entre receptores de 5-HT y sus ligandos.

IV.1 Resumen

El trabajo quimico cuantico se centrd en la descripcion de la superficie de energia
potencial de Tigandos serotoninérgicos y en un estudio sistematico de la interaccidn ligando-
aspartato via enlace hidrogeno.

En la primera parte se presentan los analisis conformacionales a nivel AM1 de algunos
ligandos, incluyendo la racionalizacion de espectros de RMN de H.

En la segunda parte se presentan resultados ab inifio a nivel 3-21g y 6-31g(d) para Ia
descripcion de la interaccion ligando serotoninérgico — &cido formico, utilizado como modelo del
aspartato de los receptores 5HTza y 5HTzc.

Se estudid también el efecto de campos eléctricos en la interaccién ligando — receptor.
Estos campos pueden ser creados por otros residuos o por moléculas de agua estructurales en
el entomno del sitio de union.

Se examinaron descriptores moleculares de la basicidad de aminas y demostramos que
la aproximacion de core rigido no es aplicable a sistemas cuyo HOMO pertenezca al sistema wy
el grupo amino al sistema o. En este capitulo proponemos que dichos descriptores sean medidos
en el orbital molecular que representa al par electronico libre sobre el dtomo de nitrogeno del
grupo amino.

Finaimente proponemos que ¢l valor propio de la energia de! orbital molecular
anteriormente mencicnado constituye un descriptor molecular de la basicidad de aminas en
general y en particular para los ligandos serotoninérgicos, aplicable a sisiemas aislados y

condensados.
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IV.2 Metodologia

En el desarrollo de esta tesis se utilizaron meétodos ab initio HF/3-21g, HF/6-31g(d) [1] y
semiempiricos: AM1 (Austin Model 1) [2]; este ltimo utiliza un hamiltoniano del tipo MNDO
(Modified Neglect of Differential Overlap) [3]. Ademéas para describir el efecto de la polaridad del
solvente en la estructura electronica de las especies protonadas y en la funcion de potencial de
transferencia protonica en solucion acuosa, se utilizé el modelo de campo de reaccion (RF), en la
version de solvente continuo implementado en la metodologia CNDO/2 [4] y AMSOL [5]. También
utilizamos el modelo PCM [6] implementado el programa Gaussian 98 [7] y AMPAC 2.1 [8]. Una

descripcion mas detallada de estas metodologias se encuentra en el Apendice |.

IV.3 Propiedades conformacionales de ligandos de receptores

serotoninérgicos

IV.3.1 Andlisis conformacional de 5-HT
La estructura conformacional de 5-HT, sin considerar la rotacién en torno al enlace C-O,
se caracteriza por los tres angulos diedros (4, 82, 63) de la cadena lateral, como se muestra en

la Figura IV.1.

Figura IV.1 Estructura quimica de 5-HT en su forma protonada y éngulos diedros. 61: C5-C4-C3-
C2; 82: C4-C3-C2-N1; 83 C3-C2-N1-H11.
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A través de estudios tedricos y experimentales se ha encontrado que 5-HT puede existir
en varias conformaciones de baja energia [9-14]. Con el propésito de probar la validez de la
metodologia AM1 [2] en la descripcion de la superficie de energia potencial (SEP) de 5-HT y
compuestos relacionados, se calcularon cortes de ella correspondientes a la rotacion de la
cadena alquilaminica alrededor de los angulos diedros 61 y 6. Los célculos se realizaron
variando cada angulo en pasos de 10° y optimizando la geometria para cada paso. Los

resultados se muestran en la Figura IV.2.

NN

0s 4 H

Energia Relatiwa keal mol
S
Ehergia Relativa keal mol*

Figura IV.2 a) Funcion potencial de torsion de 5-HT vs. angulo diedro 6 b) Funcion potencial de
torsion de 5-HT vs angulo diedro 6.

En la base libre la cadena lateral prefiere orientaciones casi perpendiculares con respecto
al plano del anillo heterociclico, 61=90° (Figura IV.2a) con una barrera de rotacion que no supera
las 2 kcal mol-. La rotacion del angulo diedro 6, deja ligeramente favorecidas las conformaciones
que tienen una relacion gauche (62=60°,300°) entre el atomo de nitrgeno y el anillo heterociclico
respecto de la conformacion que tiene el atomo de nitrégeno en posicion trans a éste anillo. Los
resultados muestran acuerdo con estudios anteriores. En efecto, Pullman y col. [11] reportaron
que tanto los conformeros anti y gauche (62) estan presentes en solucion acuosa. Partington y

col. [12] confirmaron estos informes a traves de estudios experimentales de RMN, los cuales
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indicaron que fa energia de la estructura gauche es sélo 0.3 kcal molt més alta que la energia del
conférmero anti, Edvarsen y col. [13] estudiaron la estructura conformacional v electrénica de 5-
HT en su forma protonada a fravés de calculos de mecéanica cuantica con base minima STO-3g y
simulaciones de dinamica molecular en el vacio y en solucion acuosa. En las simulaciones
hechas en solucion acuosa ambos conformeros gauche y anti fueron observados pero solo el
conformero gauche fue obtenido en el vacio; sin embargo, minimizaciones posteriores de estas
estructuras demostraron que las conformeros gauche eran de menor energia tanto en el vacio
como en solucion acuosa.

Las conformaciones obtenidas también estan de acuerdo con las que observaron
Edvarsen y col. [13] en fase acuosa y que han sido postuladas por Nichols y col. [14] en la
interaccién con los receptores de 5-HT. Las bajas barreras conformacionales indican que a
temperaturas fisiologicas 5-HT fluctia entre diferentes conformaciones a medida que se aproxima
al receptor. La flexibilidad de las moléculas de neurotransmisores apoya la hipdiesis que sus
conformaciones pueden ser influidas por el campo eléctrico local del sitio de union [14].

IV.3.2 Analisis conformacional de DOB

Andrews y Lloyd [15] estudiaron con metodologias propias de dos decadas afrés, la
estructura conformacional y la actividad biologica de moléculas que presentan actividad en el
sistema nervioso central (SNC) y coinciden en la flexibilidad presentada por los angulos de
torsion 91 y 02 de la cadena alquilaminica en derivados metoxilados de fenilisopropilamina. Las

tres conformaciones preseniadas en la Figura V.3 serian las més favorecidas.
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Figura IV.3 Las tres conformaciones estrelladas preferidas en fenilisopropilaminas; A (anti), S1
(gauche) S2 (gauche); molécula DOB.

Siguiendo la metodologia anterior, se calcularon cortes a la SEP correspondientes a la
rotacion de la molécula alrededor de los angulos 61y 62; los resultados se muestran en la Figura
IV.4a y b; estos muestran una flexibilidad considerable alrededor de los angulos diedros 61y 62
con las conformaciones preferidas mostradas en la Figura [V.3.

Los resultados son acordes con estudios reportados en literatura. Por ejemplo, los datos
cristalograficos de rayos X publicados [16,17] junto con calculos mecano-cuanticos [18-20]
favorecen la posicion de los dos primeros carbonos de la cadena isopropilaminica perpendicular
al plano del anillo aromatico (61 = £90°). Tanto las conformaciones antiperiplanar (A Figura IV.3)
y gauche (S1 Figura 1V.3) han sido observadas en las estructuras cristalinas de anfetamina, y las
pequefias diferencias de energia entre estos rotameros han sido confirmadas por estudios
experimentales de RMN [21-23] y calculos mecano-cuanticos [18-20]. En el estado sélido, el
derivado trimetoxilado 3,4,5-trimetoxifenilisopropilamina (TMA) adopta la conformacion gauche
[23] (conformacién S1 de la Figura IV.3). Los calculos de energia potencial usando el
hamiltoniano AM1 confirman que las conformaciones donde los angulos diedros toman valores

tales como 64=+90 y 0,=+60° y 180° son conformaciones de minima energia y que las barreras

entre ellas son relativamente bajas (ver Figuras |V.4a y 1V.4b), de acuerdo con calculos INDO
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presenta las mismas variables conformacionales en fa cadena lateral (04, 02 y 03) de 5-HT vy las

fenilisopropilaminas discutidas mas armiba.

H N O Tl]x
GO oo e

MDMA MBDB
NH
o NH O~ NH, <O]©(Y i
- SR | \r VU VN
4 \l 0%
0
2a 2b 2¢c

Figura IV.5 Ejemplos de ligandos del fransportador de 5-HT estudiados por Nichols y col. con
estructuras derivadas de fenilisopropilaminas.

A través de un estudio experimental, se sintetizd y se registré el espectro de RMN de 'H
del clorhidrato de MDMA en D40 y de su base libre y trifluoroacetato en CDCls {Tabla IV.1), Los
resultados obtenidos fueron interpretados sobre la base de célculos semiempiricos AM1 [2] y
AMSOL [5]. Como discutimos anteriormente, en la base libre la cadena lateral prefiere una
orientacién casi perpendicular al plano del anillo aromético, estando ligeramente favorecida una
relacion frans (A Figura IV.6) entre el alomo de nitrdgeno y el anillo con respecto a la
conformacion que tiene e} nitrogeno gauche y el metilo frans (81 Figura 1V.6), pero la barrera
energética que separa estas formas es muy baja. Como se puede apreciar en las Figuras iV.7a y
IV.7b.
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SR

Figura IV.6 Conformaciones preferidas de MDMA. A significa conformacion anti, S1y S2 son
ambas conformaciones gauche.
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Figura IV.7 a) Funcion de energia potencial de torsion de MDMA vs éngulo diedro & b) Funcion
de energia potencial de torsion de MDMA vs angulo diedro &.




Tabla IV.1 Desplazamientos quimicos de H y constantes de acoplamiento vecinales de protones

de fa cadena? y distribucion de conformerost de MDMA libre y protonado.
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corrimiento quimico

Constantes de

Distribucion de

(ppm)P acoplamiento vecinal conférmerosd
(Hz)e
Compuesto solvente Ha Hs He JaB Jec A Ss S2
Base libre CDCls 2.56 2.58 2.72 8.4 6.0 {0594 | 0.344 |0.07¢
Clorhidrato D0 2.83 3.02 3.5 8.4 6.0 | 0.64e | 0.36= |0.00¢
Trifluoroacetato CDCl3 2.66 3.14 3.26 11.9 4.2 1.00t | 0.00' | 0.00f

a) los espectros de RMN de H fueron obtenidos a 300 MHz usando soluciones 0.1 M: T 298 K

b) relative a TMS (CDCls) 0 sal de sodio de TMSPA-dy (D20)

¢) calculados a partir de simulaciones de espectro ABC

d) calculado suponiendo J=2.8 Hz y J=12.3 Hz.

g) calculado suponiendo Jy=2.6 Hz y J&=11.7 Hz,

f) calculado suponiendo Jgi=2.4 Hz vy J=11.9 Hz,

IV.4 Basicidad y descriptores moleculares en el vacio

El enlace por hidrégeno y Ia transferencia protonica han sido objetos de atencion
creciente debido a su importancia en muchas reacciones quimicas y procesos biolégicos, Varias
metodologias ab initio tales como calculos a nivel Hartree-Fock y calculos usando la Teoria de
Funcionales de la Densidad {DFT) han sido reportados en la literatura cientifica [ 31-43].

El enlace por hidrogeno v la transferencia protonica tienen especial'interés en el sistema
serotoninérgico debido a que los datos experimentales demuestran que la interaccion via enlace
de hidrogeno estd siempre presente. En efecto, éstos sefialan que 5-HT y todos los ligandos
serotoninérgicos poseen en comun un grupo amino, el cual para 5-HT se encuentra protonado a
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pH fisiologico como fue demostrado por Hiromu y Tadashi en 1976 [44] y que en el sitio de unidn
de ligandas en ambos receptores 5-HTaa y 5-HTac existe un residuo Asp (Asp's® en el receptor 5-
HT2a y Asp™ en el 5-HTac) conservado, el cual se supone en st forma basica (desprotonado).
maés atin, la constante de disociacion determinada experimentaimente {Ki, constante de afinidad)
es una constante de equilibrio [45] entre el ligando y el receptor, la cual necesariamente contiene
al residuo Asp y eventualmente ofros residuos que pueden interacfuar con el ligando. La
interaccion mas importante es aquella entre el grupo amonio del neurotransmisor y el carboxilato
del Asp, como fue demostrado en el Capitulo Iii.

Desde un punto de vista de la quimica cuéntica, la interaccion neurotransmisor-receptor,
contiene una cantidad de variables tal, que para ser estudiadas deben controlarse correctamente.
En el ambito de esta tesis nos abocamos a estudiar sélo la interaccion neurotransmisor-
aspartato.

[V.4.1 Estado gaseoso

En la transferencia proténica, Ia posicidn del equilibrio esta determinada por la relativa
basicidad de las bases que compiten por ef proton.

Con el propésito de buscar pardmetros que describan y cuantifiquen en escala relativa la
basicidad de aminas, se eligic como sistema modelo, el conjunto de las metilaminas y su

inferaccién con el acido formico ilustrada por fa ecuacion 1V.1:

NR, ----HCOOH <> NR,;H"---"OCOH (R=H,CH,) IV.1

En este sistema, la diferencia de basicidad es controlada por la diferencia de afinidad
protonica, APA, entre las bases, la cual esta definida como el valor negativo de la entalpia de

protonacion de la base, B: , de acuerdo a la ecuacion 1V.2

B+H*=>BH" PA=-AH 1IV.2
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En nuestro sistema definimos la diferencia de PA, APA como (ecuacion IV.3)

APA =PA(HCOO™)-PA(NR;) 1IV.3

Figura IV.8. Definicion de los parémetros geométricos para los complgjos NR3-++HCOOH

Los resultados experimentales muestran que, en estado gaseoso, la basicidad de las
metilaminas es NHa < NH2CHs< NH{CHa)2 < N{CHa)a [46].

El complejo enlazado que se muestra en la Figura V.8 fue construido al nivel HF/6-
31G(d) de teoria, fijando la distancia internuclear N-O en 3.0 A. La Figura IV.9 muestra e! grado
de precision del calculo y los resultados experimentales [47] y calculados.
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Figura 1V.9 Comparacion entre la afinidad protonica experimental y teérica [HF/6-31G(d)]. Los
datos experimentales han sido tomados desde la referencia [48]: R = coeficiente de regresion, DS
= desviacion estandar, N = nimero de puntos, y P = probabilidad que la correlacién observada es

obtenida al azar.

Los cambios en la diferencia de afinidad protonica son explicados sobre la base de los
efectos electronicos de los sustituyentes.

El efecto de los sustituyentes fue racionalizado utilizando parametros derivados de la
DFT como son la funcion de Fukui, la dureza y blandura local del centro basico definidas en el

Apéndice II; los resultados se muestran en la Tabla IV.2.
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Tabla V.2 Afinidad proténica (PA), Diferencia en afinidad proténica (APA), transferencia de carga
(4N). Propiedades de sitio en el &tomo de nitrégeno para complejos neutros, funcion de Fukui fy,
blandura local (eV) y dureza local (eV) para la serie de metilaminas a nivel HF/6-31 g(d).

B--H--A APA AN (unidades | Fn- | sn(eV)"| nu(eV) | E HOMO
A | kecalmol! | electronicas)
NH3---H---OCOH 146.3 0.8136 0.6178 | 0.0864 58 | -0.46087
174
NH2CH3---H---OCOH 137.9 0.7197 0.4999 | 0.08 6.3 |-0.41356
25.9
NH(CHj3)2---H---OCOH 128.6 0.5832 0.4042 | 0.0687 7.3 | -0.38998
35.2
N(CHs)s---H---OCOH 124.2 0.4198 0.3631 | 0.0586 9.8 |-0.37266
39.5
HCOOH 363.8

Asociada a la transferencia protonica, se produce una transferencia de carga en la
direccion opuesta al movimiento del proton [49]. Mientras que la primera esta descrita por PA, la
transferencia de carga esta representada por AN, ambas ilustradas en la Tabla [V.2, Ademas, a
partir de los valores de fy-, se puede observar que un aumento de la afinidad protonica induce
una disminucion en APA y a su vez resulta en una disminucion en la funcién de Fukui absoluta en
el centro basico nitrégeno. Debido a que la magnitud de la funcion de Fukui es una blandura
normalizada, se espera que una disminucion en su magnitud conlleve una disminucién en la
blandura local. Una disminucion de la blandura local puede asociarse con un aumento en la
dureza local en el sitio basico. Ya que el proton es el 4cido mas duro, entonces la mayor
basicidad debe corresponder a la base que presenta mayor dureza.

Un aspecto relevante a los propdsitos de esta tesis es que si bien la funcion de Fukui
nucleofilica aplicada al &tomo de nitrogeno esta definida en el ambito de la Teoria de las
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Funcionales de la Densidad (DFT), la evaluacion de ella se realiza en el HOMO obtenido de la
aplicacion de la teorla de Hartree- Fock- Roothan y su expresion analitica corresponde a ia
carga sobre el &tomo de nitrogeno en el HOMO (ver Apéndice Ill). Siguiendo un andlisis
estrictamente Hartree-Fock (HF), una desestabilizacion del orbital molecutar centrado en el par
electronico libre del atomo de nitrogeno, deberia implicar un aumento de su reactividad como
base, 0 de su basicidad. En el caso de las metilaminas/acido formico, este comesponde al HOMO
-2 para el amoniaco y al HOMO para el resto de las metitaminas. La Ultima columna de la Tabla
IV.2 registra el valor propio de la energia del orbital molecular correspondiente para las
metilaminas. Notese que al aumentar el nimero de metilos, aumenta la desestabilizacion del
orbital molecular, concomitantemente con Ia basicidad.

Debido a que la afinidad protonica del formiato es mayor que la de las metilaminas,
entonces, mientras menor sea la diferencia ‘entre estas dos afinidades protonicas, mayor es la
posibilidad de encontrar un equilibrio entre los dos tautomeros.

En conclusion, la funcion de onda HF/6-31g(d) muestra un alto grado de precision, en la
prediccion de la afinidad protonica en estado gaseoso calculada a nivel HF/8-31g(d), al menos
para la serie de metilaminas. Ademas, los descriptores calculados se muestran como una buena
herramienta para predecir basicidades relativas de los sistemas estudiados y para dar cuenta de
los cambios electronicos involucrados en la transferencia protonica.

IV.4.2 Efecto de la polaridad del solvente en la basicidad de los sistemas modelo

Se realizaron calculos CNDO2/RF [4] y ab initio HF/6-31g(d)/PCM [6] en el sistema para
explicar la conocida inversion del orden de basicidades de las metilaminas en solucién acuosa.
Los resultados muestran que el patron de enlace por hidrogeno se explica por efectos de
solvatacion electrostatica y no electrostatica de las especies zwitteridnica y neutra en equilibrio.
En este caso [a funcién de Fukut fiy- utilizada en el vacio no es aplicable en solucion, la energia
del orbital molecular (OM) centrado en el par electronico del N si da cuenta del aumento de

basicidad como lo muestra la Tabla V.3
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Tabla IV.3 Energias de OM (E OM) para la formas Neutra y Zwitteriénica para sistema modelo
obtenidos para diferentes ctes. dieféctricas (€} a nivel ab initio HF/6-31g(d)/PCM.

£ E OM E OM

Neutra Zwitter
0.00 -0.46123 -0.38062
1.92 -0.45970 -0.39405
8.93 -0.43968 -0.40870
245 -0.43637 -0.42598
385 -0.43618 -0.42671
78.4 -0.43596 -0.42801

IV.5 Basicidad intrinseca de ligandos serotoninérgicos

Debido a que los resultados de la modelacion molecular indicaron que la interaccion entre
el residuo de Asp y el grupo amino del neurotransmisor era la mas importante en la energia de
interaccion de éste con el receptor y al éxito logrado en los calculos con el sistema modelo
amoniaco/acido formico, calculamos con una funcién de onda HF/3-21g la afinidad protonica de
algunos figandos serotoninérgicos, acido aspartico y 4cido formico en vacio, Las variaciones de
afinidad protonica de estas moléculas estan dadas respecto del acido formico debido a que éste
ha sido fomado como modelo del &cido aspértico en los estudios de esta tesis; sin embargo, los
resultados conservan su validez si éstos consideran el &cido aspartico en lugar de! acido férmico,
como se observa en la Tabla |V.4 mas adelante.

Para estudiar €l efecto de la basicidad de los ligandos en las constantes de afinidad con
los receptores, se escogié un conjunto de ligandos cuyas constantes de afinidad hubiesen sido
medidas en las mismas condiciones experimentales y que guardaran una estructura similar; esto
ultimo para minimizar el efecto de ofras interacciones ligando - receptor. El grupo de las

fenilisopropilaminas, substituidas en posicion -para, cumplian con estos requerimientos [49]. La
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importancia del enlace por H queda de manifiesto en las bajisimas constantes de afinidad que
presenta la molécula QDOB (1 -(4-bromo-2,5-dimetoxifenil)-2-N,N,N-trimetilamoniopropano)
comparado con el DOB (1-(4-bromo-2,5-dimetoxifenil)-2-aminopropano).

También se calcularon las curvas de transferencia proténica para algunos ligandos y e
acido formico a nivel HF/3-21g. Como se esperaba, se obtuvieron curvas con un minimo global
correspondiente a la forma neutra, exhibiendo un hombro en la estructura zwitterionica; esta
Uitima podria ser un minimo local si se calculara la curva con una mejor funcién de onda. La
Figura [V.9 muestra las curvas de transferencia de proton para las moléculas DOB y LSD
respectivamente.

La Tabla V.4 muestra las diferencias de afinidades protdnicas calculadas y las
constantes de afinidad descritas en literatura. Se puede apreciar que moléculas como el LSD,
DOC, DOl'y DOB presentan las més altas afinidades protonicas, son a la vez lag moléculas mas
afines a los receptores dados y 5-HT, la molécula menos afin en esta tabla, presenta la menor
PA. Con la excepcion del DON, las diferencias en las afinidades protonicas calculadas en
sistemas aisfados (fase gaseosa) muestran un acuerdo cualitativo con las constantes de afinidad
descritas para estos ligandos en sistemas bioldgicos, destacando la importancia de la interaccion
ligando — aspartato via enlace hidrégeno. Notese que todos los ligandos presentados en la tabla
presentan una buena afinidad por los receptores a excepcion del QDOB que no presenta enlace
por H.
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Tabla IV.4 Diferencias en afinidad protonica para ligandos 5-HT: constantes de afinidad de ref.
[50] para receptores 5-HToa y 5-HTsc usando como referencia [12[]DOI.

[ Ligando PA APA (HCOOH) APA (Asp) Ki(M) | Ki(nM) |
HTaa 5HTx
DOF 258.1 105.6 1115 417 287 |
DOC 257.3 106.4 112.3 1.4 2
DOB 258.6 105.2 111.0 0.6 1.3
DOI 258.8 104.9 110.7 0.7 2.4
LSD 258.4 105.4 111.2 0.38 5.2
DON 2524 1114 117.2 55 224
5HT 242.9 120.9 126.7 7.7 155
QDOB 2155 6298
HCOOH 363.8
Asp 369.6

En los resultados que aparecen en la tabla, APA= PA (HCOO') - PA (Ligando), mide el
cambio de la afinidad proténica entre el formiato y el ligando, correspondiente a la entalpia de la

reaccion:

HCOOH+ Ligando <> LigandoH' + HCOO™  AH = PA(HCOO")- PA(Ligando) 1V.4

Considerando que la constante de afinidad se mide experimentalmente como la
constante de disociacion del complejo ligando-receptor, entonces la energia de disociacion del
complejo enlazado por H, constituiria una medida mas representativa de la energética del
proceso y, por ende, un mejor parametro para la correlacion con la constante de afinidad del
complejo receptor-ligando. En la reaccién correspondiente a la disociacin del complejo:

LigandoHCOOH < Ligando+ HCOOH 1V.5
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los productos son las especies neutras, ya que en el vacio éstas son mas estables que
los iones asociados.

Energa Relativa / kcal mal

o= 1o 1z e 18 12 zZD0 2z
Distancia N-H / (Angstroms)

Figura V.10 Perfiles de transferencia protonica.Ligando-HCOOH: 5-HT( circulos), LSD
(cuadrados).

La Tabla V.5 muestra la energia electronica total de ligandos 5-HT, HCOOH y del
complejo ligando-HCOOH, calculadas a nivel HF/3-21g donde la energia de las especies
separadas y neutras fue calculada eliminando los errores de superposicion de base. La
optimizacion de la geometria del complejo mostré que el puente por H es lineal para todos los
casos, (variando el angulo N-H-O entre 177° y 180° y una distancia N-O de 2.7 A).
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Tabla IV.5 Energia de enlace obtenida usando error de superposicion de base. La segunda
columna muestra la energia del complejo (Ligando/HCOOH) en Hartrees. La tercera y cuarta
columna son las energias de las moléculas aisladas cada una en presencia de la otra (Hartrees).
La quinta columna muestra la energia de enlace (kcal mot'). Las columnas sexta y séptima
muestran las constantes de afinidad medidas para estos ligandos usando como ['%1]DOI como

ligando radioactivo.
Ligando | Complejo Ligando Acido Energiade | Ki5-HT2a | Ki5-HTac
(Hartrees) Aislado Formico Enlace [nM] [nM]
(Hartrees) | (Hartrees) | (kcal mol!)

DOF -913.1 -71254 -187.7 -17.8 417 28.7

DOC -1271.5 -1083.8 -187.7 7.7 14 2

DOB -3374.3 -3186.6 -187.7 -20.8 0.6 1.3

DOI -7702.1 -7514.3 -187.7 -19.7 0.7 24

La Tabla V.5 muestra que para todos los casos, el complejo representa un enlace por H,
cuya energia aparece en la quinta columna.

Con el propésito de obtener resultados méas confiables de correlacion entre la
energia de enlace por H y las constantes de afinidad, se muestran los resultados para la familia
de moleculas DOX disustituidas con grupos metoxi- en la posicion 2,5 del anillo aromatico, donde
la posicion para- del anillo aromatico ha sido sustituida con la familia de halégenos F, CI, Bry |
respectivamente, dando los compuestos 1-(4-Fluor-2,5-dimetoxifenil)-2-aminopropano (DOF), 1-
(4-Cloro-2,5-dimetoxifenil)-2-aminopropano (DOC), 1-(4-Bromo-2,5-dimetoxifenil)-2-
aminopropano  (DOB), 1-(4-Yodo-2,5-dimetoxifenil)-3-aminopropano  (DOI). Los resultados
obtenidos para la familia DOX ( X=F, Cl, Br, I) muestran que a medida que aumenta la energia
de enlace por H, aumenta la constante de afinidad; en particular los ligandos 5-HT mas afines
DOB y DOI son los que presentan un enlace por H mas fuerte.
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V.6 Descriptores moleculares de la basicidad de agonistas 5-HT

Los resultados de los célculos de PA y de la energia de enlace por H recién mostrados
en la Tabla {V.4 y Tabla IV.5 indican que la basicidad de los compuestos es DOC < DOF < DOB <
DOL. En concordancia con esto la blandura local medida en el atomo de nitrégeno, sy, deberia
disminuir en el mismo orden. Como ya se ha establecido, este parametro se calcula multiplicando
la funcion de Fukui en el centro de nitrogeno basico, fi, por la blandura global S. La Tabla IV.6
registra la magnitud de fy, la blandura global y la blandura local en el atomo de N, S y sy
respectivamente.

Tabla IV.6 Funciones de Fukui cafculadas en los ires Ofimos orbitales ocupados para fa familia
DOX (segunda, tercera y cuarta columna), energia def orbital molecular localizado en ef &tomo N
(Hartrees) en la molécula aislada (quinta columna) y cuando estéd formando un complejo con
HCOOH (sexta colunma), blandura global de la molécula (séptima columna) y blandura local
(octava columna) en eV-1,

fHOMO fHOMO- ﬂ-lOMO- E (a.u.) OM E{(a.u) OM S (eV)t sy {eV)!
localizado sobre | localizado sobre
1 2 N (aislada) N (complejo}
DOF | 0.010824 | 0.248366 | 0.491163 -0.36338 -0.40068 0.1036389 | 0.001121788
DOC | 0.009998 | 0.168584 | 0.563769 -0.36397 -0.40178 0.0923398 | 0.000921551
DOB | 0.004146 | 0.133498 | 0.620538 -0.35780 -0.39659 0.0885322 | 0.000367055
DOl | 0.004016 | 0.038799 | 0.662277 <0.35381 -0.38896 0.1085623 | 0.000435986

El acuerdo de la blandura local sy con la energia de enlace por H calculada {quinta

columna Tabla IV.5) y las constantes de afinidad en los receptores 5-HToa y 5-HTac (sexta y
séptima columna de la Tabla 1V.5), para la familia DOX es bueno. A continuacion se muestra la
Tabla V.7 donde se han incluido otros ligandos. Se puede observar que en general estos

resultados correlacionan bien [a constante de afinidad con la energia de enlace calculada. Se
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observan excepciones especialmente para el DOH; es probable que otras interacciones con
fragmentos del sitio den cuenta de la diferencia, ya que esta tesis abarca solo las interacciones
via enlace H.

Tabla IV.7 Ligando (primera columna), energia del complejo formado por ligando-acido formico
(segunda columna), considerando el error de superposicion de base (BSSE), la energia en
Hartrees del ligando en presencia de é&cido formico (tercera columna), acido férmico en presencia
del ligando (BSSE) cuarta columna, la energia del enlace en kcal mot' (quinta columna),
constantes de afinidad de ref. [48] sexta y séptima columna.

Ligando Complejo Ligando Acido Energia de Ki 5-HTza Ki 5-
(au) (a.u) Foérmico Enlace [nM] HT2c

(a.u) (kcal*mol-') [nM]
5HT -754.0 -566.2 -187.7 -17.6 7.7 15.5
DOH -815.0 -627.1 -187.7 -17.9 211 104
DOF -913.1 7254 -187.7 -17.8 417 28.7

DOC -1271.5 -1083.8 -187.7 7.7 1.4 2

DOB -3374.3 -3186.6 -187.7 -20.8 0.6 1.3
DOl -7702.1 -7514.3 -187.7 -19.7 0.7 24
DOCN -906.0 -718.3 -187.7 -17.0 457 1011
DON -1017.1 -829.4 -187.7 -18.7 9.5 224

Una inspeccion de los coeficientes de expansion de la base de orbitales atomicos en los
orbitales moleculares mas altos ocupados, muestra que el HOMO esta localizado en el sistema
m, mientras que el HOMO-2 u HOMO-3 esté localizado sobre el atomo de nitrégeno, en particular
sobre el par electronico no compartido del nitrégeno. Esto se visualizo por rotacién del complejo,
ubicando las coordenadas del puente N---H---O sobre el eje Z de coordenadas. Se observo que
para este orbital molecular los coeficientes de expansion de la base de orbitales atomicos
presentaban sus maximos valores en los orbitales p: del atomo de N. La Figura IV.11 muestra la
superficie de isodensidad para los orbitales HOMO y HOMO-2 de 5-HT, DOB y MDMA.
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Figura IV.11 Superficies de densidad para HOMO (Izquierda) moléculas 5-HT, DOB y MDMA. A
la derecha de la figura se muestran las superficies de densidad para los HOMO-2 en las mismas

moléculas.
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Con el propésito de analizar las caracteristicas de los OM en los cuales se localiza en el
par elecironico libre del N, se registré la magnitud de fu para los 3 OM ocupados vy la energia para
cada orbital. Esta dltima fue incluida porque, desde el punto de vista de la teoria de orbitales
moleculares, un aumento en la afinidad protdnica de una base puede ser representada por la
desestabilizacion de! orbital molecular que contiene el par electrdnico libre del centro basico. La
Tabla IV.6 muestra el valor de fy para los tres Gltimos orbitales ocupados. La sexta columna
muestra |a energia del OM centrado en el atomo de nitrogeno calculada para la amina aislada y
la séptima el mismo parémetro, perc medido en el complejo con ef acido formico. Los resultados
se correlacionan perfectamente, ya que a medida que aumenta la basicidad de DOX el orbital
molecular se desestabiliza.

Una caracteristica que resalfa en los resultados es que a medida que aumenta la
reactividad hacia la protonacion de la base, descrita por la disminucion de la blandura de la base,
sn en el HOMO, aumenta el valor de esta variable en el OM centrado en el dtomo de nitrogeno.
Este aumento esta reflejando la mayor localizacion del OMen el nitrogeno. Al igual que el caso
de las metilaminas, el valor de la funcion de Fukui fi mayor sobre el HOMO, indica que el orbital
molecular fundamentalmente centrado en el par electronico libre del nitrégeno y es el valor propio
de la energia de este, el descriptor de la basicidad de las aminas en el marco de OM de HF. En la
proxima seccion encontraremos esta caracteristica nuevamente.

En resumen io que es méas destacable es que, al menos para una familia de
moléculas, como la DOX, [a basicidad puede ser calculada en base a la tearia de funcionales de
la densidad {blandura local) y a través de la teoria de orbitales moleculares (energia del OM que

contiene al par electronico libre de la base), fi, calculados en este OM.

IV.7 Influencia de la polaridad del solvente agua en la transferencia proténica
para 5-HT y DOB en presencia de acido formico
En esta seccidn analizamos el efecto del solvente en el equilibrio tautomérico de los

sistemas 5-HT+HCOOH y DOB--HCOCH como modelos de fransferencia protonica
representada por la ecuacion:
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Ligando ----- HCOOH < LigandoH " ------ OCOH IV.6
Forma Neutra Forma Zwitterionica

En la fase gaseosa se espera que la forma neutra sea la mas estable, mientras que la
forma zwitterionica de este complejo acido-base corresponda al minimo global en la fase
condensada. En este estudio, las geometrias de las formas neutras y zwitterionica fueron
completamente optimizadas en vacio a nivel HF/3-21g y se utilizd esta geometria para los
célculos en solucion (aproximacion de estructura rigida) usando el modelo de polarizacion de
carga, PCM de Tomasi y col. [50], implementado en el paquete de programas Gaussian 98 [7] al
nivel de teoria Hartree-Fock usando bases HF/3-21g y HF/6-31g [1]. En ambos calculos, el
solvente considerado fue agua.

Los resultados de la Figura IV.12 y Figura IV.13 muestran graficamente las curvas de
transferencia protonica para 5-HT - HCOOH y DOB - HCOOH respectivamente. En cada curva
de las figuras, se eligio como punto cero de referencia el minimo global. La influencia de la
calidad de la base tambien se ilustra en las figuras.

Curva de Transferencia Proténica 8HT/Acido Férmico

o - Vacio RHF 3-21G
=--PCM RHF3-21G
—=—PCM RHF 8-316

o
o
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Energias Relativas / Kcalimol
1
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1

T = T ki T LT SRR TS S T
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Distancia N-H (Angstroms)

Figura V.12 Perfil de transferencia proténica para 5-HT. (circulos vacio, cuadrado PCM/HF/3-
21g, triangulos PCM/HF/6-31G).
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Curva de Transferencia Protdnica DOB/Acido Farmico
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Figura IV.13 Perfil de ftransferencia proténica para DOB. (circulos vacio, cuadrado PCM/HF/3-
21g, triangulos PCM/HF/6-31G).

Los resultados indican que la polaridad del solvente (agua) induce la presencia de un
doble pozo de energia de transferencia protonica, alterando notablemente las afinidades
protonicas y las energias de enlace por H respecto de la magnitud de estas variables en estado
gaseoso. Considerando la mejor concordancia entre dichas variables en estado gaseoso y los
valores de las constantes de afinidad, se puede inferir que, si bien el sitio de union de ligandos
con el receptor no esta aislado de un campo eléctrico, éste debe ser débil comparado con aquél

producido por la polaridad del agua.

IV.8 Influencia de cargas puntales en el enlace hidrégeno de sistemas aminas-
acido férmico

El sitio de union en los receptores 5-HT2a y 5-HTac contiene fragmentos moleculares
cargados, neutros y moléculas de agua, de acuerdo al desarrollo de los modelos tridimensionales
descritos en las secciones anteriores. Como se establecio previamente, entre todas las

interacciones que deben ocurrir en el sistema real, los estudios quimico-cuanticos han sido
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dedicados sélo la interaccion ligando-HGCOOH, donde el acido formico representa al residuo de
acido aspartico del receptor. Dentro de este marco y debido a que la modelacion mostré residuos
que se encontraban mas lejanos que una distancia de enlace con los ligandos, estas
interacciones pueden ser modeladas por un conjunto de punios carga que crean un campo
eléctrico similar al producido por sistemas reales; asi la influencia del entorno molecular en el
enlace por H puede ser estudiada en el sistema molecular rodeado por puntos carga.

El estudio de la influencia de campos eléctricos en el enlace por H ha recibido mayor
atencion en los Gltimos fiempos [51,52]. En particular Helms y col. [53] han reportado la funcitn
potencial de transferencia protonica (FPTP) entre imidazol y agua en la presencia de una
segunda y una fercera molécula de agua (aguas externas). Luego ubica cargas punfuales en la
posiciones correspondientes a los dtomos de O y de H de las aguas externas y calcula la FPTP
en presencia de dichas cargas. La magnitud de las cargas que representan las aguas extemnas se
logra ajustandolas de modo de recuperar la curva obtenida en la presencia explicita de estas
moléculas de aguas.

En esta seccion estudiamos la FPTP de sistemas amoniaco-acido férmico, en la
presencia de un conjunto de cargas puntuales que denominamos campo externo. El proposito de
estos célculos es evaluar la influencia de la intensidad de campo creado por las cargas en la
FPTP y buscar descriptores que representen la basicidad relativa de las aminas en la presencia
de campos eléctricos.

IV.8.1 Sistema modelo: amoniaco — &cido formico

El sistema molecular escogido es nuevamente el sistema amoniaco-acido formico, no
solo por consistencia sino que, ademas, permite estudiar el comportamiento de los orbitales
moleculares, ya que este complejo contiene un sistema n y fres sitios de protonacion.

Parra-Mouchet y col. [41,54] en el pasado utilizaron el sistema amoniaco-acido formico,
como modelo de enlace por hidrégeno en aminoacidos, en el vacio y en medios condensados, en
particular, con e! objeto de racionalizar la dependencia de la temperatura que presenta el
espectro de [R de algunos aminoacidos N,N-dialquil substituidos en estado cristalino. Los autores
reportaron [54] resultados ab initio a nivel HF/STO-3g y HF/4-31g de la posicion relativa del

equilibrio tautomérico del modelo molecular linealmente enlazado por hidrogeno, cuando esta
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rodeado de dipolos puntuales (campo externo) que simulan el entorno cristalino de dichos
aminogcidos. Los resultados mostraron que la forma zwitterionica se estabiliza en campos donde
el fragmento NHa/NH¢* cae sobre un pozo de potencial eléctrico negativo y el fragmento
HCOOH/MCOO- en un pozo de potencial eléctrico positivo. Mientras mayor sea la intensidad de
estos campos mayor es la estabilizacion de la forma zwitteridnica respecto de la neutra.

La Figura iV.14 muestra esquematicamente la disposicion de los dipolos puntos-carga
utilizados en el trabajo mencionado.

Z

Figura IV.14. Modelo geométrico. La figura muestra el complejo molecular y el campo externo. El
fragmiento Hs-C-Os-Oz-Hy+NH1 yace sobre el plano yz con el puente de hidrogeno ubicado
sobre ef gje z.
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En la primera parte de esfa seccidn repetimos los calculos mencionados utilizando
funciones de onda HF/6-31g(d) y en la segunda parte se hicieron los andlisis de reactividad local
utilizando parametros similares a los utilizados previamente en el vacio.

A; Campo externo

El campo consiste en un arreglo de dipolos puntos-carga alrededor del complejo
molecular. Estos dipolos estan situados en los ejes cristalinos (orfogonales) a y b con el origen
ubicado en el centro de carga del complejo molecular. Las cargas sobre los dipolos en el eje b
son cinco veces mayores que los dipolos del gje a. Las distancias entre los centros de los dos
dipolos en los ejes a y b son 11.25 A y 12.0 A, respectivamente. La longitud de cada dipolo es
1.65A.

Se encuentra definido un sistema de coordenadas cartesianas de manera tal que el plano
yz coincide con el plano ab; y el puente de hidrogeno N-Ha-O1 esta ubicado sobre el gje z, con
el oxigeno O1 del acido formico en el origen a una distancia de 2.8 A de! atomo de nitrageno. El
complejo yace en &l plano yz, con dos de los atomos de hidrégeno del amoniaco dirigidos dentro
y fuera del plano molecular, respectivamente. La posicion del campo extemo es fal que el eje y
forma un angulo a:=53° con el gje b. El complejo molecular y el campo externo se ilustran en la
Figura IV.14.

Se definen las formas para los complejos neutro N y zwitteridnico Z como aquellas en
que las que la distancia O-H es de 1.0 A y 1.7 A, respectivamente.

B: FPTP en el campo 5/1

Para obtener la influencia del campo externo sobre el equilibrio tautomérico, se
calcularon las FPTP a nivel HF/6-31g(d), en el sistema aislado y en la presencia de campos,
construidos manteniendo la geometria optimizada punto a punto en el vacio. La razén 5/1 entre
las cargas de los dipolos se mantuvo. Se ufilizaron campos donde las cargas variaron desde
2/0.4 hasta 5/1. La Figura V.15 muestra las PTPF como funcion del campo externo aplicado. Se
observa que a medida que aumenta la magnitud de las cargas se estabiliza la forma zwitterionica

respecto de la forma neutra.
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Figura IV.15 Perfil de transferencia proténica para el modelo amoniaco-écido férmico en el vacio
(cuadrados), intensidad de campo 2/0.4 (circulos), intensidad de campo 3/0.6 (triangulos),
intensidad de campo &1 (rombos).

Se puede observar en la Figura V.15, que la PTPF varia desde una curva con un minimo
correspondiente a la forma neutra cuando no hay campo extero, pasando por funciones de
doble pozo (campos 2/0.4 y 3/0.6), y terminando con una curva de un pozo (nico cuyo minimo
ocurre en la forma zwitteridnica para el campo mas intenso.

La Tabla IV.8 muestra las diferencias de energia de la forma neutra y la forma
zwitteridnica. Asi un equilibrio tautomeérico entre ambas formas ocurrira entonces a intensidades
débiles de campo. No se discute la altura de la barrera, ya que la distancia N-O se mantuvo fija
en 2.8 A.
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Tabla IV.8 Diferencias de energias relativas entre forma neutra y zwitteridnica del complejo écido-
base amoniaco-acido formico.

CAMPO EXTERNO AN-Z (kcal mol)
0 -25.22
2/0.4 -6.259
3/0.6 6.469
51 44.44

Concomitantemente a la estabilizacion del par iénico, aumenta la carga scbre el
fragmento NHa/NH4* y aumenta la carga negativa sobre el fragmento HCOOH/HCOQO, siendo
este efecio mayor en la forma zwitterionica.

C: Potencial eléctrico creado por los campos.

Con el proposito de racionafizar los resultados en funcion de campo exiemno, se
generaron mapas de contorno del potencial externo creado por el campo. La Figura V.16
muestra el mapa de contorno de potencial eléctrico creado por el campo externo 5/1. El contorno
correspondiente al valor 0 corresponde al potencial externo nulo y estd marcado como G, con
incrementos de 0.05 au (2.57x10-1° VoIt cm). Las lineas punteadas corresponden a potenciales
negativos vy las confinuas a potenciales positivos. La inspeccion de este mapa muestra que a
medida que aumenta la carga, el fragmento NHa/NH4* queda en un pozo mas negativo mientras
que el fragmento HCOOH/HCOO- queda en un pozo més positivo, estabilizando asi las formas
mas ionicas respecto de las mas covalentes.
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Figura IV.16 Mapa de contornos del campo externo aplicado (obtenido de ref.[ 54])

IV.8.2 Orbitales moleculares

Para racionalizar los resultados en términos de los orbitales moleculares involucrados en
el puente de hidrogeno, se estudio la respuesta de los estos orbitales a la imposicion del campo
sobre las tres estructuras N, M y Z. Se introduce la tercera forma M, como aquelia en que la
distancia O-H es de 1.3 A {el punto medio entre N y O).

El diagrama de orbitales moleculares en el vacio muestra las siguientes caracteristicas: el
HOMO es un orbital & deslocalizado en el fragmento HCOOH/HCOO-. El HOMO-1 es un orbital
de simeiria o, que se encuentra deslocalizado entre el Or y Or con mayores contribuciones en el
atomo O7. El HOMO-2 cambia de caracter al progresar desde la forma zwitteridnicaionica a la
media y a la neutra. En la forma Z, puede ser identificado como un segundo par electronico libre
que facilmente puede ser identificado como un orbital o muy localizado en el orbital 2p; del dtomo

de O1. La estructura M mantiene esta caracteristica (x). Para la estructura neutra; sin embargo, Ia
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naturaleza del orbital HOMO-2 es un par electronico o, localizado en el orbital 2p. del atomo de
nitrogeno (que llamaremos 2p; N). Este orbital molecular se mueve de un fragmento al otro y
puede ser denominado como el par electronico involucrado en el receptor del enlace por H. A
medida que aumenta la intensidad de campo hay entrecruzamiento de los orbitales moleculares
respecto de los descritos en el vacio. Asi el orbital HOMO-2 ("2p; del atomo de nitrégeno") de la
forma neutra se desestabiliza pasando a ser el orbital HOMO en la presencia de campos mas
intensos, como mostraremos mas adelante; mientras el HOMO-2 de la forma zwitterionica ("2p;
del atomo de oxigeno", que mas adelante llamaremos 2p; O1) se estabiliza. La Figura V.17
muestra el diagrama de orbitales moleculares y las energias relativas de estos orbitales en
presencia del campo.

El orbital "x" corresponde al "orbital 2p." del O1 y el orbital molecular y corresponde al 2p;

del 4tomo de nitrégeno.
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Figura V.17 Diagrama de niveles de energia de orbitales moleculares implicados en el puente
por hidrégeno obtenidos en el vacio y en presencia de campos eléctricos.
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Se abserva claramente que al aumentar Ia intensidad del campo se estabiliza el orbital
"x" para la estructura zwitterionica y el orbital "x" para la estructura media. Este orbital
corresponde al par electronico en 2p; del Os y se encuentra inmerso en un pozo de potencial
positivo, por lo tanto se espera una estabilizacion del fragmento al aumentar la intensidad del
campo, El orbital "y" en la estructura neulra; sin embargo, corresponde al par electrénico libre
sobre el afomo de nitrogeno y es desestabilizado con el aumento en la intensidad del campo.
Este par electronico queda inmerso en un pozo de potencial negativo, asi, este deberia
desestabilizarse cuando el potencial llega a ser mas negativo.

De esta manera la energia relativa de los OM implicados en el puente de hidrdgeno,
constituyen (al menos en este caso) buenos descriptores de la relativa reactividad frente a la
protonacion de ambas bases. Ademas, los resultados muestran una independencia cualitativa de
la calidad de la base de orbitales atémicos utilizados en el célculo.

IV.8.3 Aplicacion de campo externo a la transferencia 5-HT - HCOOH

Debido a la importancia que presenta el enlace de hidrogeno en las interacciones droga-
receptor en los sistemas monoaminérgicos y en particular para el sistema serotoninergico, hemos
estudiado el sistema serotoninafécido formico (este Ultimo como modelo del acido aspértico) en la
presencia de una carga negativa a una distancia de 4.0 A del tomo de nitrégeno sugerida por la
modelacion molecular de los receptores 5-HT, (triptofano y moléculas de agua). La Figura V.18
muestra los resultados obtenidos para las PTPF de este sistema. Los resultados muestran que

los campos externos tienen una gran influencia en la transferencia protonica,
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Curya de Transferencia Proténica RHF/3-21G (vacio/campos)
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Figura IV.18 Perfil de transferencia protonica 5-HT--&cido férmico en presencia de cargas
puntuales.

Basandonos en estos hechos y en los estudios del sistema amoniaco-acido formico
recién descritos, analizamos el comportamiento de los OM frente a distintos campos, con el
objeto de estudiar los cambios en la estructura electronica de los componentes del sistema y la
validez de los descriptores de la basicidad frente a la protonacion.

Como se expreso previamente el complejo molecular en su formas neutra y zwitterionica
fue calculado usando una funcion de onda HF/6-31g(d). La distancia O+-N se mantuvo en 2.8 A y
los atomos del puente H, Os-H-N2 fueron localizados en el eje Z, al igual que lo reportado en ref.
[54]. Ver Figura IV.14.
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IV.8.4 Descriptores moleculares de la basicidad relativa de amoniaco y formiato

El complejo presenta tres sitios de protonacion que son el N2{Z), O1 (NO1) y O7 ( NOT).

La Tabla IV.9 muestra la energia tolal de cada una de las formas en la presencia de los
campos 5/1. Se puede observar que en el vacio la estabilidad es NO1 > NO7 > Z y que para
todos los campos aplicados NO1 es siempre mas estable que NO7. Esto indica que si el sistema
se encuentra en la forma NO1, una migracién del protén ocurrira al Or y no en al Na. Las dos
Ultimas columnas presentan las diferencias de energia (kcal molt) entre NO1 y NO7 y entre Zy
NO1 respectivamente. A medida que aumenta el campo se estabiliza la forma Z respecto de la
NO1 ( y de la forma NOT7).

Tabla IV.9 Campos &1. Intensidad de campo (primera columna); energia total (au) de la forma
neufra protonada en O1 (segunda columna), forma profonada en O7 (tercera columna), forma
Zwitferidnica (cuarta columna). Diferencias de energias en kcal mol! entre formas Z y NOT y

formas NOT y NOT (quinta y sexta columna) respectivamente.

Campo | NO{(au) | NO7{au) Z (au) A (Z-NO1) keal mol- A (NO1-NOT) keal mol-
Vaclo -244.96 -244.94 -244.92 25.22 -16.17
0.21.0 -24564 -245.61 -245.61 16.56 -20.41
0.412.0 -247.66 -247.62 -247.65 6.26 -23.53
0.512.5 -248.17 -249.13 -249.17 0.26 -24.5
0.6/3.0 -251.01 -250.97 -251.02 -6.47 -24.96
0.8/4.0 -255.71 -255.67 -255.75 -22.83 -23.8
1.0/5.0 -261.75 -261.72 -261.82 -44.45 -18.37
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Tabla IV.10 Campo aplicado Forma N (primera columna), energia total ( Hartree), energia OM

(Hartree), tipo OM, funcion de Fukui fy:, funcion de Fukui fo-.

Campo | EnergiaTotel | Neytra | EnergiaoM |  Tipo N2 o7
0000 | 244963797 | HOMO 043129 | 0107 | 0041761 | 0773282
HOMO-1 | 045509 | 0107 | 0000059 | 0593839
HOMO2 | 046491 22N 0756586 | 0.054058
HOMO3 | 056607 | =01-07 | 0108447 | 0310843
HOMO4 | 06043 | 0107 | 0001693 | 0154204
02710 | 245641008 | HOMO 044427 202N 0753581 | 0101406
HOMO-1 | 04752 | 0107 | 0114147 | 0637138
HOMO-2 | 048218 | x01-07 | 0000111 | 0489324
HOMO-3 | 059097 | o01-07 | 0050388 | 0217669
HOMO-4 | 063103 | =01-07 | 0019898 | 0244131
0420 | 2476575154 | HOMO 043484 22N 0864072 | 0015943
HOMO-1 | 050783 | o©01-07 | 0015462 | 0715054
HOMO2 | 050929 | z01-07 | 0000228 | 0459546
HOMO3 | 061665 | oO01-07 | 0051354 | 0190553
HOMO4 | 062947 o NH3 0658046 | 0.004028
0525 | 249168116 | HOMO 042853 22N 0872548 | 0.009271
HOMO-1 | 05286 | zO1.07 | 0000366 | 0444966
HOMO2 | 052522 | oc01.07 | 0008406 | 0717047
HOMO3 | 062087 o NH3 0669054 | 0002013
HOMO4 | 062137 o NH3 0600999 | 0014032
06[0 | 2510136865 | HOMO 04225 2p2N 0875044 | 00061
HOMO-1 | 05347 | z01.07 | 0000661 | 0430677
HOMO2 | -054281 07 00052 | 0714498
HOMO3 | 061245 o NH3 0676505 | 0001693
HOMO4 | 06139 o NH3 0642395 | 0.00002
0840 | 255710003 | HOMO 041088 22N 0871635 | 0003299
HOMO-1 | 056382 | 0107 | 0004304 | 0401654
HOMO2 | 057819 | 50107 | 0013947 | 0693383
HOMO3 | -0.59658 oNH3 | 0686762 | 0.003999
HOMO4 | 050919 oNH3 | 0636833 | 0010942
1050 | 2617471362 | HOMO 040019 202N 0861221 | 0002152
HOMO1 | 058143 oNH3 | 0656032 | 0022849
HOMO2 | 058526 oNH3 | 0646285 | 0007301
HOMO3 | 059213 | =01-07 | 0046583 | 0359685
HOMO4 | 061478 | 0107 | 0006009 | 0679805
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Tabla V.11 Campo aplicado Forma Z (primera columna), energia total ( Hartree), energia OM

(Hartree), tipo OM, funcion de Fukui fi, funcién de Fukui for.

Campo | EnergiaTotal | ;yitterionica | Energia OM Tipo o1 o7
0000 | 2449236025 |  HOMO 036066 | =01-07 | 0463697 | 0511011
HOMO-1 036636 | 00107 | 0122224 | 0785409
HOMO-2 038071 2201 | 071071 0094156
HOMO-3 052151 z01-07 | 0405146 | 0281436
HOMO4 056187 | ©01-07 | 0303983 | 0.46597
0210 | 2456146229 |  HOMO 037% 20107 | 049431 0.48593
HOMO-1 039337 | c01-07 | 0143073 | 0582958
HOMO-2 040175 201 | 066759 | 023577
HOMO-3 054449 | x01-07 | 0344516 | 0322123
HOMO4 058274 | o01-07 | 0358501 | 0429209
0420 | 2476475392 | HOMO 040181 x01-07 | 0500802 | 0479239
HOMO-1 04200 | 0107 | 0090353 | 0677479
HOMO-2 042515 201 | 072469 | 013587
HOMO-3 057013 | =01-07 | 0331983 | 0323354
HOMO4 060572 | o0107 | 0356719 | 0423845
05125 | -249.1676% HOMO 041406 | x01-07 | 0503510 | 0476378
HOMO-1 04374 | c01-07 | 0161357 | 0.728232
HOMO-2 04383 7201 | 0652431 | 0080264
HOMO-3 058414 | x01-07 | 0326468 | 032363
HOMO4 061814 | 0107 | 035348 | 0421213
0600 | 2510239946 |  HOMO 042737 | =01-07 | 0505893 | 0473838
HOMO-1 045074 2201 | 0484108 | 0455178
HOMO-2 045362 | c0107 | 0325539 | 0.346659
HOMO-3 059906 | 0107 | 0321517 | 0323756
HOMO-4 063124 | o01-07 | 034791 0.418252
0840 | -255.7463854 | HOMO 04578 =01-07 | 0508045 | 047129
HOMO-1 20,4803 2201 | 0568374 | 035302
HOMO-2 048733 | 0107 | 0220604 | 0429905
HOMO-3 063191 | z01-07 | 0314979 | 0.322509
HOMO-4 065933 | ©01-07 | 0317804 | 0410011
1050 | 2618179652 | HOMO 049507 | z01-07 | 0509732 | 0.469219
HOMO-1 051377 2201 | 0601828 | 0291228
HOMO-2 05%04 | 50107 | 0147286 046033
HOMO-3 066977 | x01.07 | 0310714 | 0321357
HOMO-4 068862 | 0107 | 0220657 | 03474
— ——
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Las Tablas IV.10 y V.11 presentan los resultados obtenidos ‘para las formas neutra con
el 04 protonado, neutra con el O7 protonado y zwitteridnica, donde el atomo de nitrogeno se
encuentra protonado. La primera columna muesira el campo externo aplicado, la segunda
columna muestra la energia total del sistema (a.u.), la tercera columna lista los Ultimos cinco
orbitales moleculares ocupados, la columna cuatro enfrega la energia del orbital moleculares
correspondiente s (a.u.), la columna cinco describe el caracter del orbital molecular, Tas columnas
seis, siete y ocho muestran la funcién de Fukui nucleofilica [55] de los atomos O3, O7 y N2
respectivamente.

Forma Neutra NO1

En el vacio el HOMO perienece al sistema =, mientras que a medida que aumenta la
intensidad del campo éste se estabiliza dejando como HOMO al orbital 2p: N,
Concomitantemente, la energia del 2p; N aumenta. L.a desestabilizacion de este orbital reflefa un
aumento de la labilidad del 4tomo de nitrégeno frente a la protonacion. Por ofra parte, se observa
que la funcion de Fukui medida ‘sobre el 2p; N aumenta a medida que aumenta la intensidad del
campo, en acuerdo con la estabilizacion relativa de la forma zwitteridnica mostrada en la Tabla
IV.8. A intensidades altas esta regularidad se ve interrumpida, sugiriendo que la carga se
distribuye sobre todo el grupo amino.

Otro aspecto relevante es que en el vacio la funcién de Fukui es més altaen ef Or y
muestra que en el vacio el protén tiene mayor probabilidad de migrar de O1a Oy,

Para la Forma NO1 la protonacion ocurre donde la funcion de Fukui presenta un valor
mayor en el HOMO,

Forma Zwitteridnica

La Tabla muestra que a medida que aumenta la intensidad del campo, junto con
estabilizarse esta forma se estabiliza también el orbital molecular focalizado en el OM 2p; O1.
Respecto de la funcion de Fukui, la protonacion ocuirira en el étomc3 cuyo valor es mayor en el
HOMO nuevamente.

En conclusién, para el sistema estudiado, a energla refativa de los orbitales moleculares
involucrados en el puente de hidrogeno se presenta como un excelente indice de reactividad de

la transferencia proténica.
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Respecto de la funcion de Fukui, en este sistema donde ambas bases estan presentes, la
reactividad de transferencia parece estar regida por el valor de la funcion de Fukui mayor.

IV.9 Inversion del campo externo

De acuerdo con el andlisis de los resultados obtenidos para la descripcion del enlace por
H en la presencia de campos del tipo 5/1, se puede predecir que la inversion de las cargas
deberia producir una mayor estabilizacion de la forma neutra respecto de la forma zwitterionica.
Para probar esta inferencia se realizaron célculos HF/6-31g(d) en las formas N y Z. La Tabla
IV.12 muestra los resultados esperados. Notese que a medida que aumenta la intensidad del
campo invertido, aumenta también Ia estabilizacion de la forma N sobre la Z.

Tabla V.12 Inversion del campo

CAMPO Forma N (au) Forma Z (au) A (Z-N) keal mol-
0.0/0.0 -244.96 -244.92 2592
0.211.0 -245.63 -245.57 36.56
0.4/12.0 -247.64 -247 .56 46.63
0.5/2.5 -249.14 -249.06 51.48
0.6/3.0 -250.98 -250.89 56.22
0.8/4.0 -255.67 -255.56 65.31
1.0/6.0 -261.69 -261.57 73.67

Se utilizo una serie de arreglos punto carga en lugar de la inicial fipo del 5/1 y los
resultados fueron consecuentes. Cuando el fragmento formicofformiato yace en el pozo de
potencial eléctrico positivo creado por el campo extemo y el fragmento amoniaco/amonio en un
pozo negativo, la forma Z se estabiliza respecto de la N y viceversa. Los primeros campos
estudiados fueron denominados EZ, mientras que los campos que estabilizan la forma N fueron
denominados EN. El comportamiento de los orbitales moleculares 2p; N'y 2p, O1, nuevamente

indica 1a reactividad relativa a la transferencia protdnica, como se examiné en el caso de los
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campos del tipo 5/1. También se construyeron campos a una y dos cargas, obteniéndose los
mismos resultados.

IV.9.1 Influencia de campos externos en la transferencia proténica de sistemas DOX -
acido formico y descriptores moleculares de la basicidad de los ligandos DOX

La aplicacion a los ligandos de la familia DOX se realizo a nivel HF/3-21G, con varios
campos externos, que a continuacion describimos:

Campo EZ (-1/1) la carga -1 fue ubicada a 4 A del atomo de nitrégeno, previendo que la
distancia entre ésta y cualquier atomo del complejo fuese superior a 5 A. Anélogamente la carga
+1 fue localizada a 4 A del atomo Oy con las mismas precauciones descritas.

Campo EZ (-2/2) mantiene las coordenadas del campo anterior, pero la magnitud de las
cargas es 2 en fugar de 1.

Campo EN (1/-1) corresponde a las coordenadas de los campos anteriores, pero la
magnitud de las cargas ha sido invertida respecto del EZ (-1/1).

Campo EN (2/-2) mantiene las coordenadas del campo anterior, pero la magnitud de las
cargas es 2 en lugar de 1.

Campo EZ (x), la Gnica carga de magnitud x esté localizada a 4 A de! atomo de nitrdgeno,
previendo que la distancia entre ésta y cualquier atomo del complejo fuese superior a 5 A.

Campo EN (y), mantiene la definicion de campo anterior, donde y = -x. Los resultados se
muestran en la Tabla 1V.13 y Tabla V.14, donde la segunda corresponde al campo invertido de la
primera. En cada tabla aparece, por columna, el campo aplicado, la energia de las formas neutra
y zwitteridnica, |a diferencia de energia entre las formas Z y N en keal mol, la energia def orbital
molecular 2p; N de la forma neutra y la energia del 2p; O1 de la forma zwitterionica.
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Tabla V.13 Campos aplicados (primera colimna), energfa total (Hartree} forma Neutra y
Zwitterionica (segunda y tercera columna), AE diferencia de energia fotal entre ambas formas
(cuarta columna), valor propio OM sobre par elecirénico libre del nitrdgeno (2pz) de la forma

neutra, valor propio OM sobre par electrénico libre del O1 (2pz) de la forma zwitterionica (quinta y

sexta cofumna).
DOF Neutra |[Zwittsridnica AE MO (2pzNY | MO{ 1)
{kealimol}
Vacio 9131355 | -913.1042 197 -0,38671 -0.30472
EZ{-111) | -913.2472 | -913.2089 -324 -0.32621 -0.39931

EZ{-2/2) | -913.6087 | -913.7560 924 -0.28357 -0.43587

EZ(-0.5) | -913.1421 | -913.129% 7.9 -0.29902 0.41855
EZ{-1) 9131549 | -913.1780 -8.2 -0.23108 0.51249
Doc Neulra | Zwilleridnica [AE (Kcalfmol)] MO {2pzN) | MO{ 1)

Vaclo -1271.500 | -1271.4691 19.4 -0.39224 -0.3098
EZ{(-11) | -1271.6033 | -1271.6528 -3 -0.33856 -0.39921
EZ(-2/2) | -1271.9465 | -1272.0885 -89.1 0.27704 -0.40087

EZ{(-0.5) | -1271.5038 | -1271.4930 6.8 -0.30858 0.41931
EZ(-1) -1274.5137 | -1271.5288 9.4 023715 -0.50739

boB Neutra | Zwitterionica |AE (Kealimol)] MO (2pzN) | MO( 1)
Vacio -3374,2992 | -3374.2734 162 -0.3885 -0.30232
EZ{-<111) | -3374.4074 | -3374.4589 323 -0,32741 -0.39824
EZ{-2/2) | -3374.7685 | -3374.9155 923 0.28181 0.4
£2(-0.5) | -3374.3025 | -3374.2902 78 0.31224 -0.41663
EZ{-1) -3374.3151 | -3374.328%9 87 -0,23193 -0.49816

Dol Neulra | Zwilleridnica [AE (Kealfmol)| MO (2pzN) | MO{ 1)

Vacio -7702.0773 | -7702.0433 17.8 -0.37989 0.306%1
EZ(-1H) | -7702,1805 | -7702.2317 =324 {0.32442 0.37823
EZ(-212) | -7702.5226 | -7702.6663 90.2 027638 | -0.38606

EZ(.0.5) | -7702.0810 | -7702.0742 42 -0,30867 0.41386
EZ{-1) -7702.0892 | -7702.1109 -135 -0,23061 0.4757
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Tabla V.14 Campos inversos aplicados (primera columna), energia total (Hartree) forma Neutra y

Zwitterionica (segunda y tercera columna), AE diferencia de energia total entre ambas formas

(cuarta columna), valor propio OM sobre par electronico libre del nitrogeno (2pz) de la forma

neutra, valor propio OM sobre par electrénico fibre del O1 (2pz) de la forma zwitterionica (quinta y

sexta columna).

DOF Neutra Zwitterionica |AE (Kcal/mol}] MO (ZpzN) | MO( 1)
Vacio 913.1355 -913.1042 197 -0,38671 -0.30472
EN(1/-1) 913.2481 -913.1462 63.9 -0.44226 .25074
EN(2/-2) -913.5755 913.4224 951 -0.45456 -0.20417
EN(0.5) -913.1352 -913.0858 28.4 -0,45989 -0.22952
EN(1) -913.1412 -913.0850 35.2 052859 -0.14014
DCC Neulra Zwilleridnica |AE (Kcalimol)] MO (2pzN) | MO( 1)
Vacio -1271.5001% -1271.4691 19.4 039224 -0.3098
EN(1/-1) -1271.8169 | -1271.5167 629 0.44696 0.25928
EN{2/-2) -1271.9461 -1271.7940 955 045724 -0.21338
EN{0.5) -1271.5024 42714553 29.6 -0,46406 0.23701
EN(1) 12719110 | -1271.4503 38.1 -0.53094 -0.14934
DOB Neutra Zwillerionica |AE (Keal/imol)] MO {2pz N) MO(( 1)
Vaclo -3374.2992 | -3374.2734 16.2 -.3885 -0.30232
EN(1/1) -3374.4093 | -3374.3076 63.8 -0.43884 024423
EN{2/-2) -3374,7378 | -3374.5448 96.0 -0.44261 -0.20342
EN{0.5) 3374.2961 -3374.2503 28.7 0.45441 0.22935
EN(1) -3374.3027 | -3374.2455 359 0.51337 0.15947
DO} Neulra Zwilteridnica {AE {(Kealfmol)] MO (2pzN) | MO( 1)
Vaclo 77020773 | -7702,0493 17.6 -0.37969 -0.30651
EN{1-1) 77024972 | -7702.0984 62.0 40.39319 25617
EN(2/-2) -1702.5279 -7702.3768 94.8 -0,42747 -0.20923
EN(0.5) 77020827 | -7702.0346 30.2 046116 -0.23359
EN{1) -7702.0830 | -7702.0287 40.4 -0.52981 -0.14593
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Una inspeccion de las tablas muestra la bondad de estos dos ultimos parametros como
descriptores de la direccion de la transferencia protonica. Nétese que a medida que aumenta la
intensidad de los campos EZ se estabiliza la forma Z y se desestabifiza €! orbital molecular 2p; N
de la forma N. De la misma manera, a medida que aumenta la intensidad del campo EN se
estabiliza la forma N y se desestabiliza €] 2p; O1 de la forma zwitterionica.

Los resultados muestran que a medida que aumenta la intensidad del campo invertido se
estabiliza la forma N respecto de Z. Sin embargo, es necesario considerar la disociacion del

complejo en algunos de estos campos, ilustrada por las ecuaciones:

DOX:++HCOOH ------ DOX +HCOOH

Forma Z Forma N complejo disociado

Finalmente, con el objeto de estudiar este esquema, se realizé el calculo de la energia
del ligando y de! &cido formico en los campos invertidos, eliminando el error de superposicion de
bases, y se la compard con la energia de la forma Z correspondiente, como lo muestra la Tabla

IV.15.

Tabla IV.15 Campos inversos aplicados, EC energia fotal complejo (Harireg), energia total
moleculas aisladas { cuarta y quinta columna), sexta columna equivale a la suma de las energias
de las moléculas aisladas, AE diferencia de energia total entre EC y la suma de las energias

{otales de complejos aislados.

CAMPO | Ligando | E C (au) | E L aislado (au) |HCOOH (au)| % Lig +HCOOH {au) |AE keal mol™

111 DOF |-913.25 -7255 -187.801 9133 342

11 DOC |-1271.64 -1083.9 -187.801 A271.7 342

111 DOB |-3374.38 -3186.66 -187.802 -3374.48 314

1)1 DOl |-7702.19 751444 . | -187.802 7702.25 30.6
CAMPO | Ligando | E C (au) | E L aislado (au) |HCOCH (au)| ¥ Lig + HCOCH (au) | AE keal mol
0.1/-0.4 | DOF |-913.15 -725.417 -187.697 913.11 23,
0.4/01 | DOC [-1271.55| -1083.811 -187.697 1971 51 23.9
0.4-0.1 | DOB |-3374.34| -3186.576 -187.698 -3374.30 -25.1
0.4/01| DO [|-770213| -7514.359 -187.698 -7702.09 261
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El resultado es sorprendente, pues muestra que a campos invertidos bajos, se produce Ia
disociacion del complejo. Este lfimo aspecto es relevante en los procesos de interaccion
ligando-receptor, pues el cambio de polaridad en el entomo del complejo podria inducir a la
disociacion de éste. El cambio de polaridad puede ocurir ante cualquier un cambio
conformacional del receptor. Entonces, los resultados recién planteados, podrian constituir parte
del mecanismo de activacidn o de desactivacion del receptor en lo que respecta a la union y la
disociacion del ligando.

IV.10 Conclusiones

En este capitulo mostramos que las metodologias desarrolladas en el marco de la
aproximacion Hartree-Fock-Roothan proveen de una buena descripcion de la superficie de
energla potencial y de las estructuras electronicas de ligandos serotoninergicos. En particular el
hamiltoniano AM1 recupera los resultados experimentales de especiros RMN de 1H.

Las interacciones ligando — &cido formico, estudiadas en sistemas aislados y en
solventes polares, mostraron acuerdo con los datos experimentales. La inclusion de cargas
puntuales, como modelos de campos eléctricos creados por residuos y/o moléculas de agua
estructurales, nos permitieron obtener una mayor comprension de la interaccion ligando ~
aspartato, incluyendo un posible mecanismo de activacion o desactivacion del receptor en lo que
respecta a fa union o disociacion del ligando.

Los aspectos mas relevantes del trabajo quimico cuantico tiene relacion con los
descriptores moleculares de la basicidad, al menos, de aminas frente a la protonagion. El primero
de ellos es que el HOMO, utilizado profusamente en la literatura actual, no es siempre el orbital
molecular donde deben medirse los descriptores moleculares de reactividad, sino en los orbitales
moleculares que participen directamente en la interaccion. En el caso de la interaccion amina —
acido formico, es indudable que el orbital molecular que representa al par electranico libre es
aque! que debe ser considerado, con el objeto de medir algiin indice de reactividad como base de
estos compuestos; o mismo ocurre con el formiato cormespondiente. Este orbital puede ser
facilmente ubicado, como aque! que exhibe carga més alta sobre el atomo de N entre los

orbitales moleculares ocupados de més alta energfa, la cual formalmente mide la funcion de
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Fukui nucleofilica [55]. El segundo aspecto relevante de este trabajo es que el valor propio de la
energia de este orbital molecutar, constituye un descriptor molecular de la basicidad de las
aminas, aplicable a sistemas aislados, en solucién o en la presencia de campos eléctricos.
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Capitulo V. Conclusiones generales

Debido a las dificultades para obtener estructuras cristalinas de proteinas insertas en
membrana, entre las que se encuentran los receptores de 5-HT, asi como las graves limitaciones
de los modelos existentes [referencias], un aspecto fundamental de esta tesis se enfocod en la
blsqueda de nuevas metodologias para contrarrestar el problema. En este sentido aplicamos
una metodologia que llamamos Fold-Fit, usando el campo de fuerzas Valence Force Field
desarrollado por el grupo de Dauber-Osguthorpe y col. [1], la que nos permitié la construccion de
las estructuras tridimensionales de los receptores de serotonina 5-HTaa ¥ 5-HTzc a partir de la
informacion sobre las estructuras primaria y secundaria disponible en literatura. Creemos que
esta metodologia, que combina el conacimiento acumulado en |a literatura acerca de proteinas
de membrana, produce estructuras tridimensionales hipotéticas mas fidedignas para receptores
acoplados a proteinas G.

Una limitacion de la mayor parte de los modelos publicados consiste en que no han
fomado en cuenta los lazos conectivos. Nosotros incorporamos estas secuencias de péptido
exitosamente, La inclusion de molécutas de agua al interior del sitio de union para recrear el
ambiente de {os ligandos también nos permitic una representacion més realista de los receptores.
Hay que sefialar que en las simulaciones la incorporacion de moleculas de agua es de gran
importancia, ya que desde nuestra perspectiva estas moléculas pueden considerarse como
residuos "introducidos” en el sentido que mantienen la integridad del sitio de union, ademas de
aportar a la energia de union ligando-receptor como cualquier otro residuo.

Claramente la combinacion de los datos experimentales ‘con el conocimiento de la
dinamica de proteinas y su plegamiento es un punto de partida. Otros modelos publicados han
basado la construccion del modelo en dinamica molecular clésica para verificar los mismos. Sin
embargo, la dinamica molecular clasica no es una metodologia suficientemente poderosa como
para permitir una bisqueda exhaustiva de nuevas conformaciones. Nosotros usamos ademas de
la dinamica molecular clasica una nueva metodologia 2] denominada dinamica molecular
selectivamente aumentada {SEMD) que nos permitié encontrar conformaciones de los receptores

distintas de las de partida sin incurrir en una inversion inaceptable de fiempo computacional.
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En el proceso de “docking” de ligandos agonistas en los modelos obtenidos para los
receptores 5-HTaa y 5-HTac, los ligandos escogidos pertenecen a las tres clases mas
importantes, i.e. derivados de triptamina, fenilisopropilaminas y ergolinas. Ei “docking” de esios
ligandos fue guiado usando la informacion experimental obtenida de receptores con mutaciones
sitio dirigidas. En ambos modelos de receptores 5-HTaa y 5-HTac, los agonisias interacttan con
distintos tipos de residuos en varias hélices. Sin embargo, los ligandos no presentan afinidades
muy distintas por ambos receptores, y segiin nuestros modelos, estos sitios de enlace difieren
muy poco para los agonistas estudiados, conservandose principalmente las interacciones
descritas en la literatura. Cabe destacar que, a pesar de que ambos recepiores de 5-HT fienen
residuos conservados en las mismas posiciones, la contribucion a la energia de interaccion de
éstos no es la misma, lo que podria dar cuenta de las diferencias en las afinidades presentadas
por los ligandos, las cuales a pesar de ser distintas se correlacionan en ambos receptores.
También, la mayor afinidad que presentan los ligandos por los receptores 5-HTza respecto de los
5-HTac puede ser interpretada a la luz de los resultados obtenidos en este estudio.

La interaccion con mayor relevancia observada en esta tesis es de carécler electrostatico
y se establece enire el grupo amonio de los ligandos y el residuo de Asp's de! receptor 5-HTza
(Asp134 del receptor 5-HTxc). Para los demés residuos que interactian con los ligandos en el sitio
de union también existe un buen acuerdo, aunque éstos contribuyen menos a la energia. Las
interacciones de largo alcance predominan en la energia de interaccion de los residuos vecinos al
anillo inddlico de 5-HT, al anillo bencénico de los 1-{2,5-dimetoxi-4-X-fenil)-2-aminopropanos (X =
-Br, -NOz, -CN) o el anillo de ia ergolina en el caso del LSD o 2-Br-LSD. El andlisis de las
energlas involucradas en las estructuras minimizadas obtenidas a través del proceso de
“docking” muestra un buen acuerdo con los resultados experimentalesfdescritos en la literatura.

A pesar de las limitaciones en los procedimientos de construccion, los modelos para
receptores 5-HTaa y 5-HTac entregan resultados que estan de acuerdo en lineas generales con
los datos experimentales disponibles de afinidad y selectividad para agonistas. Estos modelos
integran y evaltan la informacion obtenida de varios modelos postulados anteriormente, y por lo
tanto constituyen una extension y refinamiento de los mismos. Muestran que en el enlace de
agonistas, a pesar de ser estructuralmente parecidos, a veces basta con el resmplazo de un

grupo (i.e un atomo de halégeno por un grupo polar) para cambiar la afinidad. Por tanto, el
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“docking” de figandos no debe tomar en consideracidn sélo la esfructura sino tambign las
caracteristicas funcionales de los ligandos.

El trabajo quimico cuantico se centrd en la descripcion de fa superficie de energia
potencial de ligandos serotoninérgicos y en un estudio sistemético de la interaccion ligando-
aspartato a través de un enlace por hidrogeno. Elegimos un sistema modelo, amoniaco/amonio-
acido formico/formiato, para estudiar a posicion relativa del equilibrio tautomérico en ef vacio y en
la presencia de campos eléctricos. Los resultados aplicados a una familia de ligandos
serotoninérgicos dio como resultado un mejor entendimiento de la influencia de los cambios
estructurales de éstos.

Demostramos también que las metodologias. desarrolladas en el marco de la
aproximacion Hartree-Fock-Roothan proveen una buena descripcion de la superficie de energia
potencial y de las estructuras electronicas de ligandos serotoninérgicos. En particular el
hamiltoniano AM1 recupera los resultados experimentales de espectros RMN de H.

Los aspectos mas relevantes del trabajo quimico cuéntico tienen relacion con los
descriptores moleculares de la basicidad, al menos de aminas, frente a la protonacion. La primera
conclusion es que el HOMO, utilizado profusamente en la literatura actual, no es siempre el
orbital molecular donde deben medirse los descriptores moleculares de reactividad, sino en los
orbitales moleculares que participen directamente en la interaccion. En el caso de la interaccion
amina — 4cido formico, es indudable que el orbital molecular que representa al par electronico
libre es aquél que debe ser considerado, con el objeto de medir algn indice de reactividad como
base de estos compuestos; lo mismo ocurre con e! formiato correspondiente. Este orbital puede
ser faciimente ubicado, como aquél que exhibe la carga mas alta sobre el atomo de N entre los
orbitales moleculares ocupados.de més alta energla, la cual formalmente esta dada por la funcion
de Fukui nucleofilica [3].

En resumen, examinamos descriptores moleculares de la basicidad de aminas y
demostramos que la aproximacion de core rigido no es aplicable a sistemas cuyo HOMO
pertenezca al sistema 1 y el grupo amino al sistema a.

En esta tesis proponemos:

a). que dichos descriptores sean medidos en et orbital molecular que representa el par

electronico libre sobre el 4tomo de nitrégeno del grupo amino.
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b} que el valor propio de la energia del orbital molecular anteriormente mencionado
constituye un descriptor molecular de la basicidad de aminas en general y, en particular, para los
ligandos serotoninérgicos, y es aplicable tanto a sistemas aislados como condensados o en la

presencia de campos eléctricos.

Finalmente, en esta tesis hemos logrado un mejor entendimiento de la interaccion
ligando-Asp como sistema aislado, tanto como en la presencia de campos electricos que pueden
ser creados por los fragmentos moleculares, por moléculas de agua, elc, que existen en el sitio
de union del ligando. Las interacciones ligando ~ acido formico, estudiadas en sistemas aislados
y en solventes polares, mostraron acuerdo con los datos experimentales. La inclusion de cargas
puntuales, como modelos de campos eléctricos creados por residuos y/o moléculas de agua
estructurales, nos permitieron obtener una mayor comprension de la interaccion ligando -
aspartato, incluyendo un posible mecanismo de activacion o desactivacion del receptor en lo que
respecta a la unién o disociacion det ligando.

Las proyecciones de esta tesis son varias. Entre ellas se destaca la posibilidad de usar
los modelos estructurales obtenidos en estudios mas rigurosos de analisis de cambios
conformacionales en estos receptores para analizar posibles mecanismos de activacion de
proteinas G, estudiar interacciones del tipo proteina-proteina, y ademas proveer una estructura
para el estudio y racionalizacion de la interaccion con otros figandos, el disefio de nuevos
ligandos serotoninégicos, la propuesta de estudios experimentales de mutacion, efc,

En lo que respecta a los nuevos parametros de reactividad obtenidos, éstos permitiran
analizar la reactividad de nuevos ligandos serotoninérgicos y de aminas en general tanto en
medios condensados coma en el vacio. Ademas, nuestro modelo de cargas puntuales puede ser
aplicado a sistemas reales en los que existen muchas ofras interacciones provenientes de otros

residuos, los que pueden ser convenientemente representados por este modelo.
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Apéndice Il. Metodologia

A 1i.1 Métodos Mecano-cuénticos

En este capitulo se hara un breve resumen de la metodologia mecano-cuantica [1,2], asi
como de sus principales ventajas e inconvenientes. Hablaremos de las técnicas que usan la
teoria de orbitales moleculares, ya que son las méas ampliamente utilizadas. De modo general no
existe un método cuantico que permita resolver o pueda ser aplicable a todo el abanico de
problemas quimicos.

Dado que las propiedades de una superficie de energia potencial (SEP) {topografia,
naturaleza y posicién de los puntos estacionarios) pueden depender del mefodo de calculo
utilizado, las conclusiones que se pueden extraer acerca del mecanismo de una reaccion quimica
por ejemplo pueden diferir dependiendo del tipo de aproximacion utilizada. Para el célculo de una
SEP [3] un método debe satisfacer ciertos requisitos; este debe reproducir:

» Energias relativas de reactivos.
e La curvatura de SEP en las zonas de los puntos estacionarios.

¢ Las caracteristicas geométricas de dichos puntos.

Los métodos semiempiricos, por ejemplo, se desarrolfaron con el objeto de calcular
algunas propiedades moleculares y satisfacer adecuadamente sélo algunos de los requisitos
mencionados; por ende las conclusiones que se extraigan deben tratarse con precaucion.

A grandes rasgos, podemos hacer una clasificacion de los métodos cuanticos en fres
clases:

- ab iitio
- Funcionales de la densidad

- Semiempiricos

Muchas de las caracteristicas de los dos primeros métodos son similares, siendo la
principal diferencia la forma de tratar los términos que aparecen en las diferentes ecuaciones. Los
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métodos ab initio calculan todos los términos usando técnicas numéricas y/o analiticas con una
precision limitada solo par el programa o e! computador; mient}as que los métodos semiempiricos
utifizan parametros experimentales u otros criterios para asignar o descartar ciertos términos en
las formulas.

A1l 1.1 Métodos ab initio

Los métodos ab initio [4,5] buscan la solucién de la ecuacion de Schrédinger con el
minimo de aproximaciones posibles, sin el uso de datos semiempiricos. Lo que [os distingue del
resto de los métodos de calculo es gue son potencialmente exactos. Es posible, ademas, mejorar
un resultado elevando de modo adecuado el nivel de calculo, cosa que no sucede en los métodos
semiempiricos, cuyas mejoras dependen de las aproximaciones usadas y datos experimentales
usados por el autor del programa. Los métodos ab initio son capaces, en principio, de describir
cualquier estado de una molécula, aunque en la préclica la potencia del computador sigue
constituyendo un limite. Ademas, todos los programas deberian dar Ja misma respuesta a un
problema dado, siempre y cuando sea capaz de realizar dicho célculo. La principal desventaja de

este tipo de métodos sigue siendo la gran cantidad de tiempo calculado que requieren.

La ecuacion de Schridinger independiente del tiempo para una molécula poliatdmica

viene dada por.

H ‘P(ql 5(111) = qu(q.l ’qu)

2 F'm,

H =(—TI—Z Lvz -;—mZV? +V(q;,c1a)}

Donde el término correspondiente a la energia potencial es:
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Z Zﬁe

Uaq.)= T3 —o=

a wpf  Tap a i af ) lj

En este punto se introduce la aproximacion de Born-Oppenheimer, mencionada
anteriormente, en la que se suponen a los nicleos como masas puntuales ¢ infinitamente
pesadas, y dado que los electrones se mueven mucho més rapidos que éslos, en una buena
aproximacién podemos considerar los niicleos estaticos. En el hamiltoniano del sistema esto se

traduce en la separacion de la funcién de onda nuclear y la electronica (3).

Ha'¥, = [ TV - ZZZ"’ 593 f}P E,¥, ]

i i)j

Siendo ahora We asi como Eq dependientes de las coordenadas de los nicleos, pero de
modo paramétrico.

Alin habiendo despreciado el movimiento de los niicleos {aproximacion que en la mayoria
de los casos proporciona buenos resultados), la ecuacién de valores propios { ) no se puede
resolver exactamente de modo analitico, ya que la presencia del término de interaccion electron-
electron en la energia potencial hace imposible llevar a cabo una separacion de variables de
modo que pudiéramos expresar ¥ como un producto de funciones de onda para cada uno de los
glecirones.

La solucién a este problema la proporciond D. Hartree y fue posteriormente modificada
por J. Slater y V. Hock de modo que se cumpliese del principio de exclusién de Pauli. Inicialmente
esta metodologia se aplico para la resolucion de 4tomos poli electronicos, en donde tambien
aparece el término de repulsion electronica, y la tnica diferencia es que el hamiltoniano compieto
es el comespondiente & la ecuacion ( ), al no existir el término de repulsion nuclear. La idea
basica es que cada electron se mueve bajo la influencia de un campo creado por los nicleos y el

resto de los electrones.
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Para un &tomo con una configuracion electrénica dada, se genera la funcidn de onda
como un producto de los Orbitales Moleculares (OA) hidrogenoides (&), pero teniendo en cuenta
las cargas nucleares efectivas por el efecto de apantallamiento que suiren los electrones de las
capas mas externas por parte de los electrones de las capas intemas. Entonces se intenta
resolver a la ecuacion { ) congelando todos los orbitales atémicos excepto uno que se optimizara
de modo que minimice la energia, obteniendo de este modo un orbifal mejorado. Este
procedimiento se repite para todos y cada uno de los orbifales de la configuracion obteniendo un
primer conjunio de orbitales mejorados. El ciclo se repite hasta que los orbitales y las energias
obtenidas no difieran de modo significativo del conjunto anterior. Este conjunto de soluciones se
denomina autoconsistente (SCF) y se aceptan como una solucién al problema.

La mejora introducida por Fock y Slater, radica en la introduccién del spin en la funcidn
de onda del atomo, de modo que fuera antisimétrica respecto al intercambio de dos elecirones.
Vieron que la funcion de onda completa para un sistema polielecironico se puede escribir como
un determinante en el que se-incluyen los orbitales hidrogenoides sobre los que se van a realizar
las modificaciones en cada paso del SCF junto con las componentes de spin ( ):

@, (Dar(l)..... @, OB)eerveeeneen @, (Da(l)........ @, (1B(1)
1| 0,2)02)... 0 (2B2) e @, (2)f2)...... 2, (2)B(2)

2n )t

Este sistema se aplica también a moléculas donde -bajo la aproximacion del Orbital
Molecular (OM)- la funcién de onda Wowm del sistema se construye a partir de la combinacion
lineal de los distintos orbitales atémicos (CLOA), o funciones de onda base (centradas en los

nlicleos y con propiedades de simetria en los orbitales atémicos):

Fou = ch‘bk 8
K
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Los coeficientes de esta expansion para los distintos estados del sistema con sus
correspondientes energias, se obtienen al resolver la ecuacion de Rotan, resultante de aplicar &l

método variacional lineal a ¥ou:

en donde Fj es la integral (¢ IF ¢; ) correspondiente al operador de Fock que, referido a
un eleciron determinado, esta formado por el operador de la energia cinética de dicho electrén, el
operador energia potencial para las afracciones entre el electron y los nicleos, el operador de
Coulomb comespondiente a la energia potencial de repulsion generada por el resto de los
electrones; mientras S; corresponde a la integral de solapamiento entre los orbitales i}

La ventaja de este método reside en la simplificacion del célculo SCF, ya que ahora las
funciones son fijas y no varian en el proceso ilerativo, siendo los coeficientes o Uinico que se va
optimizando.

Entre los distintos tipos de bases que se pueden usar, las que mejores resultados dan

son las formadas por un factor exponencial u orbitales tipo Slater (STQ):

b =1, (0,0) 8

El problema de estas funciones reside en que son poco apropiadas para el célculo
integral ya que consumen mucho tiempo de CPU. El segundo fipo de orbitales son los
representados por gaussianas (GTO), introducidos por Boys, que representan peor los orbitales
atémicos que los STO, pero tienen la ventaja de que todas las integrales de los calculos pueden
evaluarse analiticamente sin necesidad de realizar una integracién numérica. Generalmente, se

opta por usar una combinacion lineal de funciones gaussianas para obtener las funciones de
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base. En este caso las funciones obtenidas se llaman gaussianas contraidas (¢x) vy a las
funciones que se emplean para hacer la combinacion lineal se denominan gaussianas primitivas

{):

You =Z,ck¢k =Zk:°kzdu76i 9

Se obtienen mejores resultados cuantas mas funciones de base escojamos, pero
obviamente el tiempo necesario para el calculo sera mayor. Este criterio nos permite clasificar los

distintos tipos funciones base existentes en los programas de calculo.

A1l 1.1.1 Base Minima

En este caso se usan Unicamente las funciones necesarias para distribuir los electrones
de los atomos que forman las moléculas, Por ejemplo, el grupo [B,C,N,O,F,Ne] usarian cinco
gaussianas ¢k correspondientes a los orbitales 1s 2s 2px 2py 2p.. Notese como en el caso de los
orbitales p se afiaden los tres aunque no estén ocupados. La experiencia, sin embargo, aconseja
expandir esta base para algunos casos. La base minima cominmente utilizada es la STO-3G, en
la que cada orbital atomico se representa mediante una combinacion lineal de 3 gaussianas
primitivas (), que se eligen de modo que simulen un orbital de Slater.

La ventaja de este tipo de base es que los célculos son rapidos, pero los resultados no

son muy precisos, sobretodo en lo que se refiere a vibracion y angulos de enlace.

A1l 1.1.2 Conjunto de funciones de base de particién de la capa de valencia

Conocidas también por su nombre de Split-Valence, en estos conjuntos se duplica el
nimero de gaussianas contraidas que representan orbifales de valencia. En el caso de los
elementos del segundo periodo, el nimero de gaussianas contraidas es 9 1s 2s 25" 2px 2py 2p;
20 2py 2p<. Un ejemplo es e conjunto 3-21G en el que se usan fres funciones gaussianas
para describir el core (1), 2 para los conjunios 2s y 2p, y una para los 25 2p'.




A 11 1.1.3 Conjuntos de bases extendidos

e Conjunto de base Doble Z
Se duplica el nttmero de gaussianas contraidas de todos los orbitales ( no sélo los de
valencia). Asi los elementos del segundo periodo estaran representados por 10 d; 1s 18" 25 25
2Dx 2py 2p2 2Dx 2py 2p2 .

+ Conjunto de funciones de base con polarizacién

Consiste en introducir funciones gaussianas contraidas de mayor nimero cuantico angular a las
necesarias (generalmente en la capa de valencia), de modo que el efecto resultante sea una
expansion del volumen donde esta situado el electron. Se indica con un asterisco cuando se
afiaden funciones de tipo d para todos excepto para el hidrogeno; y se utilizan dos asteriscos

cuando se ufilizan, ademas, funciones de tipo p para los atomos de hidrégeno. Ejemplos son los

conjuntos 8-31G* y 6-31G**. Dichas funciones continlian estando centradas en los nicleos, pero

obtenemos funciones mas flexibles para describir sistemas polares, etc.

» Conjunto de funciones de base difusas

En este caso se afiaden mas funciones de tipo sp al conjunto de numero principal
cuéntico mayor, con lo que ganamos electronegatividad en el atomo. Este tipo de funciones se
emplea para describir sistemas cargados negativamente. Se emplea un signo (+} cuando se
introduce un juego de funciones difusas consistente en un orbital del tipo sp para todos excepto el
atomo de hidrégeno, o dos signos (++) en el caso de introducir dos juegos sp para todos los
atomos. Un ejemplo es el conjunto 6-31++G**.

Respecto al tipo de funcion de onda SCF, existen casos -como los de capa abierta- en
los que el uso de una funcion de onda correspondiente a un estado singlete no resulta adecuado,
por no ser capaz de describir al sistema, y habria que realizar una combinacién lineal de
determinantes de Slater con todas las posibles combinaciones de electrones desapareados. Sin
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embargo, para los estados energéticos mas bajos de sistemas radicalarios podemos seguir
usando una aproximacion monodeterminantal.

Los tipos de funciones de onda SCF son:

o Restricted Hartree-Fock (RHF) o de capa cerrada, todos los orbitales estan doblemente

ocupados. Cada par de spin-orbitales tiene la misma funcion espacial.

Prr = [07030307......0]

10

e Unrestricted Hartree-Fock (UHF) o de capa abierta: los orbitales estan ocupados por un
solo electron. Este tipo de funciones permiten obtener generalmente mejores valores de
energia, pero las funciones de onda que se obtienen no siempre son funciones propias
del operador de spin, por lo que no son estados electronicos puros {se describe una
mezcla de estados electronicos). En este caso los pares spin-orbital no tienen
necesariamente la misma parte espacial.

11

Poe = 070P05050505-..... 0%

o Restricted Open Hartree-Fock (ROHF) o de capa abierta de spin alto: algunos de los
orbitales estan doblemente ocupados, y algunos sélo por un electron, pero siempre con

el mismo spin.

12
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En funcién con el problema que encontramos deberemos, obviamente, utilizar el tipo de
funcion de onda que mejor describa el sistema. La siguiente Figura All.1 esquematiza esta
clasificacidn en funcion del spin.

A A A
¥, —I—‘P‘: = ¢
r'y

¥ — Y ——¥5 4

ENERGIA Y v

A A A
—if——-%a “if__“qﬁ ““““—“qﬂ; _‘f“‘" %

A A
f—‘ﬂ %‘I’% — ¥ %‘Pﬁ

RHF ROHF UHF

Figura A 11.1 Representacion de las distintas funciones de onda, en funcion al tratamiento que se
le da al spin electronico

Los calculos SCF, aungue permiten una descripcion sencilla de las moléculas, solo
ofrecen soluciones relativamente precisas para estructuras proximas al equilibrio, y no siempre.
Mientras que las distancias de enlace para estados fundamentales son bastante aceptables (el
error cometido es inferior al 1%), pocas propiedades més pueden calcularse con un error por
debajo del 10% (frecuencias de vibracion, distribuciones de carga 0 momentos dipolares). Una
funcion de onda SCF Hartree-Fock tiene en cuenta las interacciones entre los electrones de
forma promediada, debiéndose considerar las interacciones instantaneas entre los electrones, ya
que realmente los electrones se repelen aparténdose unos con ofros. Debido a esta interaccion
se habla de hueco de Coulomb como la region que rodea a un electrdn en un atomo, en la que la

probabilidad de encontrar un electrn distinto de éste es bastante pequefia.
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La mejora de un calculo SCF puede realizarse de dos modos. Si la descripeién SCF del
sistema es cualitativamente cormrecta se pdeden aplicar métodos pertubativds tales como los
metodos Moller-Plesset de orden n (MPn). Si el tratamiento SCF no es aceptable para el
problema que fratamos serd necesario introducir en la funcion de onda del sistema mas de un
determinante de Slater. A este tipo de métodos pertenecen el de interaccion de configuraciones
(C1) 0 los muiticonfiguracionales (MCSCF).

Obviamente cabe mencionar que si un calculo SCF no resuelve un problema particular,
los métodos semiempiricos tampoco seran adecuados dado que son mélodos SCF

parametrizados.

Al 2 Métodos DFT

Un tratamiento alternativo al SCF es la Teoria de Funcionales de Densidad (DFT) [6,7]
En ésta, se reescribe el hamiltoniano electronico de la ecuacion de Schrédinger en funcion de la
densidad electronica, p(r), evitando asi el célculo de la funcién de onda electrénica. Ademas, una
vez conocida la expresion exacta de p(r), de los exiremos correspondientes a maximos se puede
obtener la posicion de los nicleos, e incluso a partir del gradiente en dichos puntos, |Vp(r) |,
podrian obtenerse las cargas.

Para un sistema formado por N electrones, la densidad electrénica se define como:

13

p(r)= N[..[|#[ ds,dx,...dx,

[p(r)d, =N L

Donde ¥(x4,......xx) corresponderia a la funcién de onda electronica de la molécula,




Hohenberg y Kohn [8] demostraron que existe una relacion directa de isomorfismo entre
la densidad electronica p{r) y el potencial externo, de modo que uno determina al otro. Esto nos

permite expresar la energia en funcion de la densidad.

Elp)=V,.(p)+T(p)+ V.. (p)

E(p) = [ v(r)p)dr + T(p)+ V.. (p) 15

16

Donde T(p) es la energia cinética, Vne(p) es la energia de interaccion nicleo-electron vy

Veo(p) €s la energia de interaccién electron-electron que contiene la interaccion couldémbica J(p):

o)= 5] [ ole ol e

17

Los dos términos, T v Vee $On una funcion universal de la densidad, p, y al no depender

del potencial extemo, v(r), son idénticos para los dos sistemas.

El segundo teorema de Hohenberg y Kohn nos permite introducir el principio variacional,

aunque nos restrinja a estados fundamentales: cualquier densidad aproximada p determina su

propio hamiltoniano y su propia funcion de onda '¥.

(W

) =E(S)=Ju(r)S(r)dwT(S]ww[S]zE(p) ”

La importancia de este teorema radica en su practicidad, i.e., si poseemos una buena
representacion de Ia funcién densidad, podemos minimizarla para obtener los mejores orbitales y

la energia.
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Kohn y Sham [9] introdujeron la idea de considerar la funcidn de onda determinantal para

N efectrones no-interaccionantes en N orbitales (¢y). Para dicho sistema la energia cinética y la

densidad electronica viene dada exactamente por:

£6)- 3370
o)= S

Siendo la energia del sistema:

E(p)=T,{p)+ [0, (r)p(r)dr

19

N

21

Para nuestro sistema en el si inferaccionan los electrones, podemos expresar la energia

¢amos

E(p) = [o(rp(rhdr + T,(p) + 1(p)+{T(p) - T, (p)] + [Vee ) - 3(0)]

Si definimos ahora la energia de intercambio y correlacion, Ex, como:

E..(p) = [T(p)- T.(p)]+ [V..(p) - I(0)]

siendo:

22

23

24

0ulp)= 5 5<(0)
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Transformamos el problema de N electrones interaccionantes en uno en el que éstos no
interact(ian, cuiya ecuacion de valores propios es:

1o () 4o
{—EV +U(r)+'[l_§“T'ldr +u“(r)}bi =g, 0; 25

Dado que p(r) queda determinada por la ecuacion (22), lo {inico que resta es obtener la
expresion de Exd{p).

En la parte concemiente a los algoritmos utilizados en el calculo, las ecuacionas de Kohn
y Sham son similares a las SCF, de modo que se expresan los orbitales ¢ en forma de expansion

lineal de gaussianas, reduciendo la ecuacion de Schrédinger a un determinante secular:

¢; = anqna
@ R
1 Y
;ciﬁ (T]u. - EVZ + D(I')+ _[ |f£rr)r[ dr'+ Uy (Y)'— € nﬂ) =0 77

Aqui cabe recordar que el potencial de intercambio HF no es local ni multiplicativo,
mientras que en DFT, si la energia de intercambio-correlacion se expresa en términos de p y Vp,

entonces dicho potencial de correlacion es local y multiplicativo.

Otro aspecto interesante es que el procedimiento SCF se puede hacer so6lo en el caso
que la funcién de onda sea RHF o UHF. El método ROHF no es apropiada dado que Ia teoria
DFT es formalmente exacta, y debe ser capaz de predecir el exceso de densidad B-spin en

algunos nicleos. Ademas, dado que la funcién de onda DFT no observa el spin, no se puede




162

calcular la cantidad <w|S%w>, que proporciona una medida de la contaminacion debida al spin
en los calculos SCF no restringidos.

Actualmente el problema de estos meétodos reside en la dependencia exacta de Exc
respecto a la densidad, siendo la méas utilizada la aproximacion B3LYP. Esta se caracteriza por
ser una modificacion de la expresion de Exc que se obtiene para el gas de electrones uniforme!
{Local Density Aproximation), introduciendo el gradiente de la densidad (Becke) como correccion
al intercambio electronico (rompiendo asi la homogeneidad del modelo LDA), y términos de
correlacion (Lee-Yang-Parr) obtenidos en las aproximaciones para Ia energia de correlacion del
helio.

Desde este punto de vista, la DFT puede ser sdlo una teorfa semiempirica, ya que es
posible que nunca se encuentre la expyesion exacta para el funcional de intercambio y
correlacion; sin embargo, seria el mejor ya que los pardmetros introducidos no dependen del
sisterna molecular.

Finalmente comentar que al contrario de los métodos basados en la teoria de Hartree-
Fock, no hay manera de mejorar sistematicamente la calidad de las energias DFT, ya que se
producen modificaciones en el Hamilloniano, en lugar de aproximar la funcion de onda como se

hace en los calculos ab initio.

A I1.3 Métodos Semiempiricos

En este tipo de métodos [1,2,4] se busca reducir el tiempo necesario para realizar el
calculo Ab initio, del cual cerca del 70% de la CPU se destina al calculo de integrales de
interaccion electronica del tipo:

.” f: (i)fs (1)?1"f ¢ (j)fu (j)dVidV P = (rsltu) 28

De entre las distintas posibilidades, 1a que trataremos se basa en reemplazar |la mayoria
de estas integrales por parametros experimentales (como pueden ser potenciales de ionizacion,
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calores de formacion, etc.) y el uso de varias expresiones aproximadas que esmplean dichos
parametros para evaluar las integrales; y de ésios, aquelios métodos que son autoconsistentes
SCF, donde se resuelven iterativamente Ias ecuaciones de Roothaan.

Practicamente todos los métodos semiempiricos son métodos de aproximacion de
valencia, es decir, se foma en cuenta Unicamente los electrones de valencia y las capas de
orbitales atomicos de valencia. La influencia de los electrones del core se incluye en los
parametros empiricos. El hamiltoniano del electron de valencia, para un sistema de n electrones

de valencia, fiene la forma:

H, = i[—%vf +Vi)+zn'l'zl

i=l i=l M rij 29

donde Vi es la energia potencial del electrdn de valencia i en el campo de los nicleos y
electrones de capas internas, y la cantidad entre paréntesis es el Hoore.

Cuando se expresa cada OM como una combinacion lineal de OA, las integrales de
Coulomb y de intercambio que aparecen en la resolucidn de las integrales de la ecuacion de
Roothaan se transforman en combinaciones lineales de repulsidn de dos elecirones (rs | tu) para
los orbitales atdémicos.

Los diferentes métodos semiempiricos difieren en los procedimientos de parametrizacion,
asi como en el caracter y nimero de integrales cuyo calculo es despreciado.

El método CNDO (Complete Neglect Differential Overlap) [10] emplea una base minima
de orbitales atdmicos de valencia de Slater con exponentes orbitales fijos para cada atomo. Dicho
método se basa en la aproximacion ZDO (Zero Diferential Overlap), la cual desprecia &l

solapamiento producido entre los distintos orbitales de un mismo atomo:
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Teniendo en cuenta la ecuacion anterior, podemos expresar ias integrales de repulsion
electronica como:

(rs[tu) =00, (rr|tt) =0,.0,Yx 31

Asi pues, el método ignora muchas, pero no todas las integrales de este tipo, aunque
solo se aplica a integrales morio y bicéntricas, despreciando las de tres y cuatro centros.
Usualmente dichas integrales yrt se tratan como pardmetros empiricos en lugar de evaluarlas.

Por otro lado, 1as iniegrales del hamiltoniano del core se pueden aproximar usando datos
experimentales como pueden ser potenciales de ionizacion atomica y afinidades electronicas, o
tomando algunos de ellos como parametros ajustables de modo que los resultados se ajusten a
los proporcionados por los métodos Ab inifio de base minima.

B = <F, (e (G
o = (F, (AL G, ()

32.33

En el método INDO [11], que se supone una mejora respecto del método CNDO, no se
desprecia el solapamiento diferencial entre los OA de un mismo &atomo en las infegrales de
repulsion electronica -como en el caso anterior- de un centro, pero si en las de dos centros. Este
método proporciona mejores resultados que el anterior, sobretodo cuando es importante Ia
distribucion del spin electronico (como puede ser en el calculos de espectros ESR). En lo que se
refiere a resultados ambos dan generalmente angulos de enlace molecular precisos, asi como
longitudes de enlace, pero energias de disociacion inexactas.

A finales de los sesenta, aparecieron dos nuevas aproximaciones: fa teoria PNDO (Partial
Neglect Differential Overlap) por Dewar y Klopman [12], y el MINDO/1 (primera version del INDO
modificado) por Dewar y Baird [13,14]

Ambas coinciden en la eleccion de los parametros, de modo que los calores de formacion
calculados se ajusten lo mas posible a datos experimentales. Por ofro lado el hecho de aplicar

esta condicion de contamo tiene como consecuencia una pérdida de precision en el calculo de
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geometrias moleculares, asi como la sobreestimacion en la estabitidad de pequefios ciclos y
mala descripcion de los enlaces de hidrogeno.

El método MNDO, basado en la aproximacion NDDO (Neglect of Diatomic Differential
Overlap), no emplea parametrizacion para las integrales de resonancia B (3.51), y aunque el
nimero de integrales de interaccion interelectronica aumenta de modo considerable (los tiempos
de CPU son 1.5 veces més largos que los requeridos por el método MNDO/3), el nimero de
parametros se ve reducido considerablemente y ofrece por norma general mejores resultados.

Dentro de ésta misma aproximacion (NNDQ), se encuentran los métodos AM1 (Austin
Model 1, desarrollade por Dewar) [15] y PM3 (desarrollado por Stewart) [16], cuya principal
diferencia consiste en la parametrizacion, y que introduce mejoras notables en la descripcion de
enlaces por hidrégeno, energias de activacion, etc., respecto al método MNDO, aproximandose
mas a los resultados Ab initio.

En general dado que los métodos semiempiricos intentan reproducir los resultados de los
calculos OM SCF ab initio con menor esfuerzo, los resultados también tendran fo bueno y lo malo
de las funciones SCF: buenas geometrias, pero energias de enlace deficientes. No obstante la
gleccidon adecuada de los pardmefros puede dar lugar a la obtencién de resultados mejores que
los obtenidos via SCF ab initio, ya que a través de estos pardmetros puede compensarse, en
cierta manera, la falta de correlacion electrdnica.

A 1.4 Efecto del medio

A 11.4.1 Modelos de Contintio

La introduccion de los efectos del medio se hace necesario debido a que es posible
observar como los caminos de reaccion en solucion o en medios enzimaticos suelen diferir de
aquellos anélogos en fase gas o solventes no polares incliso en aquellos casos en que el agua
no juega un papel estructural o catalitico en la reaccion.

Enfre las distintas teorias se pueden distinguir dos lineas de trabajo; la teoria de la
solvatacion, que pretende obtener cantidades observables del sistema, como energias de

solvatacion, y suelen estar basados en los métodos clasicos, y la teoria del efecto solvente la
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cual se base en determinar como afecta el medio a la funcién de onda del soluto, En esta
apartado nos centraremos en la teoria del efecto del solvente, intentando dar en todo momento
una vision general del método. Un fratamiento de este efecto con mayor profundidad se
encuentra en las referencias {17-20].

Una de as formas mas sencillas actualmente de estimar el efecio del solvente sobre la
funcidn de onda del soluto es el empleo de modelos de contintio. Estos modelos se basan en
aproximar el solvente a un medio continuo dieléctrico e infinito en el cual se genera una cavidad
donde ira alojado €l soluto. Es importante resaltar que la forma de dicha cavidad influira de modo
determinante en las propiedades termodinamicas que se calculen. De hecho la forma de dicha
cavidad asi como el modo de calcular su distribucion de carga superficial son actualmente [a
principal diferencia entre los diversos métodos, aunque como veremos mas adelante el calculo de
la energia de solvatacion no depende Unicamente de estos factores.

El proceso empleado para calcular la variacion de energia libre que se produce al
solvatar una molécula consta de fres pasos:

1. Partimos de un sistema formado por un solvente puro y una molécula de soluto aislada.

2. Se genera una cavidad en el solvente donde se introducira el soluto posteriormente. La
variacion de energa libre de esta etapa se denomina energia de cavitacion : AGe. Este
tlfimo solo depende del solvente y de las propiedades geoméiricas de la cavidad y
siempre es una cantidad positiva.

3. Se posiciona una molécula en la cavidad. La variacion de energia iibre correspondiente a
este paso puede descomponerse a su vez en otras contribuciones:

3.1 Si consideramos a la molécula como un cuerpo rigido con las misma estructura
electrénica y nuclear que la correspondiente en fase gas, el campo electronico generado
en los alrededores de la molécula polariza e! contindio. Como consecuencia aparece un
término de potencial electrostatico en la cavidad. Este potencial de reaccion
interaccionara nuevamente con la molécula.

3.2 Ofra consecuencia del potencial de reaccion aparece al relajar e! soluto. Dicho potencial
produce una perturbacion induciendo a una variacion en la estructura elecironica y
nuclear de partida. Obviamente este nuevo cambio en el soluto provoca una nueva

polarizacion en la cavidad del solvente. En la practica se considera usualmente la suma
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de las dos variaciones de energia libre como la contribucion electrostatica, AGe, cuyo
valor es siempre negativo.
3.3 Finalmente esta el término correspondiente a la energia libre de dispersion-repulsion

soluto-solvente de corto alcance, AGaisp.

La variacion de energia libre del proceso de solvatacion la expresamos, por tanto, como:

AG, = AG,, +AG, +AG,,

4

Si analizamos la variacion de energia libre correspondiente al término electrostatico, que
es el que va a ejercer mayor influencia sobre la funcidn de onda del soluto, esta se calcula como
la diferencia de energia entre el sistema definido por el hamiltoniano del soluto en fase gas al que
se le ha afiadido el término correspondiente al pofencial electrostatico de la reaccion, Vi, y la del
soluto en fase gas.

E! célculo de dicho potencial Vi no es tarea facil, ya que como se ha indicado
anteriormente depende de la funcién de onda del soluto {lo que plantea un sistema doblemente
iterativo), y de la aproximacion que se emplee para determinar el potencial de polarizacion que
adquiere la cavidad (lo que se traduce en el modo de generar dicha cavidad). Habitualmente
dicho potencial se puede expresar como un conjunto de cargas distribuidas sobre la superficie de
la cavidad o como la suma de momentos multipolares del soluto, La cavidad puede aproximarse
mediante geomeirias sencillas {esferas, elipsoides) no siempre ajustadas a la forma de la

molécula del soluto, o mediante un conjunto de esferas centradas en los atomos.

A 1.5 Métodos Clasicos

Los métodos clasicos son denominados generalmente como Mecénica Molecular (MM)
[1,2], estos métodos provienen de una aproximacion clasica al célculo de las energias y
geometrfas moleculares. En estos las moléculas se describen principalmente a través de

osciladores armonicos, y se plantean las interacciones con el resto del sistema empleando
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potenciales de caracter electrostatico y otros tipos de interacciones no enlazantes, que dependen
de la distribucion de carga eléctrica presente en los nicleos de la molécula. El sistema viene
entonces representado por una funcion de energia potencial que hay que minimizar para obtener
la energia de equilibrio. Dichas funciones son susceptibles de parametrizacion a partir de datos
experimentales, como pueden ser los espectros de vibracion -de los que se sacan las constantes
de fuerzas de los enlaces- difractogramas de Rayos X- obtencién de distancias de enlace- o de
célculos ab initio de sistemas similares, aunque de dimensiones mas reducidas.

Por ejemplo, en el caso del método del campo de fuerzas VFF (Valence Force Field) [21],
la energia potencial del sistema esta representada por una funcién analitica de las coordenadas
intenas y las distancias interatdmicas expresando los cuatro grupos de interacciones, tension,
fiexion, torsion y no-enlazantes. Los pardmetros para esta funcion fueron refinados para
reproducir datos experimentales de un conjunto de compuestos modelos donde se incluyen los

grupos funcionales que estan presentes en los aminoacidos [22-24].

(¥

Figura A 11.5.1

+E +E +E 38

Flexion Torsion No Enlazante

EVFF = E'l't:nsic'm

donde Erension COrresponde a la energia de vibracion de tension entre dos atomos unidos
por un Senlace. Dicha vibracion se supone de modo general como arménica, por lo que su forma
sera similar a la que proporciona la ley de Hoke. Pare este caso concreto, se entiende como una
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sumatoria a todas las coordenadas interas correspondientes a distancias de enlace de nuestro
sistema:

ETcnsién =Q sz(r —Ty )2

Enlaces

36

En la ecuacion (3.33) Ks es la constante de fuerza del enlace, ro es la distancia de
equilibrio entre los dos atomos que forman el enlace, r es la distancia propia de nuestro sistema,
y es Q una constante numérica cuyo valor depende del sistema de unidades adaptado para
expresar Ks, r y ro. En el caso concreto de emplear {Kg/S?] para Ks y [A] para las distancias,
habria que sustituir Q por 0.7194 para que las unidades de energia fueran en fkcal mol]. Tanto
Ks como rp son parametros tabulados, que se obtienen a partir de parametros estadisticos para
dicho enlace bajo un entorno similar. Hay que sefialar que el empleo de una parabola no es lo
mas adecuado para describir la curva de energia potencial de un enface, ya que es incapaz de
simular el comportamiento real del sistema en todo rango de distancias, y sobre todo en aquellas
proximas al punto de disociacion. Una aproximacion més realista seria emplear potenciales de
Morse, pero nos encontramos con un aumento del tiempo necesario para realizar i célculo; una
opcion alternativa es aumentar Ia expresion polindmica hasta el cuarto grado.

En el caso de Ereden, correspondiente a la vibracion de flexidn entre fres atomos
enlazados, también se emplea una suma de términos cuadraticos en la que aparecen la variacion

del angulo y una constante Kg:

E Fesitn =Q'ZKB(9“90)2 37

Angulos

al igual que en el caso anterior, es €2 una constante numérica que asegura que las

unidades de energia sean coherentes (generalmente [kcal mol]).
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La energia asociada al movimiento de torsion, Erorsien, viene dada por:

E torsion = Z Z vy [1 + COS(mb)] 28

Torisones n 2

en este caso, n, marca el angulo para el que se realiza el muestreo con la consecuente
parametrizacion. Es decir, sobre un arco de giro de 360/n se realiza una estimacion del valor de

la constante de fuerza de torsion Vy:
Figura A 11.5.2

El ultimo término de la expresion de energia, Eno enazante, €ngloba las distintas fuerzas de

repulsion que experimentan los atomos no sujetos a enlace quimico:

-Fuerzas de van der Waals

-Fuerzas de caracter electrostatico

En el caso de las fuerzas de dispersion o van der Waals, introducidas por London en
1930, la expresion de la energia, para este caso de campo de fuerzas moleculares, se trunca con
una ecuacion aproximada. Con esto se gana tiempo de célculo al simplificar las ecuaciones; ya
que pasamos de una expresion cuya dependencia con la distancia relativa, x, de los atomos que

estan interaccionando, es una forma exponencial de la inversa de dicha distancia, e, y de la
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inversa de su sexta potencia, x5, a una funcidén dependiente exclusivamente de la inversa del
cuadrado de [a distancia, x2. Dicha distancia relativa x corresponde a la inversa del paréntesis de
la siguiente ecuacion;

R{ +R]
vnn der Waals ™ QZZ ( J

i

39

donde R* es el radio de van der Waals del &lomo i, rj es la distancia que separa a los
atomos no enlazados que estan interaccionando y [ es la energia de interaccion de van der
Waals de la pareja de atomos. La desventaja es que se limita el radio de accion efectivo a una
determina distancia de unos pocos Angstroms (generalmente distancias relativas no inferiores a
3.3A).

En lo que se refiere a las interacciones del tipo electrostético, éstas se pueden dividir en
fres grupos:
-Interacciones entre cargas

qq]

4

siendo g; la carga del atomo i, ry la distancia entre ambos atomos, y Dq es un factor
dielectrico que representa la afenuacion que producen los alrededores sobre el campo
electrostatico (como puede ser la presencia de un solvente o debido a la propia molécula).

-Interacciones dipolo-dipolo

41

E= QZZ (cosx 3cosa, €0 QL)
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es el angulo entre los dipolos wi y wj, ou ¥ o Son los &ngulos que forman los dipolos con
el vector rj que los une por su centro, D, es la constante dieléctrica efectiva.

-Interacciones carga-dipolo

E= QZZ j}[’:’_D_(cosaj) 42

Ademas de todas estas expresiones, existen ofras que describen, por ejemplo, la energia
asociada a vibraciones de sistemas trigonales (vibraciones fuera del plano como puede ser el
caso de aminas), términos de acoplamiento entre torsiones y flexiones, sistemas =, anillos, etc.

Teniendo en cuenta todo lo anterior, y de modo general, resulta dificil realizar una
parametrizacion adecuada que permita obtener valores de energia con cierto grado de precision.
En lo que respecta a la obtencion de geometrias, hay que resaltar que son muy importantes, asi
como frecuentes, los problemas de convergencia.

La principal, y finica ventaja de estos métodos reside en el escaso tiempo de calculo
necesario. Estos métodos siguen siendo necesarios en aquelios sistemas formados por una gran
cantidad de atomos como son los medios en solucion o enziméticos.

En esta linea de aproximacion se cuentan también con los que se denominan Dindmicas
Moleculares (MD) [25-26], que se aplican a la simulacion de fases en solucion o enzimaticas.
Basadas en la mecanica estadistica, se resuelven de modo numérico las ecuaciones de
movimiento para ! sistema, teniendo en cuenta que la propagacion de las trayectorias de tipo
“clasico” de un sistema de atomos corresponde a un valor determinado de la energia, a su vez
marcado por las condiciones iniciales.

Este fipo de calculos permife obtener magnitudes macroscopicas a partir de

promedios.
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A 11.6 Simulaciones SEMD

Este tipo de simulaciones involucra Ia reasignacion de las velocidades atémicas
para que se correspondan con aquellos modos en un rango de frecuencia seleceionado, i.e., una

funcion que filtra en el dominio temporal se aplica a las velocidades atémicas.

M
V;(tn)zgckvi(tn—k) 44

donde vi'{tn} es la velocidad del atomo i filtrada a tiempo tn. Estas velocidades son
obtenidas en los M pasos previos. Los valores de Ck definen la funcién de filtrado. Para el
proposito de aumentar la bisqueda conformacional un filtro de bajo paso se usa donde todos los
Ck son iguales a 1. El nimero de los M pasos previos incluidos en el filtrado, M, deteminan la
frecuencia de corte. Un filtro similar ha sido previamente usado para filtro interactivo de las
coordenadas de trayectorias de MD [27].
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Apéndice lll

A .1 Funcién de Fukui

Dentro de la teorla de Kohn-Sham (KS), Senet [1] reportd una definicion exacta
de la funcién de Fukui:

)=l

donde o= - (AN <0, ataques electrofilicos) y donde o= + (AN > 0, ataques nucleofilicos).
El subindice f en ia ecuacion 1 si se esté considerando el orbital molecular HOMO o LUMO,
respectivamente. La ecuacion 1 es obtenida con la condicion de que el potencial de KS se
mantiene constante. Esta condicion implica que no solamente el potencial extemo es mantenido
fijo, sino que también la repulsion electronica, ie., €l potencial de Hartree y el potencial de
intercambio y correlacion, son mantenidos fijos en €l proceso de derivatizacion de la densidad
electrdnica respecto del nimero de particulas. Sin embargo, la ecuacion 1 es un resultado muy
util cuando se interpreta bajo la formulacién PPY/DFT, bajo la aproximacion de orbital rigido,

Si consideramos fa densidad electronica p{ r ) para un sistema molecular
arbitrario que contiene N electrones, bajo un potencial externo fijo v(r):

o= i (2

donde n{ i ) es el numero de ocupacion del i-ésimo OM ¢ ( r ), que obadece a la

condicion de normalizacion:

>n()=N3

Es posible aislar un OM de Fukui particluar, $* ( r ), de la ecuacién 2 y rescribir la
densidad electronica molecular como sigue:

plr)= n(ajd)“(rr +§n(ix¢i (r]24
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Haciendo la derivada con respecto a N, a potencial externo constante, podemos escribir
la siguiente expresion para !a funcion de Fukui:

S A S L e e

1143

u(r) uir}

o)

ulr)

Cuando se remueve o se adiciona un electrén al estado basal de un sistema
molecular, los FMO los cambios mas importantes es su estructura electronica {i.e., el nimero de
ocupacion y la forma). Este conocido argumento fue introducido por Fukui [2] como la
aproximacion de orbital rigido (FOA), resulta en el desprecio de el tercer término debido a que la
variacion en el nimero de ocupacion dn { i ), inducido por €l cambio del nimero total de
electrones en el sistema dN, no tiene contribucion a Ia funcion f{ r ), dentro del regimen FOA. Por
otra parte, el cuarto término puede ser analizado dentro de FOA como sigue: vamos é introducir
el factor forma en la densidad electrénica o ( 1) [3] como sigue:

p(r) = No(r) 6
Tomando la derivada respecto a N se obtiene:

[ap( )] =c(r)+N[?£‘i‘Lf 7
ole)

aN N |y

después de reordenar se obtiene:

o)

ON N N

Si nosotros asumimos, de acuerdo a FOA que todos los OM estan igualmente formados,

entonces la ecuacion de Fukui puede ser escrifacomo f{r}y=p(r) /N,y porlo {anto:
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En otras palabras, el FOA hace que el cuarto término de la ecuacion 5
desaparezca tambien, y en estas circunstancias, la funcion Senet-Fukui se aproxima a la funcion
de Fukui definida en el contexto PPY / DFT con restricciones solamente en el potencial externo,

£o(r) = £2(r)+ n(a#-?%i@

10
uir)

Sin embargo, la derivada que aparece en el segundo férmino de la ecuacion 10,

representa variaciones de segundo orden en la densidad electrénica ( v por lo tanto variaciones
de tercer orden en la energla electronica). Esta contribucion se espera que haga pequefias

contribuciones a f* (), y puede ser despreciada para dejar la relacidn aproximada:

()= £2(r) = ut(r)l2 1

La ecuacion 11 es el punto de partida para desarrollar un esquema simple de célculo de

la funcion de Fukui, la cual involucra célculos con geometria fija de la estructura electronica, sin
célculos adicionales que involucran especies ionicas de diferente multiplicidad de spin. Se
expande los FMO denominados o en la ecuacidn 11 en términos de las funciones bases

atomicas se obtiene:

= chilﬁc;mXp. (r)x; (r) 12

nouv
La ecuacion 12 puede ser integrada a través del espacio de coordenadas para dejar la

condicion de normalizacidn correcta para f* (1),

Jat* )= 2 emeuSy = 2

Donde el conjunto de bases se ha considerado real y nommalizado, pero no

c =1 13

o

+Z Cp.(! ua. 1Y

BETY

necesariamente ortogonal. S,,, es la integral de sobrelapamiento entre las funciones base %, ()

vy ¥ ( T). La ecuacion 13 permite la definicion de una componente orbital de la funcidn de Fukui,

2
=|czmt| +cmz cuasuu 14

vzp
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A partir de la ecuacion 14, se define la funcion de Fukui atémica o condensada-al-sitio k
como sigue:
£26)=X10() 15
nek
La funcién % conserva la condicion de normalizacion:

Y 0-X7

k pek

WED) C,..lcm,S,‘,,‘ﬂ 16

R
La ecuacion 15 entrega directamente la funcién de Fukui electrofilica { o = -) y nucleofilica (

o =+, los que incluyen en cada caso los coeficientes del HOMO y LUMO, respectivamente.
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