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- RESUMEN -

El trabajo realizado en esta tesis surge del reconocimiento explicito de que la comprensidn detallada de la modulacian local
que sufren distintas interacciones no covalentes en ambientes de dimensiones nanométricas resulta fundamental en
diversos contextos bioldgicos. En este sentido, uno de los principales determinantes estructurales en proteinas son los
puentes de hidrageno del ‘backbone’ o por sus siglas en inglés BHBs (Zackbone hydrogen bonds). Dichas interacciones no
covalentes son estables cuando el agua es significativamente excluida de su entorno local por los grupos hidrofdbicos de
|as cadenas laterales de los aminoacidos. Sin embargo, este requerimiento no necesariamente se cumple a lo largo de toda
|a proteina, y particularmente en sitios de binding, los cuéles pueden presentar propiedades de hidratacion marcadamente
diferentes de otras regiones de |a superficie proteica. Precisamente, ha sido sugerido que las propiedades de hidratacitn
que presentan |os sitios de binding juegan un papel central en los procesos de asociacian ligando-proteina, asi como también
proteina-proteina, ya que se espera que las moléculas de agua de hidratacian resulten lbiles y sean desplazadas del sitio
de binding al formarse un complejo determinado. De hecho, el remplazo de moléculas de agua ‘desfavorables' por grupos
del ligando complementarios a la superficie de la proteina ha sido establecido como una de las fuerzas impulsoras
principales para el binding y, como tal, se ha incorporado en estrategias computacionales basadas en |a estructura (esta
aproximacion serd aplicada a uno de los sistemas estudiados en el transcurso de esta tesis). Ademés, estudios de unian de
pequefias moléculas de prueba, han sido combinados con mapas de exclusian dictados por el patrdan de moléculas de agua
fuertemente unidas, con el objetivo de detectar sitios de binding. De acuerdo con este escenario heterogéneo para la
hidratacidn de proteinas, una serie de investigaciones lideradas por el profesor Ariel Fernandez, identificaron puentes de
Hidrageno incompletamente protegidos (parcialmente expuestos al solvente) los cudles permitieron codificar el proceso de
unién en términos de dichos “defectos de empaguetamiento” que resultarian "pegajosos” debido a la necesidad de
proteccion iztermolecularadicional.  Dichas ideas del Prof. Ariel Fernandez han sido precisamente la principal inspiracidn
de este trabajo de tesis. Sin embargo, salvo en ciertos contextos especificos, dicho enfoque se ha centrado mayormente en
el anglisis de estructuras tridimensionales "estaticas” para una serie de proteinas. Resulta entonces muy importante
destacar en este punto que por ser justamente |as proteinas moléculas flexibles, su estructura obtenida experimentalmente
(en particular por cristalografia de rayos X) captura meramente a aquella conformacion mas probable dentro de su
dinamica estructural. Es decir que hablar de estructura es, méas bien, hablar de una dinémica estructural. Existe todo un
paisaje conformacional para una misma proteina, con mayor o menor poblacian (probabilidad) de estructuras preferidas,
de acuerdo con su estabilidad relativa en ese ensamble. Adicionalmente, tal vez, sean aquellas conformaciones
estructuralmente més defectuosas, las que poseen mayores potencialidades adhesivas. Asi, esta (ltima insinuacidn resume

sucintamente una de las hipotesis de partida para el trabajo desarrollado en esta tesis.

En resumen, la columna vertebral de esta tesis seré el estudio de interacciones moleculares no covalentes relevantes en
medios bioldgicos, con el fin dltimo de entender mecanismos subyacentes en el reconocimiento molecular, ya sea de
complejos proteina-proteina como proteina-liganda, y sus proyecciones en el desarrallo de nuevas herramientas aplicables,

por ejemplo, en el disefio racional de farmacos. Més especificamente, centramos nuestra atencion en el estudio de BHBs,



en un esfuerzo por esclarecer la dependencia contextual de dichas interacciones. Para esto, estudiamos mediante
simulaciones por dindmica molecular |as propiedades de hidratacion de una serie de proteinas con demostrada relevancia
terapéutica. Ademés realizamos matrices de contacto, donde estudiamos el tiempo promedio de vida de un determinado
BHBs. con el objetivo final de establecer relaciones entre su comportamiento/estabilidad con la exposician local al agua
(solvente). De este modo, se demastrara que algunas de las particularidades de las conformaciones menos estables, pueden
cumplir un rol fundamental en la fisicoquimica de interaccian y, por otra parte, como esta ‘perdida de estabilidad' puede
estar justificada por sus caracteristicas locales de hidratacion. Posteriormente, utilizamos este conocimiento de manera
predictiva en |a evaluacion de nuevos compuestos (los mismos pertenecientes a familias de moléculas de origen natural,
caracterizadas por poseer un abanico de actividades biolagicas ampliamente reportadas). asi como también, en la
propuesta de modificaciones racionales sobre pequerios ligandos con un interés biolagico ya revelado. Finalmente algunos

de dichos compuestos fueron sintetizados y evaluados biolégicamente como inhibidores de la enzima Acetilcolinesterasa.



- ABSTRALT -

The present thesis work arises from the explicit recognition of the fact that understanding local modulation of different non-
covalent interactions in nanometric environments is cornerstone in diverse biological contexts. In this sense, backbone
hydrogen bonds (BHBs) have been shown to constitute major determinants of protein structure. In soluble proteins, such
non-covalent interactions are stable provided water is significantly excluded from their local environment by hydrophobic
aminoacid side-chains. However, this requirement is not necessarily met all along the protein chain, particularly at protein
binding sites. Precisely, while not focusing explicitly on BHBs, the hydration properties of binding sites have been suggested
to play a main role in ligand-binding or in protein-protein association since labile hydration-water molecules are expected
to be displaced from the protein binding site. Indeed, the replacement of so-called "unfavarable” water molecules by groups
of the ligand complementary to the protein surface has been established as a principal driving force for binding and as
such, has been incorporated in computational structure-based strategies. Also, fragment clustering approaches (binding of
small molecular probes) have been combined with exclusion maps dictated by the pattern of tightly bound water molecules
in order to detect protein binding sites.

In accord with this heterogeneous scenario for protein hydration, the existence of BHBs partially exposed to the solvent
(incompletely wrapped BHBs or ‘dehydrons’) has been established by Professor Ariel Fernéndez. The relevance of the
dehydron for protein binding (their inherently sticky nature provided their requirement of additional intermaolecular
wrapping) led him to also implement them within the successful ‘wrapping technique’. Such matif, which exhibits an enhanced
dehydration propensity, represents a structural packing defect that is readily determined from PDB coordinates (from X-
ray experiments, for example). These ideas have been the main source of inspiration for the present thesis work. However,
beyond certain specific contexts, the wrapping approach has mostly relied on ‘static’ structural information of proteins.
Then, it is very important to note that, since proteins are inherently dynamical objects, the merely binary (formed/nat
formed) classification of non-covalent interactions provided by PDB structures might be veiling some valuable information
regarding protein interactions and function. Hence, the experimentally determined protein structure (especially that
conformation obtained from X-ray experiments) represents in fact the most probable conformation from all the ones visited
during the protein structural dynamics. This means that there exists an incredibly complex protein conformational landscape
with a huge amount of structures, each with high or low population (probability) according to its relative stability in that
ensemble. Additionally. and provided the above-described hydration properties of protein binding sites, certain less stable
conformations could be central for the binding process. This constitutes one of the main hypothesis of this thesis work.

In summary, the central objective of this wark will be the study of non-covalent interactions relevant in biological systems,
with the aim of understanding the underlying mechanisms of molecular recognition and their implications in bioengineering.
as in the development of new tools for rational drug design. More specifically, we have cantered our attention on the study
of BHBs. in order to clarify the way in which this kind of interaction is modulated by the local context in proteins. To this
end, we have characterized the hydration properties of a series of therapeutic relevant proteins by means of molecular

dynamics simulations. Additionally, we have performed a contact matrix analysis, where the overage lifetime of each



interaction (BHBs) was recorded to relate their stability with solvent exposure. In this way, it will be shown that some
characteristics of the less stable conformations might play a fundamental role in binding processes, while this ‘loss of
stability’ will be rationalized in terms of hydration properties. In turn, this knowledge will be exploited in the theoretical
evaluation of several new compounds for different biological targets. Finally, some of such compounds will be synthesized

and biologically tested as anti-Acetylcholinesterase agents.
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CAPITULD

'S hay magia en este planets, estd contenida en el agua.”

Loran Eisely.

INTRODUCCION y ANTECEDENTES

1.0 Motivacidn y fundamento conceptual:

Una plena comprensidn del comportamiento del agua, la matriz de la vida, en la nano-escala resulta esencial para entender
|la biologia a nivel molecular. En Ios procesos de organizacian bioldgica, como ser el plegamiento de biopolimeros, la
interaccidn entre proteinas y el reconocimiento molecular, el agua oficia de mediador entre complejas superficies que se
relacionan generalmente por interacciones de tipo no-covalente (I-7). Un ejemplo tipico es la interaccion entre dos
superficies hidrofabicas donde el nanoconfinamiento afecta a las propiedades termodinamicas del agua de modo de producir
el "secado” promotor del colapso hidrofabico. Por su parte, en la union de un ligando (como ser una droga) a una proteina,
se espera que éste desplace agua de hidratacidn facilmente removible (2.3.7). De hecho, recientemente se han desarrollado
métodos para predecir e identificar sitios de unian basados en la determinacidn de regiones con propensicn a la remacidn
local del agua (2.3). En tal sentido, dichos procesos generan ambientes de nanoconfinamiento para los cuales nuestro
conocimiento del comportamiento del agua masiva suele tener valor escaso o, incluso, resultar engafioso. El conocimiento
del modo en que distintas condiciones de nanoconfinamiento afectan a la hidrofobicidad/hidrofilicidad, no sélo desde lo
geométrico sino que también a partir de la especificidad quimica, es por ende de enorme relevancia tanto para comprender

y predecir el comportamiento de estos sistemas, coma para emularlos en esfuerzos de bioingenieria.

Es evidente que hoy no solo no existe una teoria de la hidrofobicidad e hidrofilicidad a nivel de la nanoescala (1.2), sino que
es necesario el desarraollo de una nueva intuician al respecto. Tampoco es comprendido a nivel racional (e incluso muchas
veces no es suficientemente reconocido) el modo en que las interacciones no covalentes (coma las interacciones
hidrofabicas o las interacciones electrostéticas, como |os puentes de Hidrageno). dependen de su entorno local. Usualmente
en disefio de drogas, bioingenierfa, quimica supramolecular y ciencia de materiales se utilizan conceptos derivados de
comportamientos tipicos en solvente masivo o de comportamientos “in vacuo” que no resultan aplicables en ambientes de
nanoconfinamento. Por |o tanto, no asombra la escasez de elementos de disefio racional y el abrumador dominio de los

intentos tipo “prueba y error” (extremadamente costosos y sub-dptimos). A lo sumo, se utilizan estrategias como el asi



llamado “principio de Gulliver” (utilizado en quimica supramolecular y disefio de materiales, el cuél consiste en “atar al
. " o u n . . . . .

gigante” utilizando numerosas “sogas” diminutas). En tal sentido, parece evidente que para que este enfoque deje de ser

conceptualmente “Liliputiense” se debe considerar el hecho de que no es cuestion de sumar interacciones no covalentes

como si fueran aditivas, sino de combinarlas en una topologia adecuada pues. como dicho, ciertas interacciones pueden ser

significativamente moduladas por su entorn.

Sustraidas del efecto disruptivo del solvente masivo, las interacciones no covalentes de naturaleza electrostatica suelen
ser determinantes en ambientes de nanoconfinamiento. Esta dependencia del contexto y. por ende, no aditividad de las
distintas interacciones no covalentes se manifiesta, por ejemplo, en el modo en que la presencia de hidrofobos vecinos
afecta a la intensidad y |a estabilidad de las interacciones electrostaticas (al ordenar localmente al agua, promover la
desolvatacion y modular el dieléctrico local) (7.8). De hecho, el efecto protector o “arropador” de las interacciones
hidrofdbicas ha sido introducido exitosamente en bioingenieria por el Prof. Ariel Fernandez (7). Dicha cuestion también ha
sido cualitativamente reconocida en las teorias tipo 0-Ring del “protein binding” (9) que postulan que es necesario que un
grupo central de residuos o "hot spot” se vea protegido por un anillo de residuos energéticamente menos relevantes pero

que promuevan |a desolvatacin local de los anteriores.

En definitiva, la columna vertebral del trabajo realizado en esta tesis surge del reconocimiento explicito de que la
comprensin detallada tanto de la naturaleza de la hidrofobicidad e hidrofilicidad a nivel de la nanoescala como de la
modulacidn local que sufren las distintas interacciones no-covalentes en ambientes de dimensiones nanométricas resulta
fundamental en diversos contextos biolagicos. De este modo, uno de los objetivos fundamentales de esta tesis es el estudio
de interacciones moleculares no covalentes relevantes en medios biolagicos con el fin dltimo de entender mecanismos
subyacentes en el reconocimiento molecular, ya sea de complejos proteina-proteina como proteina-ligando, y sus
proyecciones en el desarrollo de nuevas herramientas aplicables, por ejemplo, en el disefio racional de farmacos.
Posteriormente, utilizamos este conocimiento en moléculas de origen natural de gran interés terapéutico, como son las
xantonas y derivados que han demostrado poseer una gran diversidad de actividades farmacoldgicas tales comao anti-
tumorales. anti-inflamatorias, anti-virales etc. De este modo, se estudio en detalle algunas de estas moléculas y su
interaccion con distintas proteinas, se propusieran modificaciones racionales de las mismas, y finalmente algunos de dichos

compuestos fueron sintetizados y evaluados biolagicamente.

|.1- Antecedentes del contexto de aplicacidn:

|.1.1- Descubrimiento/desarrollo de nuevos farmacos: perspectivas generales de un proceso costoso y complejo.

El desarrollo de farmacos es un proceso costoso y complejo, el cual implica atravesar una serie de etapas consecutivas,
|as cuales se muestran esquematicamente en |a Figura 1.1 (I0). Este proceso inicia con la identificacion de compuestos
que se unen a un blanco terapéutico o que muestran actividad biolagica en un ensayo de tamizaje. Aquellas moléculas que
muestran actividad bioldgica son llamadas /s El siguiente paso es encontrar compuestos que tengan propiedades
farmacéuticas atractivas, incluyendo por ejemplo baja toxicidad, solubilidad adecuada, entre otras propiedades

farmacocingticas. Tales compuestos son llamados «lideres o cabezas de serie». Tipicamente los /s son encontrados por
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tamizaje de un nimero vasto de moléculas, mientras que los compuestos «cabezas de serie» son desarrollados a partir de

|os /itsa través de modificaciones quimicas.

En cuanto a los tiempos y costos del proceso de desarrollo y descubrimiento de farmacos, se estima que el desarrollo de
un farmaco tarda aproximadamente entre 10 y 15 afios y se invierten en promedio més de 900 millones de délares (figura
11). El tiempo y costos tan elevados estén asociados en gran medida a la gran cantidad de moléculas que fallan una o varias
etapas del desarrollo de farmacos (se estima que de cada 3000 moléculas biolagicamente activas sdlo una tiene uso
clinico). Por otra parte, considerando que el nimero de moléculas orgénicas que son sintéticamente factibles se estima

0% gs evidente que su andlisis serfa muy complejo sin el uso de técnicas computacionales. De este modo, el

entre 107y |
diseio de farmacos asistido por computadora (DFAC) o ' computer- aided drug design’(CADD) surge coma una herramienta
esencial en este proceso; el DFAC tiene como principio entender relaciones estructura-actividad biolagica o farmacoldgica
de compuestos y esta integrado por diversas areas de la investigacian que incluyen a la quimininformatica, bioinformatica,
modelado molecular, quimica tedrica y visualizacion de datos. Como se menciond previamente, el desarrollo de farmacos
invalucra varias etapas que abarcan desde la identificacion de dianas moleculares hasta las fases clinicas. La mayoria de
|as técnicas clasicas del DFAC estéan centradas en las primeras etapas, denominadas en conjunto como preclinicas. De este
moda, los métodos computacionales han tenido un rol esencial en el descubrimiento de farmacos en los dltimos afios (12).

Algunos ejemplos de drogas recientemente aprobadas y cuyo desarrollo estuvo asistido por el uso de técnicas

computacionales son: captopril (13). saquinavir, ritonavir, indinavir (14) y tirofiban (15).
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Figura .. Modelo estandar actual del proceso de descubrimiento y desarrollo de farmacos. Se muestra en orden decreciente para cada
etapa del proceso desde la identificacidn de un compuesto hit hasta su lanzamiento en el mercado: p (TS) probabilidad de éxito de la
transicion de una etapa a la siguiente; el costo de cada etapa par proyecto, expresado en millones de ddlares; el tiempo requerido en
cada etapa del proceso en afios, y el costo capitalizado que insumen cada una de las etapas para lograr la obtencidn de sdlo un nuevo
farmaca (1.778 millones de ddlares). (Imagen tomada del trabaijo titulado: Aow ta improve RE0 proaductivity: the pharmaceutical industry s
grand challenge).

Los métados aplicados en el DFAC se pueden clasificar de modo general como aquellos basados en el ligando (20, dos

dimensiones) o basadas en la estructura de la proteina o receptor (3D). Particularmente en esta tesis se hara uso de este



Gltimo tipo de herramientas, por lo cual a continuacion se explican brevemente sus principales caracteristicas y

fundamentos.

1.1.2- Métodos basados en la estructura del blanco:

1.1.2.1- Docking Molecular:

Los métodos de aocking molecular permiten predecir |a estructura de complejos proteina-ligando y estimar su afinidad de
manera rapida. Usualmente, |a proteina se mantiene en una dada conformacidn (rigida) y se identifican diferentes poses
para el ligando (flexible), de |as cuales se selecciona aquella que presente mayor afinidad. Se requiere conocer la estructura
tridimensional del blanca, o al menas del sitio de unidn, a nivel atomico. Esta puede provenir de experimentos de difraccitn
de rayos X con resolucion por debajo de 2.5 A, de experimentos RMN o de modelos por homologia de alta identidad. La
estructura tridimensional de las moléculas pequefias puede obtenerse también a partir de datos experimentales
(estructuras cristalinas o RMN) o se pueden modelar las conformaciones 2z mova. En general, el docking proteina-ligando
no se aplica a toda la superficie proteica sino que se restringe a un sitio de interés obtenido de informacian previa

proveniente de co-cristales o de programas de deteccidn de bolsillos drogables, entre otros.

Para lograr sus objetivos, los programas de docking necesitan basicamente dos componentes: (i) un algoritmo de busqueda
eficiente que halle diferentes poses del ligando en relacion a |a estructura del blanco y (ii) una funcian de puntaje para

estimar |a afinidad de cada pose e ir seleccionando las poses energéticamente mas favorables.
1.1.2.1.1- Algoritmo de bisqueda.

El algoritmo de busqueda es el encargado de explorar de manera efectiva el espacio conformacional disponible para el
ligando en el sitio de interés. Dada la enorme cantidad de posibilidades, se usan técnicas heuristicas que permiten hallar
poses aceptables en tiempos de simulacidn acotados. En la gran mayoria de los casos los programas tienen implementados
métodos estocésticos como simulated annealing Maonte Carlo) (16.17) o algoritmos genéticos (18-20) que operan haciendo
cambios aleatorios sobre los grados de libertad conformacionales del ligando. Las poses del ligando que se van obteniendo
se evaluan mediante una funcidn de probabilidad predefinida que determina si se mantienen como opcidn o se eliminan. Los
grados de libertad evaluados suelen restringirse a la traslacian, rotacian y las torsiones de enlaces. Las distancias y angulos

de enlace permanecen fijas. incluso en anillos alifaticos, de modo de simplificar la basqueda.
1.1.2.1.2- Funciones de puntaje (Scoring Functions).

La evaluacian precisa, con un costo computacional razonable, de la afinidad de interaccidn entre los ligandos y sus
receptores es de enorme beneficio para el disefio racional. Este hecho posibilita la prediccion de la afinidad de un gran
nimero de compuestos antes de ser sintetizados, agilizando el proceso del desarrollo farmacoldgico como un todo. Sin
embargo, obtener una estimacion adecuada de la energia libre de unién de un complejo ligando-proteina es una tarea
bastante costosa computacionalmente. De este modo, la necesidad de funciones de evaluacion mas rapidas, que puedan
ser utilizadas por los programas de docting ha llevado al desarrollo de un gran nimero de funciones que hacen uso de

aproximaciones para la valoracion del complejo ligando-proteina. Fundamentalmente, las funciones de puntaje estén
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preparadas para predecir modos de union y para discriminar entre compuestos que se unen al blanco y aguellos que no,
més que para brindar un valor preciso de energia libre de unidn. Las funciones de scoring se pueden clasificar
principalmente en tres grandes grupos (21): 1) funciones basadas en campos de fuerzas, 2) funciones empiricas y 3)
funciones basadas en conocimiento (7ow/edge-based). Las funciones basadas en los campos de fuerzas disefiados para
dinémica molecular como AMBERZI y CHARMMZ2 calculan las interacciones intermoleculares de van der Waals y
electrostéticas de a pares entre los atomos del ligando y la proteina v, en algunos casos, agregan términos de enlaces de
hidrageno, energia intramolecular del ligando y desolvatacion (22). Por su parte, las funciones de puntaje empiricas
consisten en la suma de términos de interaccion considerados importantes para la unidn, cada uno de ellos multiplicado
por un coeficiente cuyo valor se obtiene de un ajuste por regresian lineal miltiple a energias de unidn experimentales para
un conjunto de ligandos conocidos (23). Finalmente, los potenciales estadisticos (funciones #nowledge-based) son el
resultado de observaciones estadisticas de contactos cercanos intermoleculares entre proteinas y ligandos en bases de
datos estructurales como Aratein Data Bank (ROB) (24) o Lambridge Structural Database (CSD) (Z3), los cuales son

utilizados para derivar un potencial de fuerza media (Z6).

En el trabajo realizado en esta tesis se utilizd el programa de Jocking Autodock4 (27). el cual utiliza un algoritmo genético
més minimizaciones locales; en cuanto a la funcion de puntaje pertenece al primer grupo de la clasificacian dada

previamente, y ademés realiza ajustes por afinidad de complejos conocidos.
1.1.2.2 - Dindmica molecular (DM):

La aplicacion de DM permite generar configuraciones sucesivas del sistema integranda las leyes del mavimiento de Newton,
El resultado es una trayectoria que especifica como las posiciones y |as velocidades de las particulas varan con el tiempo.
Se trata de un método determinista, es decir, las posiciones de los atomos se suceden en la escala temporal y las

interacciones entre las particulas son descriptas generalmente por un campo de fuerza.

Existen distintos campos de fuerzas aplicados a la DM; entre los mas importantes podemos encontrar AMBER, GROMOS y
CHARMM, los cuales presentan distintas versiones de acuerdo a las modificaciones que se le fueron realizando a lo largo
del tiempo. Estos campos de fuerza han sido disefiados especialmente para el estudio de sistemas bioorganicos. Cada campo
de fuerza, por o general, se combina junto a un paquete de programas que incluyen un integrador de las ecuaciones de

maovimienta, y herramientas de analisis.

En esta tesis se utilizd el paguete de simulacian de AMBER, en todos los casos el campo de fuerza utilizado fue 3988 (o

versiones més recientes del mismo como protein.ff4S8).

1.1.3- Importancia de los productos naturales en el desarrollo de farmacos:

En un estudio reciente se ha analizado el origen los nuevos farmacos aprobadaos por la FDA (Food and Orug Administration
de los Estados Unidos) entre 1981 y 2014. De este estudio se desprende que aproximadamente un 98% se corresponden con

Productos Naturales, entendiendo como tal a los propiamente lamados asi, a sus derivados y miméticos de los mismos

(figura 1.2) (Z8).
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Figura 1.2. Todas las nuevas drogas aprobadas en el periodo 1981-2014, n: 1562 compuestos. Clasificados segdn su origen como: B
(macromoléculas biologicas). N (productos naturales inalterados), NB (drogas boténicas). ND (derivados de productos naturales), S
(drogas sintéticas), 8* (drogas sintéticas. con un farmacoforo correspondiente a los productos naturales), V (vacunas), NM (miméticos
de productos naturales). (Imagen tomada del trabajo titulado:' Natural Products as Sources of New DOrugs from 195/ to Z0/4").

En sentido amplio definimos un producto natural como cualquiera de los compuestos de la Naturaleza (metabolitos primarios
y secundarios); en sentido mas restrictivo un producto natural salo es un metabaolito secundario (Figura 1.3). Se denomina
metabolismo secundario al conjunto de procesos en el que participan compuestos can una distribucion mucho més limitada
y especifica segin el ser vivo. Los compuestos que participan en este metabolismo se denominan metabolitos secundarios,
son especificos de las especies y pueden ser considerados como productos para la adaptacion de un organismo a sobrevivir

BN un ecosistema particular.

Resulta inquietante el hecho de que se conocen varios millones de compuestos sintéticos, el 39% de los productos quimicos
conocidos son sintéticos y salo un ndmero indeterminado entre 200-300.000 de Productos Naturales. En este panorama
¢como es posible el hecho de que casi un 60% de los farmacos sea de origen natural? Una de las razones del éxito de los
productos naturales radica en que son compuestos que ya han sido validados por la evolucidan, han sido biosintetizados,
degradados, y transformados por sistemas enzimaticos. Por tanto a la hora de interactuar con las moléculas dianas o

realizaran de una manera privilegiada.

En un trabajo reciente (29) se manifiesta la necesidad de restringir/delimitar la bisqueda de compuestos bioldgicamente
relevantes dentro del espacio quimico de pequefias moléculas, CSSM (chemical space of small molecules). el cual se estima
tiene un tamafio de 10% compuestos diferentes (sin considerar su factibilidad sintética) a la regiones dande los primeros
estarfan concentrados; en otras palabras, esto es ‘ubicar’ la parte del espacio quimico donde residen los compuestos
biolagicamente activos y acotar la bisqueda de compuestos novedosos salo a estas regiones. Un resultado interesante de
este trabajo es que al comparar la ubicacian en el espacio quimico de productos naturales (126.140 compuestos naturales)

y compuestos bioactivos (I78.210), se encuentran regiones donde ambos grupos se superponen, pero el resultado mas
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interesante son las evidentes diferencias en la cobertura del espacio quimico bioldgicamente relevante por parte de estos
dos grupos (figura 1.4). De este modo, una de las conclusiones de este trabajo es que existen regiones del espacio quimico,
donde residen productos naturales, que carecen de representacian por parte de compuestos bioactivos; es decir, regiones
que aiin no se han investigado en el descubrimiento de farmacos y por |o tanto su exploracian es de evidente relevancia. En
dicho estudio (29), para clasificar y ubicar los diferentes compuestos estudiados en el CSSM, utilizaron la herramienta de
exploracian ChemGPSNP (30-32), la cual utiliza analisis de componentes principales (PCA por sus siglas en inglés); en este
caso contd de 8 dimensiones (8 componentes) que describen propiedades fisicoguimicas como tamafio. polarizabiliad,
lipofilia, flexibilidad, rigidez, polaridad, forma, y la capacidad de formar puentes de hidrageno. Dichos parametros se calculan
para un set de referencia, y luego los nuevos compuestos son incorporados en el mapa por interpolacian segin su

puntuacian en el analisis de componentes principales antes mencionados (33).

|Concepto de Producto Natural:|

Frontera difusa entre metabolitos primarios y secundarios

Considerable solapamiento

r ™
Definicion amplia
}:> Compuestos que se originanen la
Naturaleza
Producto Natural -< >—
Definicidon mas restringida
}:> Metabolitos secundarios

N ./

Figura 1.3. Definician de producto natural.

En definitiva, el trabajo anterior sustenta/valida la busqueda de nuevas entidades quimicas con potencial aplicacidn
farmacéutica dentro de los productos naturales y sus derivados. Particularmente en esta tesis, se indagaré en |a
aplicabilidad de ciertos derivados de xantonas, chalconas y quinolonas, en la modulacian de blancos moleculares especificos

de relevancia terapéutica definida.

|.1.4- Estructuras Privilegiadas: Xantonas, Chalconas y Buinolonas

De un modo general podemos definir ‘estructuras privilegiadas’ como peldaios o blogues moleculares los cuales,
mediante modificaciones estructurales, son capaces de proveer ligandos activos en més de un contexto bioldgico; es decir,

capaces de interaccionar con més de un tipo de receptor o enzima.

El término ‘estructuras privilegiadas' fue acufiado por Ben Evans (34) quién reconocid el potencial de ciertos motivos
estructurales para el desarrollo de ligandos novedosos, obteniéndolos por derivatizacian de estas unidades estructurales.
Mas recientemente Klaus Muller ha tratado de definir el término ‘estructuras privilegiadas' més especificamente como:
u ~ . el . . .,

Pequefias estructuras, no planares, con conformaciones robustas que proveen posibilidades interesantes para sustitucicn,

con propiedades tipo droga e idealmente sintéticamente accesibles”.
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Figura 1.4. Funciones de puntuacicn ilustrando las diferencias en cobertura del espacio quimico biolagicamente relevante por productos
naturales (en verde), y compuestos bioactivos tomados de la base de datos WOMBAT (en negro) en los tres primeros componentes
principales. Se puede ver que los productos naturales cubren partes del espacio quimico que no tienen representacion por parte de
compuestos bioactivos.

Dentro de la amplia variedad de estructuras privilegiadas de origen natural, y como se menciond previamente, en esta tesis
centraremos |a atencion principalmente en tres familias de compuestos: Aantonas, Quinolonas y Chalconas. Por un lado,
estudiaremos la potencialidad del empleo de algunos de estos compuestos en contextos biolagicos especificos; por otra
parte, se propondréan modificaciones racionales con el objetivo de potenciar su actividad en blancos donde su accidn ya ha

sido probada.
1.1.4.1- XANTONAS:

Las xantonas son componentes del metabolismo secundario de las plantas de la familia de las Bonnetiaceae, de las
Clusiaceae y también de algunas especies de la familia de las Podostemaceae, que incluyen hongos, liguenes y plantas

superiores. Estructuralmente, son tipificadas por la presencia de un sistema de anillo 3 #xanten-9-ona o dibenzo-gama-

pirona (Figura 1.9).
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Figura 1.5. Niicleo xanténico bésico

Los niicleos de xantonas comprenden una clase destacada de heterociclos oxigenados. El gran interés por estos compuestos

estd asociado a la diversidad de propiedades farmacoldgicas, las cuales estan relacionadas en funcian de la naturaleza y

18



posicidn de los sustituyentes en los anillos aromaticos. Entre las propiedades terapéuticas mas destacadas podemos

mencionar la actividad anti-bacteriana, anti-viral, anti-tumoral, anti-inflamatoria y anti-malaria (35).

A continuacion se dan ejemplos representativos de algunas xantonas bioactivas en algunos de los contextos antes

mencionados:
1.1.4.1.1- Xantonas con actividad anti-HIV

Estudios recientes han demostrado actividad por parte de algunas xantonas naturales frente al virus de inmunodeficiencia
humana. Ademas de su actividad anti-viral, muchas xantonas tienen propiedades terapéuticas secundarias contra

infecciones fangicas en pacientes inmunosuprimidos debido al sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (36).
1.1.4.1.11- Swertifranchesida:

Es una xantona compleja, aislada a partir de Swertia franchetiana (Figural.B). Esta molécula presenta una moderada
actividad como inhibidora de la enzima HIV transcriptasa inversa (enzima codificada y utilizada por los virus en la

transcripcion inversa, es decir, el pasaje de ARN a ADN, el cual luego se integra en el genoma del huésped).

Figura 1.B. Estructura de swertifranchesida

1.1.4.1.2- Xantonas con actividad anti-malaria

El gran anhelo en el tratamiento de la malaria es el desarrollo de una vacuna de larga duracian. Ciertas xantonas presentan
potente actividad contra los parasitos de la malaria £ fa/fjparumy en particular contra cepas resistentes a la cloroguina

(farmaco de la familia de las 4-aminoguinolinas, usado para el tratamienta y prevencian de la malaria).
1.1.4.1.2.1- F2C5:

La malaria es causada por parédsitos protozoarios, del género Alasmodium, los cuales especificamente atacan los
eritrocitos. El Alasmadium falejparum es responsable de mas del 80% de los casos de malaria en todo el mundo, causando

|a forma més grave de la enfermedad (37).

La vacuola digestiva es un compartimiento proteolitico central para el metabolismo del parasito Alasmadivm y puede ser
considerado como el talon de Aquiles del parésito. En esta vacuola la hemoglobina es degrada en un proceso conocido como

hemoglobindlisis. proporcionando aminoacidos para el crecimiento del parésito.
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Este tipo de xantonas (Figura 1.7) es capaz de coordinarse por medio del grupo carbonilo al 4tomo de Fe del grupo hemo.
Por otra parte, los anillos arométicos a ambos lados del grupo carbonilo se someten a interacciones de tipo 7-stacking con
|os anillos arométicos coplanares presentes en el grupo hemo. Adicionalmente, |as cadenas de cinco atomos de carbono
con grupos amino pueden interaccionar fuertemente (interacciones idnicas) con los propionatos de dicho grupo prostético.
De esta manera, y debido a |a capacidad de interaccian del compuesto F2CG8 (Figura 1.7) con el grupo prostético hema, la

hemaglobindlisis se ve impedida.

La adicidn de halagenos, como fluoruras a la estructura del F2CS incrementa su actividad, ya que los mismas son isdsteros

de los grupos fendlicos en sistemas bioldgicos.

(o)

i 8 i
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Figura 1.7. Estructura del F2C3.

1.1.4.1.3- Xantonas con actividad anti-cancer

Entre las actividades biolagicas descritas para las xantonas, es notable |a actividad inhibidora del crecimienta 77 vitrosobre
lineas celulares tumorales. Ademas de la potente actividad anti-tumoral, algunas xantonas se han descrito por sus efectos

anti-mutagénicos y quimio-preventivos del cancer, en calidad de inhibidores de promotores tumorales 77 vitrae in viva,
1.1.4.1.3.1- a- Mangostina

El mangostan (Garcinia mangostana Linn) es un 4rbal tropical de crecimiento lento de hojas corigceas. Estudios fitoquimicos
han demostrado que el pericarpio del Garcinia mangostana contiene una variedad de metabolitos secundarios, tales como
xantonas preniladas y oxigenadas. Una de las mas estudiadas por su considerable actividad contra muchas lineas celulares

del cancer es la a-mangostina (Figura 1.8) y sus congéneres.

Figura 1.8. a-mangostina.

la o-mangostina induce la muerte celular programada (apoptosis) porque afecta el normal funcionamiento de las
mitocondrias, ocasionando una caida en el potencial de la membrana celular, y posterior activacion de las caspasas
(mediadores esenciales de los procesos de apoptosis). La actividad anti cancerigena de la o-mangostina podria ser
atribuida en principio al gran nimero de grupos fendlicos en la molécula, una observacian interesante que corrobora lo

dicho anteriormente, es que la sustitucidn de alguno de los grupos -0H. por un grupo metoxilo decrece notablemente |a
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potencia con la cual puede reducir el potencial de la membrana celular, y por lo tanto, su capacidad para inducir la apoptosis

celular.
1.1.4.1.4- Derivados xanténicos como drogas:

Aungue actualmente no hay drogas en el mercado con el esqueleto xanténico, dos compuestos en particular han mostrados

resultados positivos en su aplicabilidad como agentes antitumorales en fase clinica: 4cido Gamboico y DMXAA.
11.4.1.4.)- Acido Gamboico (AG):

Este compuesto es el componente principal de la gutagamba (38). guta o gmaguta (es una gomorresina segregada por
grboles de la familia de las gutiferas), el cual es una medicina tradicional del sudeste asiatico. Dicho compuesto ha sido
ampliamente estudiado por sus propiedades anti-tumorales y anti-inflamatorias. El 4cido gamboico (Figura 1.9) se
encuentra en fase | de pruebas clinicas en China. Después de estudios iniciales se ha reportado que AG inhibe |a
proliferacion celular y metéstasis (39). En cuanto a su mecanismo de accion se ha reportado su capacidad para
interaccionar con varios blancos moleculares; por ejemplo, se ha reportado su capacidad para inducir apoptosis por su
unidn al receptor de transferrina (40), y también por su intervencian en vias que involucran al factor nuclear -48 (VF-48)
(41). También hay evidencias de que AG se une a la proteina 4S9y de este modo causa una disminucidn en la actividad
de otras biomoléculas las cuales son activadas por ASF5/F las mismas estén involucradas en procesos de angiogénesis,

crecimiento celular y metastasis. Es decir que el resultado neto es una inhibicidn de estos procesas.

Figura 1.9. Estructura Acido Gambaico.

1.1.4.1.4.2- DMXAA:

Este compuesto (Figura 1.10) presenta promisoria actividad anti-cancer debido a su capacidad para actuar como un agente
de disrupcian vascular (VDAs) (42). Se ha demostrado que |a actividad anti-tumoral de este compuesto es via la activacian
del factor de necrosis tumoral (a-/MA (43). lo cual produce una disminucion en el flujo de sangre al tumor (Figura 1.11).
OMXAA ha entradao en fase lll de pruebas clinicas en Estados Unidos para el tratamiento de céancer de prastata.

o]
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Figura 1.10. Estructura DMXAA.

21


https://es.wikipedia.org/wiki/Gomorresina
https://es.wikipedia.org/wiki/Guttiferae

Small molecules:
e.g.. CA4P, ZD6126,
AVEBO62, DMXAA

Tubulin

Endothelium

Basement
membrane

Viable
tumor cells

Tumor blood
vessel congestion
and occlusion

Massive tumor
cell necrosis
Ligand-based:
e.g.. antibody-toxin, antibody-1L12,
‘naked’ antibodies, VEGF -gelonin

Figura 1.1l Mecanismo de accidn de los agentes de disrupcidn vascular. VTAs explotan las diferencias entre los vasos sanguingos en
tejidos normales y tumorales, causando una répida y efectiva oclusidn de la vasculatura tumoral, ocasionando una masiva necrosis en
las células del tumor. (Imagen tomada del trabajo titulado: ' Vascular Targeting Agents as Lancer Therapeutics' ™)

1.1.4.2- QUINDLONAS:

Las quinolonas son una clase estructural especial de las quinolinas. Estos heterociclos fusionados nitrogenados se
encuentran en varios productos naturales, especialmente en alcaloides, y son a menudo utilizados como punto de partida
para el disefio de compuestos sintéticos con diversas propiedades farmacoldgicas. Hay un amplio nimero de compuestos
de esta familia ya empleados en medicina (antimicrobianos actualmente aprobados para su uso); asi como también
moléculas ‘lead’ para el desarrollo de nuevas y més potentes drogas. Dentro de las actividades bioldgicas reportadas para
esta familia de compuestos se pueden mencionar: anti-cancer, antimicrobianos, anticonvulsivos, antiinflamatorios, y

agentes cardiovasculares (44).

Las quinolonas en particular estan caracterizadas estructuralmente por un sistema |.4-dihidro-4-oxo-3-piridina y un anillo

bencénico fusionado (Figura 1.12).

N
H
Figura 1.12. Esqueleto de quinolona.

Se ha investigado ampliamente la aplicabilidad de estos compuestos como agentes antimicrobianos, algunos ejemplos de

drogas comerciales de esta familia aprobadas por la FDA son: Ciprofloxacin (Figura 1.13), y Ofloxacin (Figura 1.14).
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Figura 1.13. Ciprofloxacin.
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Figura 1.14. Ofloxacin

1.1.4.3- CHALCONAS:

Esta familia de compuestos son considerados precursores de |os flavonoides e isoflavonoides, y constituyen asi una de las
principales clases de productos naturales, ampliamente distribuidos en frutas, vegetales, especias, té, etc. Las chalconas
naturales y sus analogos sintéticos presentan un amplio espectro de actividades biolagicas (45), dentro de las cuales se

pueden mencionar: antioxidante, citotoxicidad, anti-céncer, antimicrobianos, antihistaminicos y anti-inflamatorios.

lQuimicamente las chalconas o |.3-diaril-Z-propen-l-onas consisten en cadenas de flavonoides abiertas, en las cuales los

dos anillos arométicos estan unidos por un sistema carbonilico o.B-insaturado (Figura 1.13).
(o)
0
Figura 1.15. Estructura esqueleto chalcona.
A continuacian se dan algunos ejemplos de chalconas con actividades reportadas en diversos contextos:

1.1.4.3.1- Actividad antioxidante:

Se conocen varios compuestos de origen natural con actividad antioxidante; caracterizados por reducir el dafio causado
por especies reactivas de oxigeno (ROS). En este sentido, los compuestos fendlicos representan la mayor clase de
antioxidantes derivados de plantas. Ellos tienen |a capacidad de reaccionar con los radicales libres y de este modo prevenie
|la peroxidacian de lipidos (46). Muchas chalconas con diversos sustituyentes, coma isoprenilos o hidroxilos (compuestas
fendlicos) poseen potencial antioxidante. En la Figura 116 se muestra a modo de ejemplo la estructura de una chalcona

caracterizada por dicha actividad.
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Figura 1.16. 3-Brussochalcona A, compuesto antioxidante.

1.1.4.3.2- Actividad Anti-Cancer:

En un trabajo reciente (47) se reporta una serie de chalconas con actividad anticancerigena. En la Figura 1.17 se representa
el compuesto més activo de la serie. La actividad citotdxica de esta chalcona se ha asociado con la acumulacion de pagd y

p2|, proteinas inductoras de apoptosis.

OH
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Figura 1.17. Estructura chalcona Bordnica.

1.1.5- El rol fundamental de la Sintesis Organica en la generacidn de nuevas entidades Quimicas:

La Quimica Orgénica, especialmente en su campo sintético ejerce un papel fundamental en |a obtencidn de nuevos
compuestos, constituyendo un pilar esencial para el progreso de la quimica medicinal. De |a Figura 1.2, se desprende que
|a sintesis organica contribuyd a la generacion de més del 70 % de las drogas comerciales generadas entre (381 y 2014, ya

sea mediante sintesis total de nuevos compuestos o por semisintesis, es decir, modificaciones de sustratos naturales.

El trabajo desarrollado en esta tesis involucra la generacian de nuevos compuestos. con esqueletos ('scaffold)
pertenecientes a las familias antes mencionadas; en todos los casos |os nuevos compuestos se generaron por sintesis total,

partiendo de sustratos sencillos asequibles comercialmente.

|.1.6- Sistemas de aplicacitn especificos:

1.1.6.1- MDM2-pG3: interés bioldgico

El gen supresor tumaral pag, conocido como ‘el guardian del genoma’ es un factor de transcripcian de genes requeridos en
|a reparacidn del ADN, arresto del ciclo celular, apoptosis y angiogénesis, en respuesta a estrés celular (64). Se encuentra
mutado en un amplio rango de canceres humanos con una frecuencia aproximada del a0 % (B3). En otros casos, dande el
gen supresor tumoral pad se encuentra en su forma Wild-type (sin mutaciones), se han observado otros motivos para la
inactivacian de esta via (BE); dande uno de los mismos es la sobreexpresian de MOMZ, un regulador negativo de pad
(Figura 1.18). La sobreexpresion de MDOM2 es debida a amplificacian del gen que |o codifica aproximadamente en el 7% de
|os canceres humanaos (67-68). La sobreexpresian puede ocurrir también por un incremento en la actividad de factores

transcripcionales como SMAD3/4, los cuales se unen al promotor de MDMZ (59-70).
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En las células normales (sin estrés), pad es una proteina muy inestable con una vida media que van de 0 a 30 minutos, y
esta presente a bajos niveles debido a la degradacian continua mediada por MDMZ; dicha proteina es una E3 ligasa. y regula
los niveles de pad por ubiguitinacion, marcéndolo para su posterior degradacion en el proteosoma (71-73). Como
contrapartida, paod media la transcripcian de MDMZ, el cual mantiene luego relativamente bajos los niveles de pb3 en células
proliferando normalmente (74). Posteriormente, si las células son expuestas a estrés (como por ejemplo, dafio al ADN o
activacidn de oncogenes), pad y MDMZ se encuentran fosforilados, e interaccionando con factores que inhiben la formacicn
del complejo MDMZ-pa3. De este modo, en ausencia de inhibician, los niveles de p3 aumentan muy rapidamente y activan
|a transcripcian de los genes necesarios, ya sea para remediar dafios en el ADN y evitar de este modo mutaciones, o bien

para activar mecanismos de senescencia o apoptosis.
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Figura 1.18- Mecanismo de requlacidn y accidn de pa3.

De este modo, para aquellos tipos de cancer, para los cuéles MOMZ se encuentre sobre expresado, y por |o tanto inhibiendo
constantemente la via de pad, una alternativa terapéutica es el desarrollo de inhibidores de MDM2. bloqueando de este modo

su requlacidn sobre |os niveles del gen supresor tumaral pa3.

Nutlin-3a es un conocido inhibidor de este complejo; tratamientos con este compuesto causan incrementos en los niveles
de pad. posterior arresto del ciclo celular y apoptosis (7a). A partir de su descubrimiento, la compaiiia Hoffman- La Roche,
cred una segunda generacion de derivados de Nutlin-3a, de los cuéles el compuestos RG711Z se encuentra en la fase-| de
ensayos clinicos, con mejores resultados que algunos de sus predecesores. los cuales resultaron ser altamente tdxicos a

|as altas dosis necesarias para obtener los resultados clinicos deseados (76).

11.6.2- Enfermedad de Alzheimer (EA): Hipdtesis colinérgica y el desarrollo de inhibidores de

Acetilcolinesterasa

La EA es un proceso neurodegenerativo maltiple del sistema nervioso central, que se caracteriza clinicamente por la pérdida
progresiva de la memoria a corto plazo y de la atencion. sequida de |a afectacion de otras habilidades cognitivas, como el

lenguaje y el pensamiento abstracto, el juicio critico y el reconocimiento de lugares o personas.
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Debido a que |a EA presenta una etiologia multifactorial, se pueden mencionar varias hipdtesis cuando se discute acerca de
su patogenia (77-79): Entre ellas pueden mencionarse las hipatesis colinérgica, amiloidea, de la proteina tau, glutamatérgica,
del estrés oxidativo e inflamatoria, siendo las primeras tres las més citadas. Uno de los objetivos de esta tesis, tal como se
acaba de mencionar, involucra la optimizacian de inhibidores de AChE, por tal motivo desarrollaremos a continuacicn solo

|a hipatesis colinérgica.
1.1.6.2.1- Hipétesis colinérgica:

De todas las hiptesis que intentan describir la patogénesis de la EA quizés sea esta la que més se ha estudiado y probado.
La correlacion encontrada entre el déficit colinérgico (entre otros disminucian del neurotransmisor acetilcolina, Figura
1.19) y la perdida de |as capacidades cognitivas de los enfermas es lo que ha motivado la intensa investigacidn en este puntu,
siendo una de las aproximaciones terapéuticas més explotada y desarrollada en los dltimos afios, donde en definitiva se
busca aumentar/mantener los niveles de Acetilcolina (ACh) funcional en el medio sindptico. Como resultado de la misma ha
sido |a puesta en el mercado de los dnicos farmacos comercializados hasta el momento para el tratamiento paliativo de

esta enfermedad.

Basandose en la estructura y los mecanismos bioquimicos de la sinapsis, una de las estrategias terapéuticas involucra el
desarrollo de inhibidores de acetilcolinesterasa, justamente por ser dicha enzima la responsable de la hidrdlisis del
neurotransmisor acetilcolina. De hecho, los farmacos actualmente comercializados actian por este mecanismo molecular.

Algunos ejemplos son: tacrina, donepezilo y rivastigmina.
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~

Figura 1.1 Estructura del neurotransmisor Acetilcolina.

A pesar de que si bien actualmente la hipdtesis colinérgica se encuentra cuestionada debido a los nuevos avances en
neurociencia (80), es indiscutible que ha sido la base de inspiracidn para la bisqueda de un nuevo entendimiento en

enfermedades neurodegenerativas como la EA.
1.1.6.2.2- Funcidn bioldgica de la enzima AChE: Sinapsis colinérgica

La enzima AChE cumple su funcidn en el sistema nervioso central y periférico siendo su tarea especifica la hidralisis del

neurotransmisor catidnico ACh en la sinapsis colinérgica.

En la sinapsis colinérgica, la enzima colinacetiltransferasa (ChAT), presente en la neurona presinaptica. cataliza a sintesis
de ACh a partir de colina y acetil-coenzima A, siendo ACh empaquetada y transportada en vesiculas de transporte (Figura
1.20). los potenciales de accian disparan la liberacion de ACh al espacio sinaptico, donde se puede unir a receptores
muscarinicos localizados en las membranas pre- y postsinapticas. El receptor muscarinico M2, ubicado en la membrana
presingptica regula la liberacian de neurotransmisor mediante una recaptacian negativa. En la membrana postsinaptica, Ml

traduce la sefial a través de un camino que involucra a diacilglicerol (DAG), inosital-1.4,a-trifosfato (ins-(1.4.9)P3) y una
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kinasa dependiente de Ca’. La ACh es hidrolizada en el espacio sinaptico por un tetramero de AChE (ACKE-T), que se
encuentra unido a la membrana mediante una cola similar a coldgeno. Por su parte, la forma monomeérica de AChE (AChE-
M) también puede ser encontrada en estado soluble en el espacio sinaptico. Por dltimo, un eficiente mecanismo de

recaptacion de colina la ingresa a la célula presinaptica y es tomada por la ChAT para sintetizar nuevamente ACh.

Par dltimo, es justamente debido al rol esencial que juega la enzima AChE en el sistema nervioso, que ha sido un blanco

atractivo para el disefio racional de inhibidores (AChEls) (81).
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Figura 1.20- Representacian de la regulacian colinérgica.

|.2- Antecedentes fundantes del marco conceptual:

|.2.1- Interacciones Proteina-Proteina:

Como se dijo previamente, uno de los objetivos fundamentales de esta Tesis es el estudio de interacciones relevantes en
medios bioldgicos con el fin dltimo de entender mecanismos subyacentes en el reconocimiento molecular, ya sea de
complejos proteina-proteina como proteina-ligando, y sus proyecciones en el desarrollo de nuevas herramientas aplicables

por ejemplo en el disefio racional de farmacos.

Las interacciones proteina-proteina son centrales en la mayoria de los procesos biologicos -desde comunicacin
intercelular hasta muerte celular programada- y representan de este modo una clase importante de blancos moleculares
en terapias humanas. Por esta razdn, modular interacciones proteina-proteina y principalmente mediante pequefias
moléculas es de gran interés, més ain porque la utilizacion de otros tipos de terapias. coma las que involucran anticuerpos
monoclonales, no son aplicables para el desarrollo de antagonistas intracelulares por su falta de permeabilidad celular. Sin
embargo. el desarrollo de pequefios compuestos antagonistas presenta varias dificultades. Dichas dificultades pueden
deberse principalmente a las caracteristicas de las interfaces de los complejos proteina-proteina, como lo son la planaridad

y las grandes dimensiones de estos sitios (aproximadamente entre 750 y 1500 A es el érea superficial a cada lado de la
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interface (48)). Aunque en este sentido es importante mencionar que no es necesario que pequefias moléculas cubran todo
el sitio de union entre proteinas para provocar la disrupcian de dicho complejo, de hecho, sdlo un reducido nimero de
aminoacidos de la interface contribuyen mayoritariamente a la energia libre de formacitn de dicho complejo (9, 43-51) (este
conjunto de residuos es comdnmente denominado como ‘Aot spof). Ademés, para muchas interacciones proteina-proteina,
la aparente complementariedad entre las dos superficies involucra un grado significativo de flexibilidad y adaptabilidad
(52,03). Consecuentemente, por ser las proteinas moléculas flexibles puede haber conformaciones del sitio de unidn que

son ‘adecuadas’ para la unién de ligandos pequefios, pero que no son visibles en un dnico cristal (34-56).

A las dificultades inherentes a las caracteristicas de estos sistemas bioldgicos en particular, es necesario afadir la falta
de un entendimiento completo de |os fendmenos que gobiernan los procesos de binding. Cuando se pretende elucidar los
mecanismos detrés de los fendmenos de unian en sistemas complejos como lo son las proteinas se deben tener en cuenta
varios factores, a menudo interdependientes, como: las propiedades de hidratacidn del sitio de binding en estudio, la fuerza
de las interacciones resultantes, el balance entrdpico entre sustratos y productos, etc. Uno de los esfuerzos clave en la
interpretacion de estos problemas por parte del grupo de investigacian en el que fue gestada esta tesis estd puesto,
justamente, en el entendimiento de esa interrelacion entre las causas de unidn; por contraposicion a la concepeidn general
del problema figurado incluso segin el “principio de Gulliver”, o la suma de muchisimas contribuciones pequedisimas

(muchas cuerdas diminutas para atar un gigante), cuando en verdad esas contribuciones no tienen por qué ser aditivas.

Para ello, es importante racionalizar el modo de organizacidn estructural de las proteinas y las interacciones no covalentes

que la determinan.

|.2.2- Estructura e hidratacidn de las proteinas:

La funcionalidad de las proteinas depende fuertemente de su estructura. La organizacin estructural de las mismas consiste
en cuatro niveles de complejidad (Figura 1.21) |a estructura primaria, que es |a union covalente de los aminogcidos que la
componen; |a estructura secundaria, que es la primera etapa de organizacian espacial, formada a partir de la interaccian
por puentes de hidrageno de los grupos carbonilo y amida de la cadena principal (que otorgan la denominada estructura
|local de |a proteina); la estructura terciaria, que constituye |a disposician tridimensional de la proteina en el espacio y,
finalmente, la estructura cuaternaria que consiste en la asociacian de varias subunidades proteicas. Esta organizacidn
estructural depende del establecimiento de interacciones no covalentes, las cuales describiremos someramente a

continuacidn.

|.2.3- Interacciones no covalentes

A grandes rasgos, se denomina interacciones no covalentes a aquellas uniones intra o inter moleculares en las que no se
comparten electrones. Dentro de esta clasificacion se enmarcan principalmente todos los tipos de interacciones

electrostaticas pero, también, aquellas més dificilmente catalogables comao, por ejemplo, el efecto hidrofabico.

En el contexto de |a dindmica molecular, estas interacciones son a menudo simplificadas para facilitar su consideracidn

matemética. El caso mas evidente es el de las llamadas interacciones de Van der Waals o interacciones de corto alcance.
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Las interacciones de Van der Waals surgen de |a interaccidn electrostatica instanténea de los distintos componentes de los
sistemas fisicoquimicos y estan presentes en todos ellos. En simulaciones de dinamica molecular, estas interacciones se
simplifican, ajustandolas a un potencial que reproduzca los efectos observados experimentalmente a un bajo costo

computacional; por lejos el potencial més utilizado es el de Lennard-Jones o potencial B-12.

Como puede verse en |a Figura 1.22, las interacciones de Lennard-Jones se caracterizan por tener una fase atractiva débil,
que decrece rapidamente con la distancia (a la sexta potencia) y una parte repulsiva fuerte que aumenta ain mas

rapidamente con la distancia inter particula.
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Figura 1.21- Jerarquias de organizacian estructural en proteinas.
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Figura 1.22- Potencial de interaccidn de Lennard Jones

En el caso de las interacciones de carga, se siguen en dindmica molecular los mismos principios de aplicacidn de la ley de

Coulomb de cargas estacionarias, esto es:

1 lq,9,

F = 2

dreg, r

Siendo eo la permitividad eléctrica en el vacio, “q" las respectivas cargas y “r" la distancia entre ellas. Como puede
observarse, las interacciones de carga o coulémbicas decaen mucho més lentamente con la distancias que las de Van der
Waals. Otra caracteristica importante en la historia de la implementacian de la ley de coulomb en medios materiales
(condiciones distintas de |as de vacio) es la incorporacion de un término adicional en el denominador llamado “permitividad

relativa” o "constante dieléctrica”.

Otra interaccidn no covalente, de gran relevancia en biofisica en general y en la estructura de proteinas en particular, es
el puente de hidrdgeno, un tipo particular de interaccidn electrostética. El enlace o "puente” de hidrageno es un tipo de
enlace muy particular, que aungue en algunos aspectos resulta similar a las interacciones de tipo dipolo-dipolo, tiene
caracteristicas especiales. Constituyendo un tipo especifico de interaccion polar que se establece entre dos atomos
significativamente electronegativos, generalmente 0/ N, y un &tomo de H, unido covalentemente a uno de dichos atomos
electronegativos. En un enlace de hidrageno tenemos que distinguir entre el &tomo DADOR del hidrageno (aquel al que esta

unido covalentemente el hidrageno) y el ACEPTOR, que es al atomo de O/N al cual se va a enlazar el hidrageno. Otra
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consideracion importante acerca de este tipo de interacciones es que son altamente direccionales. Esto implica que
adquieren su mayor fortaleza cuando los tres atomos implicados estén en linea recta (angulo de enlace 1802). La fortaleza
del enlace de hidrageno es muy dependiente ademas de la distancia entre los &tomos y disminuye con ella de forma

exponencial.

En la mayoria de los campos de fuerzas, incluidos AMBER y CHARMM. los enlaces de hidrageno no se modelan de manera
explicita y quedan contemplados por la combinacian de interacciones electrostaticas y de van der Waals, usando radios de
Lennard-Jones inusualmente cortos para los atomos involucrados. En la Figura 1.23 se muestran los términos de no enlace

implementados en los campos de fuerza de AMBER.
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Figura 1.23- Término de no unidn campo de fuerza tipico de AMBER.

Podemos observar, que tal como se indico previamente, en el sequndo término correspondiente al tratamiento de
interacciones electrostaticas, aparece en el denominador la constante dieléctrica o permitividad relativa que surge de la
aplicacian de |a ley de Coulomb en medios materiales. El valor a utilizar en sistemas complejos para la constante dieléctrica
es un tema no resuelto. En el interior proteico, se espera que la "constante dieléctrica local” resulte similar al vacio,
mientras que si la interaccion electrostatica esta expuesta al agua, la misma se torna irrelevante por el apantallamiento y
|a solvatacin. Sin embargo, como veremas, |a hidrofobicidad local puede jugar un papel central en la modulacian de dichas
interacciones, ya sea por la geometria de nanoconfinamiento o por la presencia de hidrofobos que organicen, labilicen o
expulsen al solvente, impidiendo la hidratacian y la consecuente disrupcidn de la interaccion considerada (por ejemplo,
puente de hidrdgeno). Luego, las proteinas solubles precisamente protegen o arropan a sus puentes de hidragenos de la
cadena principal mediante los grupos hidrofabicos de sus cadenas laterales en interacciones de tres cuerpos que exacerban
a la interaccidn de pares electrostatica. Sin embargo, la presencia de defectos en este tipo de empaquetamiento ha sido

determinada como fundamental en procesos de binding (7.61).

Finalmente, las interacciones hidrofabicas se dan como consecuencia de la estructura del agua y se considera que su fuerza
impulsora es entrapica. De este modo, la energia libre involucrada en el proceso de hidratacian de cuerpos hidrofabicos
BS siempre positiva, es decir, s un proceso no espontanen o energéticamente desfavorable. Si bien las primeras
presunciones adjudicaban esta caracteristica a un valor también positiva en la contribucidn entélpica (dada la falta de
afinidad entre el hidrafobo y el agua), Evans y Frank demostraron en 1943 que en realidad, la no espontaneidad del proceso
se debe principalmente a la pérdida de entropia del sistema (B2). Esta pérdida de entropia se puede explicar a nivel
molecular por el grado de ordenamiento adicional que impone justamente el factor entalpico: el agua tiende a minimizar el
contacto con el hidrdfobo (con el que interactia pobremente) y a maximizar la red de puentes de hidrageno con sus pares.
En pocas palabras. el agua sobre la superficie hidrofabica se encuentra més "ordenada” o estructurada que el agua en el

seno de la solucian. Entendido lo anterior resulta relativamente simple deducir el origen de la energia favorable de
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interaccian entre dos cuerpos hidrofdbicos en agua: la unian de dos cuerpos hidrofdbicos minimiza la superficie de contacto
entre el hidrafobo y el agua, liberandose en el proceso algunas moléculas de la interfase. Estas moléculas retornan al seno
de la solucian, donde pueden completar sus cuatro puentes de hidrdgeno caracteristicos (reducidos normalmente a tres
en |a interfase) y poseen ademés. un mayor nimero disponible de microestados de idéntica entalpia. o, en otras palabras,
una mayor entropia. Es interesante notar que este tipo de motivo de unidn, si bien energéticamente favorable, difiere en
naturaleza con el resto de las interacciones no covalentes que hemos mencionados, puesto que no se trata de una
interaccion especifica entre los dos cuerpos hidrofabicos intervinientes, sino, més bien, el efecto secundario de maximizar
otras tantas. La consecuencia de este efecto hidrofabico en la unidn proteina-ligando es un aumento en |a afinidad cada vez
que se entierra superficie hidrofabica del sitio de unian y del ligando al formar el complejo (63). Se cree también que este
efecto dirige el plegamiento de proteinas, en un fendmeno denominado colapso hidrofabico (Figura 1.24); de este modo, |a
contundente relevancia del efecto hidrofébico como motiva de unidn en la naturaleza, nos da una idea de la necesidad de no
desatender la influencia que puede tener el agua, méas alla de |a propia identidad fisicoguimica de las demas moléculas

intervinientes.
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Figura 1.24- Representacian esquemética del fendmeno denominado ‘colapso hidrofabico’.

1.2.4- El caso especial de los puentes de Hidrdgeno de la cadena principal (backbone): Su carédcter contexto-

dependiente.

Comao se expuso previamente, uno de los principales determinantes estructurales en proteinas son los puentes de hidrogeno
del 'backbone’ o por sus siglas en inglés BHBs (backbone hydrogen bonds). Dichas interacciones no covalentes son estables
cuando el agua es significativamente excluida de su entorno local por los grupos hidrofabicos de las cadenas laterales de
los aminoécidos. Sin embargo, este requerimiento no necesariamente se cumple a lo largo de toda la proteina, y
particularmente en sitios de binding. los cuéles pueden presentar propiedades de hidratacion marcadamente diferentes de
otras regiones de la superficie proteica (3,7.8, a7-B1). Precisamente, ha sido sugerido que las propiedades de hidratacidn
que presentan |os sitios de binding juegan un papel central en los procesos de asociacidn ligando-proteina, asi como también
proteina-proteina (3.7.8, 87-61), ya que se espera que las moléculas de agua de hidratacion resulten labiles y sean
desplazadas del sitio de binding al formarse un complejo determinado. De hecho, el remplazo de moléculas de agua

‘desfavorables’ por grupos del ligando complementarios a la superficie de la proteina ha sido establecido como una de las
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fuerzas impulsoras principales para el binding y, como tal, se ha incorporado en estrategias computacionales basadas en
|a estructura. Ademas, estudios de unidn de pequeias moléculas de prueba, han sido combinados con mapas de exclusidn
dictados por el patrdn de moléculas de agua fuertemente unidas, con el objetivo de detectar sitios de binding. De acuerdo
con este escenario heterogéneo para la hidratacion de proteinas, ha sido establecida |a existencia de BHEs parcialmente
expuestos al solvente, asi como también su relevancia para los procesos de binding en proteinas (8). Una serie de
investigaciones lideradas por el profesor Ariel Fernandez, las cuéles identificaron puentes de Hidrageno incompletamente
. . e o[ s s . . u
protegidos (parcialmente expuestos al solvente) permitieron codificar el proceso de union en términos de dichos "defectos

de empaquetamiento” que resultarian “pegajosos” debido a la necesidad de proteccion #zermolecu/ar adicional (61).

Los estudios dirigidos por el profesor Ariel Fernandez fueron una categdrica fuente de inspiracian del trabajo desarrollado
a o largo de esta tesis, es importante mencionar que dicho modo de observacidn se ha basado mayormente en el analisis
de las estructuras tridimensionales determinadas experimentalmente para una serie de proteinas. Sin embargo, es muy
importante destacar en este punto que por ser justamente |as proteinas moléculas flexibles, la estructura de una proteina
obtenida experimentalmente (en particular por cristalografia de rayos X) captura meramente a aquella estructura mas
probable dentro de su dindmica estructural. Es decir que hablar de estructura es, mas bien, hablar de toda una dinémica
estructural. Existe todo un paisaje conformacional para una misma proteina, con mayor o menor poblacion (probabilidad)
de estructuras preferidas, de acuerdo con su estabilidad relativa en ese ensamble. Sin embargo, tal vez, aquellas

conformaciones estructuralmente mas defectuosas, sean las que poseen mayores potencialidades adhesivas.

En el transcurso de la presente tesis, y con el objetivo de estudiar/esclarecer la dependencia contextual de interacciones
no covalentes como lo son BHBs, estudiaremos la hidratacion de sistemas complejos como son las proteinas. mediante
simulaciones de dingmica molecular, haciendo foco principalmente en las propiedades de hidratacian de sus BHBs. Ademas
realizaremos matrices de contacto. donde estudiaremos el tiempo promedio de vida de un determinado BHBS, con el objetiva
final de establecer relaciones entre su comportamiento/estabilidad con a exposician local al agua (solvente). De este modo,
se verd que algunas de las particularidades de las conformaciones menos estables, pueden cumplir un rol fundamental en

|a fisicoquimica de interaccion y como pueden estar justificadas por sus caracteristicas locales de hidratacidn.
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CAPITULD 2

A medida que los métodos de la quimica estructural

se apliquen de modo més profunds a problemas fisioligicos,

SE encontrard que /a importancia del enface de fidrigeno para fa fisiologia
Bs mayor que /4 de cualguier otra caracteristica estructural

Linus Pauling. The Nature of the Chemical Bond. 1939.

2.1- Descripcion general y objetivos de estudio del capitulo

Linus Pauling predijo correctamente la formacidn de estructuras secundarias en proteinas, basandose en la asuncidn de
que la conformacidn mas estable debia maximizar la formacion de puentes de hidrégeno intramoleculares entre los
residuos. Tal como observado por el Prof. Ariel Fernandez, estos puentes de hidrageno, para prevalecer en un medio acuoso
con fuerte propension al apantallamiento de cargas. deben ser protegidos por las cadenas laterales de los aminoacidos
aledafios. Sin embargo, el entorno local de los protagonistas de estas interacciones (atomos de N del grupo amida y 0 del
carbonilo), como ya se menciond previamente, puede diferir a lo largo de la proteina. Sobre todo en los sitios de binding
estas diferencias se pueden acentuar, resultando en regiones con propiedades de hidratacion marcadamente diferentes de
otras regiones superficiales de dichas macromoléculas. Justamente, o mejor dicho, convenientemente, aquellas zonas mas
reactivas de |a proteina, presentan una disposicion de cadenas laterales tal que. de alguna manera tornan mas vulnerables
a los puentes de hidrageno del backbone en esa regidn (I-B). A lo largo de este capitulo observaremos las implicancias de
esta caracteristica para la dindmica de las proteinas en medio acuoso. De este modo, uno de los principales objetivos de
este capitulo es estudiar la manera en la cual el entorno local (hidrofabico o hirofilico) modula interacciones no covalentes.
Comenzamas realizando estudios en sistemas modelo muy simples, para finalmente abordar estas cuestiones en sistemas

complejos como |os son complejos proteina- proteina.

El entendimiento de las relaciones entre hidrofobicidad e interacciones no covalentes sigue siendo una materia pendiente
en el esfuerzo de la comunidad cientifica. Hoy en dia. existen pocos estudios que exploren estas relaciones de una manera
sistematica y clara. Sin embargo, mucho se ha avanzado en el conocimiento de los requerimientos para que ocurra el
autoensamblado de moléculas en solucian. Se ha demostrado por ejemplo, que el autoensamblado de superficies
hidrofabicas de dimensiones nanométricas, requiere de una etapa de deshidratacion o "dewetting”, que ocurre a una
determinada distancia de separacidn entre los cuerpos en la cual el agua se vuelve termodinamicamente inestable (7-10).

Por otra parte, estudios muy recientes han explorado la respuesta del agua confinada entre superficies inhomogéneas, con
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diferentes arreglos de grupos hidrofdbicos e hidrofilicos alternados. Se ha demostrado que el comportamiento del agua en
estos casos, varia de manera dificil de predecir, pero. ademés, existe una dependencia para nada trivial entre el
comportamiento observado y |a disposicion de estos grupos (7.11-13). Estudios de potencial de fuerza media, demostraron
que la energia de unidn entre placas con la misma cantidad de grupos hidrofdbicos e hidrofilicos dispuestos en diferentes
arreglos o patrones presentan energias de unian muy diferentes (8). Estos dltimos hallazgos permiten vislumbrar indicios

de una tendencia cooperativa del efecto hidrofabico y, por lo tanto, de una naturaleza no aditiva del fenamena.

En este contexto, en el presente capitulo nos proponemos intentar racionalizar la naturaleza no aditiva de interacciones no
covalentes relevantes a los procesos de ensamblado. De este modo, comenzamos analizando este efecto en sistemas muy
simples, representados por superficies planas en las que se coloca una carga reactiva en el centro, rodeada por entornos
quimicos diferentes. Calculamos potenciales de fuerza media o PMF (Potential of Mean Force) para estimar interacciones
atractivas entre dichas placas paralelas. Asi, estudiamos |a forma en que el entorno local (restos hidrofdbicos o hidrofilicos)
modula la interaccian entre los grupos cargados. Ademas realizamos estudios en vacio con el objetivo de explicar
explicitamente el papel del disolvente y la hidrofobicidad local. Por otra parte. comparamos los resultados anteriores con
los obtenidos para placas no cargadas con el objetivo de identificar y racionalizar la no aditividad de las diferentes
interacciones no covalentes. Los resultados obtenidos (mediante simulaciones de dinémica maolecular) darén cuenta de la
posibilidad de modular interacciones de carga por medio de |a eleccion de los grupos del entorno. Asi demostraremos que.
mientras més hidrofébico sea el comportamiento del material, mayor resultara la interaccion entre cargas en entornos
acuosos. Adicionalmente, vale la pena mencionar en este punto que esta primera serie de estudios forman parte central de
|os contenidos desarrollados en |a tesis de Joan Manuel Montes de Oca; luego, para consideraciones adicionales los remito
a la lectura de la misma (dichos contenidos forman parte ademas de uno de los trabajos surgidos de la presente tesis: Joan

Manuel Montes de Oca, et al. "Studies on electrostatic interactions within model nano-confined agueous

environments of different chemical nature’, The European Physical Journal E, 207, 40: 78).

Luego, el escenario descripto anteriormente es, de alguna manera, una generalizacian de los conceptos desarrollados por
el Prof. Ariel Fernandez. Nuestro grupo de investigacion ha colaborado intensamente con el profesor Fernandez en dicha
linea (4,0.14) y de hecho |os estudios que se presentaran en este capitulo realizados en complejos proteicos, estén inspirados
en sus resultados. Sus investigaciones (8.15,16) introdujeran |a idea de la existencia de puentes de hidrdgena deficientes y
demostraron su relevancia en los procesos de binding en proteinas. El enfoque propuesto por Fernéndez, se basa,
justamente, en el reconocimiento de interacciones electrostaticas dependientes del contexto. Estos puentes de hidrageno
"defectuosos”, denominados Dehidrones (B), se caracterizan por estar insuficientemente protegidos del agua circundante.
En dltima instancia, los motivos que justifican su empobrecimiento energético. son los mismos sobre los cuéles se desea
indagar en la primera parte de este capitulo con el estudio de sistemas simples (la interaccion por puente de hidrdgena no
deja de ser un caso particular de interaccion electrostatica, y por |o tanto, se ve afectada por los mismos factores que aqui

nos proponemos estudiar).

Una de las caracteristicas més sobresalientes de los Dehidrones es su adhesividad inherente. Dado que acercar grupos

apolares refuerza el puente de hidrdgeno de la proteina, por desplazamiento u ordenamiento del agua circundante, existe
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una ganancia neta de energia determinada experimentalmente en unas 3.9 Kcal/mal (B), la cual promueve |a asociacian con
el ligando. Se trata de una contribucidn sin dudas significativa, si consideramos que |a energia que separa un estado plegado
(activo) y desnaturalizado (inactivo) en proteinas, se estima en apenas unas 9/10 Kcal/mal (7.18). En definitiva, es este
delicado estado de equilibrio que se establece entre las formas plegada y desnaturalizada o que |o que caracteriza su
termodinamica; asi las proteinas se debaten continuamente entre un estado desplegado en el que prevalece la entropia y
un estado mas condensado, en el que se paga el precio entrapico por medio de los puentes de hidrageno inter e intra
moleculares que se forman en el plegado y de otras contribuciones tales como el efecto hidrofabico, interacciones de Van

der Waals, etc.

Es justamente por |a precariedad del equilibrio termodinamico que se establece en |a disposician espacial de las proteinas,
que existe cierta "flexibilidad" y libertad de mavimiento intrinseca en su estructura. Después de todo, la proteina tiene todo

un abanico de estructuras localmente estables dentro del paisaje de energia conformacional (19).

Una consideracidn importante en este punto, es que justamente por ser las proteinas objetos inherentemente dinamicos,
considerar solo |a estructura del PDB, Aratein fata Banck (sobre todo las obtenidas por cristalografia de rayos X), puede
estar velando informacian realmente relevante para la comprension de sus caracteristicas fisicoquimicas (y sobre todo si
tenemos presente en este punto que la funcionalidad de una proteina es altamente dependiente de su estructura). De este
modo, la consideracian de defectos de empaquetamiento inherentes a la estructura del PDB, es decir, caracterizar sus

dehidrones, podria estar subestimando a ciertos eventos salo evidentes a partir de una descripcian dinamica.

(tra teoria que sienta los precedentes y es maotivo de inspiracian para el estudio que se va a realizar consecutivamente en
este capitulo es |a denominada "teorfa del O-ring" (traducible como teoria del anillo) propuesta inicialmente por Bogan y
Thorn y modificada por Li (1.3). El estudio de Bogan demuestra que existe una regularidad en los sitios de unitn en proteinas
por presentar algunos pocos grupos quimicos energéticamente relevantes para el binding (sobre una base de datos de
interfaces proteina-proteina, de grandes dimensiones y mayormente planas. se ha encontrado que salo unos pocos residuos
resultarian " /Aot spots"; dichas determinaciones fueron realizadas por medio de la utilizacian del método de Alamine
Stcanning, es decir mutando uno por uno los residuos de |a interfase por alanina). A su vez, los mismos suelen verse rodeados
de residuos cuya identidad quimica no es demasiado relevante pero que "acondicionan” la interfase ocluyendo al solvente.
En definitiva, podriamos interpretar que estos residuos circundantes, modulan la constante dieléctrica efectiva y la

disposicion geométrica del agua para reforzar las interacciones relevantes.

Por lo dicho anteriormente, en la sequnda parte de este capitulo, ahondamas en la dindmica de puentes de hidrageno del
backbone en proteinas y vinculamos/correlacionamos su comportamiento con sus propiedades de hidratacion locales. En
definitiva, estudiamos las propiedades de hidratacian de sitios de binding por medio de simulaciones de dindmica molecular
(MD). centrando nuestra atencion particularmente en el comportamiento y propiedades de hidratacion de los BHBs (en
definitiva, y tal como se menciond previamente, constituye un caso particular de interaccidn electrostética). Realizamos
ademas matrices de propension de BHBs, (dande se representa el tiempo promedio que permanece formado un determinado

BHBs a Io largo de la dingmica), las cuales revelaron la existencia de BHBs cuya persistencia neta en la dinamica difiere
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marcadamente de su correspondiente estado en el PDB (esto es, formado o no formado). Estos BHBs donde el PDB ‘falla’ en
predecir el comportamiento dindmico los denominamos como ‘Camaleonicos’ (CBHBS), precisamente por su tendencia a
cambiar su prescripcian estructural entre el PDB a un estado opuesto cuanto se encuentra en solucian, esto es, durante |a
dindmica. Adicionalmente, encontramos que estos CBHBs no se encuentran homogéneamente distribuidos a lo largo de la
proteina, sino que existe un claro enrigquecimiento de los mismaos en los sitios de unidn de los complejos estudiados.
Finalmente, estudiamos como se vinculan la exposicion local al solvente y su estabilidad; asi como también su
comportamiento como ‘blancos' a cubrir por ligandos/drogas. De hecho, uno de los resultados més interesantes de este
trabajo fue que encontramos que cuando la proteina apo forma el complejo correspondiente con su diana natural (y
consecuentemente el entorno local de estos BHBs cambia), la mayoria de los CBHBs son ‘estabilizados'/ (uencheados. Un
comportamiento similar se observa también en los complejos formados entre la proteina apo y las drogas o pequeiias

moléculas disruptivas (aunque menos dptimo en algunos casos, es decir |a restitucian de ‘estabilidad' no fue total).

De este modo, el anélisis de propensiones de puentes de hidrdgeno, tendria la potencialidad para sentar las bases en el
desarrollo de nuevas herramientas de interés, ya sea aplicables a la deteccidn de sitios de binding asi como también en el
disefio de drogas, contando asimismo con |a ventaja adicional de ser completamente ortogonales con técnicas predictivas

actualmente utilizadas y bien establecidas.

Luego, los resultados de esta sequnda serie de estudios sobre complejos proteicos son parte del contenido desarrollado en
los trabajos: " Lhameleonic” backbone hydrogen bonds in protein binding and as drug targets, The European
Physical Journal E., 2005, 38:1: y Dynamic Analysis of Backbone-Hydrogen-Bond Propensity for Protein Binding and
Drug Design. Biopolymers for Medical Applications. Chapter 13,

2.2- Msatodos:

En la primera parte de este capitulo estudiamos |a termodinamica de unidn de dos placas equivalentes y paralelamente
enfrentadas (incisos 2.3). tanto en agua como en vacio. Cada placa fue construida funcionalizando los grupos superficiales
de una estructura de atomos de carbono en un arreglo tipo diamante, resultando en una estructura de hexagonos muy
similar en geometria a la placa autoensamblada hexagonal que se obtiene sobre la cara (1.11) del oro. El primer grupo de
sistemas ensayados estd compuesto por sistemas de placas con una carga central, rodeada de entornos con grupos de
polaridad creciente (como se muestra en |a Figura 2.1). En cada caso, la placa paralela con la que interacciona tiene
exactamente el mismo entorno quimico pero la carga central posee signo opuesto. Todos los sistemas fueron hidratados
con el modelo de agua TIPSP dentro de una caja rectangular de aproximadamente 3x7xa nm con condiciones periddicas de

contorno. Las simulaciones moleculares fueron llevadas a cabo en GROMACS (20.21) package versian 5.11 con los campos

de fuerzas AMBERSS y GAFF.

Para el potencial de fuerza media (PMF) utilizamos dindmicas sesgadas con umbrella sampling a incrementos en la distancia

entre las placas de 0.3nm. Todas las ventanas de muestreo fueron primero equilibradas por Zns sequida de una etapa de
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recoleccion de datos por 4ns adicionales. El potencial de sesqo fue elegido teniendo en cuenta la energia requerida para
sobrepasar la barrera de energia para la deshidratacion de cada sistema. Para el calculo del potencial de Fuerza media se
empled el método WHAM (22). Finalmente, para establecer herramientas de comparacion, realizamos estos mismos
procedimientos para placas con los mismos entornos quimicos pero sin la carga central. Se utilizaron también las dinamicas
de umbrella sampling para calcular propiedades de interés a medida que las placas se aproximan entre si. Para terminar,
realizamos un mapeo de las propiedades termodinamicas del solvente hidratando las superficies aisladas, utilizando el

método GIST (23-23) (Grid Inhomogeneous Solvation Theory) recientemente incluido en AmberTools.

En la sequnda parte del capitulo (seccign 2.3), estudiamos complejos proteina- proteina para los cuales fue posible el
desarrollo de pequeias moléculas disruptivas de su interaccion (26). Los casos que hemas estudiado son: MDM2 ( PDB:
1ZIM)/ nutlin-2 (PDB: IRVI)/ pa3 (PDB: IYCR) (27); IL-2 (PDB:IM4C)/ SP4206 (PDB: IPY2)/IL-2 receptor e-chain (PDB:1Z52)
(28], BCL-XL (PDB: IRZD)/ABT-73734 (PDB: 2YXJ)/BAD-derived peptide (aminoacidos 100-126) (PDB: 2BZW) [29] y ZipA
(PDB: IF7W)/Compound 1 (PDB: 1Y2F)/FtsZ-derived peptide (PDB: IF47) (aminoacidos 367-383) (30). En cada sistema, se
indica primero la proteina no ligada (en su forma apo), luego el complejo de la misma con una molécula disruptiva, y por
iltimo el correspondiente complejo proteina- proteina con su diana natural; en todos los casos se indican los cadigos

correspondientes de dichas estructuras en el Protein Data Bunk (PDB).

System Charged groups (blue

sphere) {red spheres)
S1 NH;'/ CO, (center) none
S2 NH,'/ CO, (center) NH, (hydrophilic)
= NHy'/ €Oy center) CH / NH, (mixed)
sS4 NH;*/ CO, (center) CH; (hydrophabic)
S5 NH;*/ CO, (center) CH; (g, = 0.5) (more hydrophobic)

Figura 2.1: descripcitn de los sistemas de estudio. (A) vista lateral del sistema. (B) vista superior. (C) Descripcitn de los sustituyentes

utilizados en el centro de la placa (esfera azul en "A" y "B") y como entorno quimico de las cargas (esferas rojas).

Luego, con el objetivo de estudiar el comportamiento dinémico de los sistemas previamente mencionados, se llevaron a
cabo simulaciones de dinamica molecular por medio del paguete de simulaciones de AMBER. A continuacidn se detallan las

condiciones bajo las cuales se realizaron dichos experimentos tedricos:

Condiciones periddicas de contorno:
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La simulacidn de un sistema, sea éste una molécula individual o un conjunto de atomos o moléculas, requiere establecer las
condiciones de contorno para el mismo. La condicion més simple es que dicho sistema esté aislado. Esta condician, si bien
en general inapropiada, puede ser parcialmente aceptable para moléculas en fase gaseosa pero no resulta apropiada en

absoluto para simular liquidos, soluciones o sdlidos.

La simulacian del sistema inmerso en el vacio produce efectos generalmente indeseados debido a que los &tomos en
contacto con el vacio estardn afectados por fuerzas diferentes a las que existen en un sistema con las condiciones reales,
produciendo una distorsidn de la superficie de energia potencial. Por esta razdn, podemos tratar de evitar, al menos en

parte, estos efectos indeseados introduciendo condiziones periddicas de contorna

El establecer condiciones periddicas de contorno significa que el sistema est4 determinado por una celda unidad que se

replica periadicamente en el espacio. Tanto la celda unidad como sus imégenes son consideras para el calculo.

En la Figura 2.2 es posible observar el caso bidimensional (por simplicidad en el dibujo) dado por un recténgulo y sus
imagenes. En esta figura se muestra que cada particula esta rodeada por otras, es decir, que no hay particulas en los limites
-no hay limites-. Cada particula esta sometida a interaccidn de todas |as particulas de su alrededor, ya sea por las propias

particulas de la caja o sus imégenes.

Es evidente que si la interaccidn se extiende sin limite es posible que una particula sea afectada dos veces por otra, la “real”
y su imagen. Para evitar esta situacidn artificial se establece un radio de corte (RC) para el potencial, que limite el alcance
de la interaccidn. En la Figura 2. 2 vemos que la particula | interactda con las 2, 3" y 4', las cuales estan dentro de RC. En
resumen, cada particula interactda con otras o sus imagenes seqin cual de ellas se encuentre mas proxima, a esto se lo
denomina convencign de imagen mimima. El RC no puede ser muy pequefio, puesto que producirfa una situacin irreal, ni
debe superar la mitad de la caja (RC < L/2, donde L es la longitud de |a arista menor) puesto que no se lograria el efecto
buscado. Si alguna particula, en su trayectoria, abandona |a caja, una de sus imagenes ingresa por el lado opuesto. De esta

manera se mantiene constante el nimero de particulas en la simulacidn (31).

J
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Figura 2.2- Condiciones periadicas de contorno para un sistema bidimensional.
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- Criterios de corte en el calculo de interacciones (Cut-off):

La cantidad de términos covalentes (enlaces, angulos y diedros) al ser evaluados aumentan con orden uno respecto a la
cantidad de atomos del sistema, mientras que los términos no covalentes (interacciones de Van der Waals y electrostaticas)
|o hacen con el cuadrado del ndmero de 4tomos. Por |o tanto, estos dltimos son los de mayor consumo de tiempo de calculo.
En Dinamica Molecular, este tipo de interacciones debe calcularse entre todos los pares de 4tomos del sistema, pero para

un sistema de muchas interacciones esto no resulta practico.

Como se explicd en el punto anterior, el problema se puede solucionar aplicando la convencion de imagen minima y una
distancia de truncamiento de interacciones (cut-off) o radio de corte (Re). Cuando se define un valor de Rc las interacciones
tipo van der Waals de a pares que estan a una distancia mayor a éste son consideradas nulas, solo se consideran aquellas

con las imagenes mas cercanas.

Sin embargo, para las interacciones electrostaticas, no es el caso, porque son interacciones de muy largo alcance, incluso
involucrando interacciones con dtomos de la celda y sus iméagenes. Por |o tanto, para este tipo de interaccidn se requieren
metodologias eficientes para su calculo, por ejemplo el método de sumatoria de Ewald o campao de reaccidn, y valores (o

funciones) de corte elegidas cuidadosamente. (31)

En todos los casos se utilizd un valor de cut-off de 10 angstroms en el célculo de las interacciones de corto rango (Van der

Waals).
- Dinamica molecular con restricciones:

En una simulacidn, a medida que se aumenta el paso de integracian se pueden obtener trayectorias mas prolongadas con
menar cantidad de pasos de integracion. Sin embargo. pasos de integracion muy grandes pueden generar inestabilidades
debido a que los 4tomos pueden acercarse demasiado generando potenciales muy grandes. Por este motivo, el valor maximo
del paso de integracian se encuentra limitado a un décimo (o menos en o posible) del periodo més pequedio de vibracian de
enlace. En el caso de moléculas bioorganicas, este periodo corresponde al enlace “4tomo pesado-hidrageno” que es de 107

%s. Entonces el paso de integracion maximo permitido serfa de | fs.

Una solucidn a esta limitacion es congelar las vibraciones de estos enlaces de corto periodo, restringiéndolos a su valor de
equilibrio mientras que el resto de los grados de libertad del sistema varian de acuerdo a su propia dinamica. El algaritmo
més utilizado para este fin es SHAKE, que permite incrementar el paso de integracicn hasta 2 fs. (32). Dicho algoritmo fue

utilizado en todas las simulaciones realizadas en este trabajo.
- Ensamble Isotérmico- Isobérico (N,T.,P) :

Un ensamble es una idealizacian, que consiste en considerar un conjunto con un gran ndmero de configuraciones de sistema,
en el mismo estado termodindmico. pero con diferentes estados dinamicos de las particulas que lo constituyen. Esta
coleccian de configuraciones representa una muestra apropiada de todos los estados microscdpicos y, por |o tanto, sus

propiedades promedio son las del sistema promedio ideal.

Distintas restricciones macroscapicas derivan en diferentes tipos de ensambles, con caracteristicas particulares.
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En las simulaciones de Dinamica Molecular llevadas a cabo en la presente tesis se emplearon condiciones de presian y
temperatura constantes (N, T, P) durante las etapas de produccian. En dicha condician, el sistema intercambia energia

térmica con los alrededores, pero no materia. Su nimero de particulas, presidn y temperatura son constantes.
- Control de presidn y temperatura:

A medida que |a simulacién avanza, el sistema se encuentra en situaciones de no equilibrio, en especial cuando comienza,
debido a que no siempre se parte de configuraciones iniciales lo suficientemente relajadas. La energia potencial de las
configuraciones fuera del equilibrio se convierte consecuentemente en energia cinética, aumentando la temperatura del
sistema. Existen varios métodos para enfriar el sistema, los cuales acoplan un bafio térmico. Entre estos métodos, se
encuentra el termostato de Berendsen, que requla la entrada y salida de calor utilizando un factor A dependiente del tiempo
que aumenta o disminuye proporcionalmente la velocidad de cada particula cada n cantidad de pasos de integracian (33).
Este método utiliza un tiempo de decaimiento T en el cual el sistema se relaja. Cuanto mas grande es el valor de T, més

|ento es el tiempo de relajacion efectiva.

(tros métodos, més complejos, permiten intercambios estocasticos de calor entre |os grados de libertad del sistema y del

bafio térmico. Entre éstos, los referentes son el termostato de Nosé-Hoover y de Langevin (34).

Particularmente, las simulaciones en un ensamble NTP mantienen constante la presion mediante la variacion del volumen.
Muchos de los métodos para controlar la presion son andlogos a los usados en el control de temperatura. Entonces, el
sistema puede ser acoplado a un "bafio de presion” que modifica las dimensiones de la caja cada una determinada cantidad

de pasos. Al igual que en el bafio térmico, existe una constante de acoplamiento TP, y ademés otra que tiene en cuenta la
compresibilidad del sistema, « (en sistemas bioorganicos es usualmente la compresibilidad del agua). Este método de

regulacion de |a presion se conoce como bardstato de Berendsen (33).

Todas las simulaciones realizadas en este trabajo fueron llevas a cabo a una temperatura de 300 K, utilizando para controlar

dicha temperatura el termostato de Langevin.

- [Dtras consideraciones:
TIPSP fue el modelo de agua seleccionado. En todos los casos se siguieron los mismos protocolos de minimizacion y
equilibracicn. Las etapas de equilibracion fueron testeadas por monitoren de las propiedades termodinamicas del sistema
como temperatura, presian y energia. Para todas las proteinas en su forma apo realizamos producciones de a0 ns con un
espaciado equidistante entre las configuraciones guardadas de o ps. obteniendo de este modo un total de 10000 fotos. Para
todos los demés sistemas, ya sea complejos proteina- pequefia molécula o complejos proteina- proteina, las dindmicas de
produccidn fueron de 20 ns con el mismo espaciado entre configuraciones, guardando un total de 4000 configuraciones.
Las diferencias en los tiempos de simulacion se justifican por diferencias en las propiedades inherentes de cada sistema

(complejos o proteinas apo), dado que las proteinas en su estado no ligado poseen una mayor movilidad.

Para determinar el sitio de binding de cada proteina usamos un simple criterio geométrico, identificando los BHBs en la

proteina objeto de estudio cuya distancia, medida desde N/0 del grupo amida o carbonilo respectivamente. y cualquier
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atomo pesado de su diana natural es menor a B & (5.35) (criterio 1). Otra posibilidad, que proporciona un tamafio un poco
menor para el sitio de binding, es utilizar el mismo criterio geométrico pero con respecto a todos los atomos pesados de
|as drogas (pequefias moléculas) contempladas en este estudio (criterio Il). De este modo, determinamos BHBs localizados
dentro de la interfase o sitio de binding de interés; sin embargo, la proteina podria tener otros sitios de unidn que no los

estarfamos contemplando.

Para los cuatro sistemas estudiados, el criterio | localiza en promedio un 15 % de los BHBs como pertenecientes al sitio de

binding; en tanto que el criterio || reduce este porcentaje a la mitad de este valor aproximadamente.

Como ya se menciond previamente, la estabilidad de las interacciones no covalentes como lo son BHBs se espera que
dependa fuertemente con las propiedades de hidratacian de su entorno local (3, B, 35, 36). Por este motivo, primero
determinamos |a existencia de heterogeneidades en las propiedades de hidratacidn; para esto, calculamos la probabilidad
de vacancia de agua como P (N=0), en un pequeio volumen de observacitn (esférico), de radio 4 & (37, 38) sobre cada sitio
de interés, con N siendo el nimero de moléculas de agua dentro de dicho volumen, luego P (N=0) se calculd computando el
nimero de configuraciones para las cuales el volumen observacional esté vacio (sin moléculas de agua), dividido el nimero
total de configuraciones. Este indicadaor, tal como se explicara detalladamente en el inciso 2.5 de este capitulo, constituye
una buena estimacidn de las fluctuaciones de densidad locales y representa una buena medida de hidrofobicidad local. En
primer término calculamos P (N=0) en volimenes de observacian centrados en todos los dtomos pesados de la proteina
para simulaciones de al o 20 ns de acuerdo al sistema. Un valor de P(N=0) cercano a la unidad implica que la regidn que
se esta estudiando (el &tomo sobre el cual se centra el volumen de observacian) esta en un entorno completamente ‘seco’
o desolvatado. Si nos focalizamos en la superficie de la proteina. encontramos que |a mayoria de la superficie esté bien
hidratada (superficie hidrofilica) mientras que se observa un ‘parche’, dande la probabilidad de vacancia es muy superior,
en la regi6n perteneciente al sitio de binding. Este resultado, ya previamente anticipado por trabajos desarrollados en el
grupo de S. Grade (38) es compatible con la presuncidn de que los ligandos deben desplazar agua facilmente removible
(labil) del sitio de unign para formar un complejo determinado (33-42). Sin embargo, un detalle importante a tener en
cuenta aqui, es que nosotros explicitamente nos interesa estudiar/determinar la relevancia de los BHBs como protagonistas
de los fendmenos de binding, por tal motivo decidimos calcular |a probabilidad de vacancia (P(N=0)), sobre los 4tomos de

N (del grupo amida) y O (del grupo carbonilo) de los BHBs.

2.3- Estudio de interacciones no covalentes en sistemas modelo

2.3.1- Potenciales de fuerza media para el ensamble de placas cargadas

En la Figura 2.3 se muestran los perfiles de energia obtenidos para placas cargadas con distintos entornos quimicos en
funcion de la distancia que las separa. Las energias de binding se obtienen de la diferencia en energia entre el primer
minimo (minimo absoluto) y el plateau a grandes distancias. Entonces, de este grafico se puede concluir que existe una
clara tendencia: a medida que aumenta la hidrofobicidad de los grupos rodeando la carga, el valor absoluto de |a energia de

unian aumenta.
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Adicionalmente, las posiciones y tamaios de |os picos y valles secundarios, nos dan informacidn sobre las diferentes etapas
del proceso de deshidratacion. Mas ain, el altimo hombro en el paisaje de energia antes de |a deshidratacian completa,
muestra |a distancia exacta a la que la capa final de agua comienza a ser termodindmicamente inestable. En correlato con
|as tendencia observada para las energias de binding, la distancia a la que ocurre la deshidratacion completa entre las
placas (dewetting) decrece progresivamente a medida que las placas se tornan més hidrofilicas (ver también Figura 2.4).
Entonces, las placas hidrofabicas cargadas inducen el secado a distancias para nada triviales, pues son significativamente
mayores que el ancho reqular de |a capa de hidratacion en superficie. En cambio, el colapso de placas hidrofilicas ocurre
solo cuando la dltima capa de agua es removida por efecto estérico. Una observacidn menor pero pertinente para aclarar
el grafico anterior es el caso espacial del S1, en el cual no hay grupos funcionales rodeando la carga (la carga sobresale al
plano de |a placa) y, entonces, ese espacio disponible es ocupado por una capa extra de agua. En esta situacian, el minimo
del PMF aparece a distancias mayores que en los otros casos, debido a la imposibilidad del sistema para desplazar esa

iltima capa por medios estéricos.
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Figura 2.3: potencial de fuerza media obtenido en agua para los sistemas cargados. La leyenda corresponde a la nomenclatura de los
sistemas mostrada en la figura 2.1,

Con el objetivo de aislar de la energia de unian el efecto producido por el agua, en la figura 2.9 se muestra el potencial de
fuerza media inducido por el agua. Este grafico se obtiene de la diferencia entre el PMF en agua (mostrado anteriormente)
y el PMF para el mismo sistema obtenido en vacio. Dado que todo el proceso de ensamblado en vacio es gobernado
primariamente por las interacciones electrostaticas entre las cargas (interacciones de largo alcance), todos los perfiles
de energia obtenidos en vacio son muy similares (con una diferencia méaxima del 12%). Por |o tanto, podemos concluir que
toda |a diferencia en la energia de enlace observada en agua se debe a |a diferencia en la incidencia del agua sobre las
interacciones. Una observacidn interesante digna de mencionar antes de pasar al siguiente estudio, es que todos los perfiles

energéticos inducidos por el agua muestran valores positivos (ie. repulsivos), més caracteristicos de superficies
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hidrofilicas. En realidad, lo que se ve es que, a medida que agregamos grupos més hidrofdbicos rodeando a la carga, el

comportamiento global de la placas se torna “"menos hidrofilico”, o menos repelido por el agua.

Este comportamiento casi hidrofilico es razonable si tenemos en cuenta la influencia de las cargas netas (ver seccian PMF
de placas neutras). Antes de prosequir con el estudio de placas neutras solo queda presentar algunos anélisis de los
cambios en |os comportamientos del agua a medida que las placas se aproximan entre si. Todos estos estudios se realizaron

sobre las ventanas equilibradas de umbrella sampling.
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Figura 2.4: PMF de unidn inducido por el agua, obtenido de sustraer el PMF en vacio al obtenido en agua.
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Figura 2.5: densidad promedio de agua entre las placas en funcidn de la distancia que las separa.
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En la Figura 2.5 se muestra la densidad de agua en funcian de la distancia entre las placas. calculada como el promedio en
la densidad de todas las moléculas que ocupan el espacio entre las placas, promediado ademas sobre los 4ns de la
simulacion de muestreo. Como se puede ver en la figura, las graficas de densidad corroboran lo dicho al analizar los PMF:
|la densidad decae mucho antes en las placas que se comportan més hidrofobicamente. Es decir, el proceso de secado
ocurre en las placas hidrofabicas a distancias conmensurables con la capa de hidratacion (es posible acomodar todavia
una capa de agua), en cambio, el secado de las placas hidrofilicas ocurre solo cuando no es suficiente el espacio entre las
placas para mantener la hidratacion. Esto dltimo demuestra que el secado ("dewetting") no es un efecto gobernado por el
factor estérico, sino que en sistemas hidrofabicos, el agua se vuelve termodinamicamente inestable mucho antes de sufrir

restricciones espaciales.

Més alla del valor abstracto de densidad comentado anteriormente, es interesante analizar también la distribucian local de
esa densidad entre las placas. Con este objetivo en mente, a continuacion en |a Figura 2.6 se muestra una representacidn
en dos dimensiones de |a distribucian de densidad espacial, a una distancia relevante (0.62nm) para dos casos extremos

de comportamiento: 87 (comportamiento hidrofilico) y S4 (hidrofabica).
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Figura 2.B: Mapa bidimensianal de la densidad de agua local para (izquierda) el sistema 84 (entorno hidrofabico) a 0.62 nm de distancia
entre |as placas y (derecha) para el sistema 82 (entorno hidrofilico) a la misma separacian. En ambos casos se muestra arriba la vista
superior y abajo la vista lateral.
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Tanto la perspectiva lateral de las placas como |a superior nos dan una idea de la influencia del entorno en el ordenamiento
local del agua praxima a la carga central. Los grupos metilo terminales claramente promueven la deshidratacidn local en

|as cercanias de la carga en la situacian de confinamiento, mientras que las cargas rodeadas por grupos -NHz permanecen
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fuertemente hidratadas a la misma separacidn entre placas. Una observacian interesante que no hemos terminado de
explorar es el aparente incremento de la densidad en los bordes de las placas para ambos sistemas, probablemente
justificada por la capacidad del agua bulk para formar puentes de hidrdgeno con el agua entre las placas. Por dltimo, se
puede advertir un claro ordenamiento del agua en la placa terminada en -CHs, lo que sugiere (como ya hemos dicho) una

naturaleza no del todo hidrofbica.

2.3.2- Perfiles de energia en placas neutras.

Analogamente a |o explicado para placas cargadas, aqui se presenta el mismo tipo de estudio, pero reemplazando la carga

central en cada caso, por el mismo grupo funcional del entorno (Figura 2.7).

Estos estudios nos permitiran poner de manifiesto la naturaleza sinérgica (i.e. no aditiva) que existe entre |a interaccidn de

cargas y el efecto del entorno.

S1 none NH, (hydrophilic)
S2 none CH; / NH; (mixed)
S3 none Cll;(rl;xydl;(;éhob[c}r
s4 none CH, (g, = O.Sr)r(moré hydrophabic)

Figura 2.7: descripcidn de los grupos utilizados para funcionalizar la superficie (fueron reemplazados Ios grupos centrales de las
placas cargadas por los mismos grupos del entorno). En el dltimo sistema, S4, se atenud el potencial de interaccion de lennard-Jones
tipico (carbono alifatico- oxigeno del agua) reduciendo dicha interaccion al mitad de su valor original (el resultado es una placa mas

hidrofdbica).

Una vez obtenidos los perfiles de energia libre de asociacian, completamente equivalentes a los obtenidos para las placas
cargadas con las que comparten entornos quimicos. podemos notar que las diferencias observadas en el primer caso
préacticamente desaparecen al reemplazar las cargas por grupos neutros. Tal vez, |a observacidn mas desconcertante es
el valor negativo (favorable) de la energia de binding para el sistema uno, S| (entorno hidrofilico). Esto se puede deber a la
contribucidn conjunta de varios componentes menores. Por ejemplo, sabemos que el efecto hidrofabico depende de todo el
volumen del sistema y no solo de la identidad quimica de la cara funcionalizada, ademas, es posible que los grupos -NH;

lngren cierto grado de interaccidn electrostética una vez que el agua es expelida.

Otra confirmacian de los aspectos que venimos detallando a lo largo del capitulo, proviene de la ubicacidn de los picos y
valles observados en este nuevo estudio. Como se puede notar, éstos coinciden puntualmente con los observados en placas
cargadas, esto quiere decir, que el comportamiento del solvente en la interfase esté primariamente gobernado por la

quimica colectiva de la superficie y no es sustancialmente alterado por la presencia de cargas.

A continuacion describiremos la influencia del agua en los perfiles de energia obtenidos en placas neutras. Aunque no es el
objetivo de este estudio establecer un anélisis riguroso del proceso de ensamblado de placas neutras. un mejor

entendimiento de estos sistemas puede proveernos de herramientas conceptuales para entender |a dependencia entre el
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agua nanoconfinada y la estructura quimica de las superficies. Como se puede ver en |a Figura 2.8, excepto por la placa
con parémetros de Lennard-Jones atenuados a la mitad, el efecto del agua es siempre repulsivo. Resultados previos en
sistemas grafiticos (que han demostrado un comportamiento més cercano al hidrofilico que al hidrofabico (43-48) sugieren
que este efecto se debe al denso empaquetamiento de carbono de las placas de diamante alli utilizadas. De hecho, los
términos de interaccion de Van der Waals de las placas podrian ser suficientemente importantes como para competir
eficientemente con la interacciones agua-agua. En efecto, esta es la razon por la que decidimos incluir un sistema con
interacciones de Lennard-Jones atenuadas (una estrategia que ya habia sido utilizada en el grupo en el estudio de las

propiedades del grafeno (43)) como sistema de referencia con propiedades netamente hidrofabicas.
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Figura 2.8: Perfil de energia obtenido para el ensamble entre placas neutras en agua. La leyenda utiliza nomenclatura descrita en la

figura 2.7.
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Figura 2.9: PMF de unidn entre placas inducido por el agua. obtenido como la diferencia entre los PMFs obtenidos en agua y en vacio.
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2.3.3- Comparacidn directa entre sistemas neutros y cargados

Para poder discriminar adecuadamente la contribucion contexto-dependiente de las interacciones electrostaticas, en la
Figura 2.10 se ilustra el resultado de restar los paisajes de energia obtenidos para placas neutras, de sus relativos en
placas cargadas. Dado que la dnica diferencia entre ambos sistemas es que en los sistemas neutros las cargas son
reemplazadas por grupos del entorno, el efecto observado serd mayormente debido a la energia libre resultante de agregar

una carga central en cada sistema.
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Figura 2.10: PMF resultante de sustraer el PMF de los sistemas neutros a aquellos equivalentes en sistemas cargados (mismos grupos
funcionales en el entorno al grupo central).

De este calculo se puede concluir que existe una fuerte variacidn de la energia requerida para incluir exactamente |a misma
carga, dependiendo del entorno quimico en |a que se la coloca. De hecho, los dos extremos en comportamiento presentan

una diferencia de aproximadamente 20 kcal/mal.

2.3.4- Estudio de placas con cargas en distinta localizacitin

Para inspeccionar con mayor profundidad la naturaleza contexto-dependiente de las interacciones electrostaticas, en esta
seccion consideraremos placas con exactamente la misma carga y el mismo entorno quimico, pero desplazando la carga
sobre distintas posiciones de la superficie. Para este estudio se prepararon tres sistemas con placas terminadas en metilos
(-CHs) ubicando la carga en tres posiciones: centro, intermedio y borde. En todos los casos, la placa opuesta es idéntica
pero de carga contraria, de manera de que las posiciones se correspondan. Para resumir, estamos estudiando tres
sistemas hidrofobicos, quimicamente idénticos, cuya dnica diferencia radica en la disposician espacial de los grupos
superficiales; asi, cualquier diferencia de comportamiento puede ser solo atribuida, justamente, al efecto no aditivo entre

|a carga y el entorno.
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Figura 2.11: PMF para placas de idéntica carga y entorno (-CH3) en agua. En azul: carga posicionada en el borde de la placa. Verde: carga
en el centro de |a placa. Rojo: posician intermedia a las anteriores.

Se comprueba en la Figura 2.1 que el valor del minimo obtenido para la placa con cargas centrales es mucho mas
pronunciado que para aquel con la carga en el borde (con un comportamiento intermedio pero mas cercano al observado
. . n. = n .
para el sistema con carga central para el sistema "intermedio”). Es evidente que. en el proceso de ensamblado, aquellas
cargas més protegidas del atague del agua (aquellas rodeadas de grupos hidrofdbicos) tienen la capacidad de interaccionar
més intensamente. Mientras que en las cargas en el borde de la interfase, mas expuestas al solvente, este requisito no es
completamente satisfecho. Es sobresaliente el hecho de que en superficies biolagicamente activas, los sitios més reactivos
se presentan justamente arreglados de modo que las interacciones fundamentales, centradas en la superficie, quedan

resquardadas del solvente (1.3).

2.3.9- Anlisis sobre placas aisladas

Para concluir el estudio de las propiedades del solvente en contacto con las superficies implementadas en este capitulo, se

realizaron estudios en placas en solitario; es decir, para cada placa por separado.

El primer resultado que se mostrard corresponde al Potencial de Fuerza Media de moléculas de agua a medida que se
acercan a la carga central. Esta estimacidn se realizd a partir de la funcion de distribucion radial (g(r)) de carga-agua
(tomando semicirculos de muestreo de radio crecientes centrados en las cargas). Una vez obtenida la g(r). el PMF se calcula

como: PMF(r) == Kg TLn g(r) + C. Siendo kg la constante de Bolzmann y "r" la distancia a la carga.

Del paisaje de energia obtenido y representado en |a Figura 2.12 podemos inferir que, si bien no existe una diferencia en el
cambio de energia libre resultante de "traer" una molécula de agua desde el bulk hasta las proximidades de la carga, |a
energia requerida para sobrepasar la barrera de activacion es significativamente mayor a medida que la placa se torna
mas hidrofabica (aproximadamente | kcal/mol, que es en efecto, la misma magnitud que la profundidad del pozo de
potencial). Este hecho nos esta indicando el costo energético de desplazar las moléculas de agua rodeando la carga. Esto
es particularmente relevante si se piensa que la "facilidad" de remocian de esas moléculas es susceptible de ser

extrapolada a la situacion en la que. en lugar de otra molécula de agua, un ligando se aproxima a la carga.
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Figura 2.12: perfil de energia de union de agua al centro de placas aisladas.

2.3.6- Teoria de solvatacién inhomogénea (GIST)

Para el estudio de GIST, se emplearon los mismos tres sistemas utilizados en el calculo del PMF del agua (placas terminadas
en -NHz, -CHz y -CHs™ con L-J atenuado).

Figura 2.13: (A) Estudio GIST para sistemas; hidrofilico (izquierda). hidrofabico (centro) e hidrofdbico con interacciones de L-J
atenuadas a la mitad (derecha). Los voldmenes en rojo representan [os sitios en los que la densidad de oxigeno es cuatro veces mayor
que en el agua bulk y los volimenes en color blanco indican los sitios en los que la densidad de hidrdgeno es cuatro veces la del bulk.
(B) Estudio GIST para moléculas de agua con al menos una energia de interaccidn de al menos 0.1 kcal/mal.
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En la Figura 2.13 A se puede ver que el sistema mas fuertemente hidrofabico (L-J modificado) posee una mayor propensidn
a la deshidratacian, incluso en las regiones praximas a la carga, mientras que el sistema terminado en -NHz es el que
presenta agua mas fuertemente unida (sitios con densidad cuatro veces mayor que la del bulk). Es interesante mencionar
que las moléculas de agua en contacto directo con la carga parecen ser las dnicas con una clara tendencia a orientarse
preferencialmente. la Figura 213 B. a su vez, muestra las regiones donde el solvente interactia con energias
significativamente superiores a la media (energias de al menos 0| kcal/mol). Este grafico muestra, como era de esperar,
una interaccian exacerbada del solvente para las placas hidrofilicas comparado con las hidrofabicas. En particular, podemos
distinguir claramente un anillo bien definido de agua fuertemente unida a la carga. La superficie més hidrofdbica, a su vez,
muestra un patrdn de solvatacion més débil, incluso alrededor de la carga (el anillo no es completamente visible). Este
factor es un fuerte indicador de |a facilidad de remocidn del agua en las proximidades del sitio de interaccion. Por supuesto,
dado que estamos trabajando sobre superficies aisladas, el efecto de confinamiento no es completo, y por lo tanto, el agua
tiene la capacidad de hidratar cualquiera de los sistemas. En este caso, estamos tomando en cuenta apenas una leve
diferencia en la facilidad de deshidratacion de las distintas superficies, pero siendo adn relevante debido a que esta

tendencia se ve exacerbada al agregar el efecto del confinamiento (como queda claro en los perfiles del PMF).

2.4- [Dtras consideraciones:

En este punto y antes de pasar a estudiar la dependencia contextual de interacciones no covalentes (y especificamente
aquellas de indole electrostatica como lo son los puentes de hidrageno) en sistemas bioldgicos reales, resulta de utilidad
revisar/rever otros resultados interesantes que nos permitan acercarnos a una comprension més acabada de la
hidrofabicidad en la nanoescala; y consecuentemente la modulacion de interacciones no covalentes en sistemas dande su

complejidad inherente nos exige mayores consideraciones.

Ordenando los resultados presentados en |a seccian anterior de este capitulo, podemos destacar que hemos mostrado
evidencias de que el incremento en las propiedades hidrofabicas de una superficie exacerban. de manera no aditiva, las
interacciones de carga en un ambiente confinado. Hemos demostrado ademés, que este efecto se debe exclusivamente a
un comportamiento diferencial del solvente en dichas superficies. Més an, de |a diferencia obtenida de sustraer los PMF
para placas neutras de sus anélogas cargadas, aprendimos que se puede modular una misma interaccion para dar

diferencias energéticas de como minimo un 20%.

Por otra parte, previamente en nuestro grupo de trabajo, se estudid el impacto de la geometria en |as propiedades del agua
de hidratacidn, o visto desde la otra cara de la moneda, el impacto de la geometria de una superficie en su hidrofobicidad
(43-48). Asi como también la dependencia con la identidad quimica de dichas superficies. Para esto se realizaron
simulaciones por dinamica molecular de placas grafiticas y de monocapas autoensambladas de alcanos (SAMs). Estos

estudios fueron desarrollados detalladamente en la Tesis doctoral de Sebastian Accordine.

Tal como se menciond previamente en la introduccion del presente capitulo, las fluctuaciones de densidad representan una

buena medida de hidrofobicidad local, dado que superficies tipo hidrofdbicas presentan grandes fluctuaciones de densidad
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comparadas con superficies con propiedades hidrofilicas (en la inciso 2.9 de este capitulo se realiza una descripcidn
detallada al respecto). La Figura 2.14 muestra las fluctuaciones de densidad de agua normalizadas, o®/ <N>, en esferas de
observacion para cavidades de diferentes tamarios talladas en las SAMs. Podemos ver que el grado de hidrofobicidad
depende fuertemente de la curvatura en las SAMs. Las cavidades son mas hidrofébicas que la monocapa perfecta, es decir,
sin cavidad, aunque el rol de la geometria se vuelve mas conspicuo a medida que el tamafio de la cavidad (el ancho de la
cavidad, L) se aproxima el régimen subnanométrico. Las cavidades subnanométricas no se llenan de agua debido a la
reticencia de las moléculas de agua a romper su coordinacion de puente de hidrdgeno para penetrar en la cavidad. Por [o
tanto la hidrofobicidad es claramente dependiente de la curvatura para superficies concavas en las SAMs. Este resultado
es interesante ponerlo expresamente de manifiesto en este punto, por su relevancia por ejemplo, en el contexto del binding
de proteinas, dado que se espera que los sitios de binding (muchas veces constituidos por "bolsillos") contengan moléculas

de agua facilmente removibles, las cuales deberian ser desplazadas por el ligando durante la asociacian (3.9, 39).
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Figura 2.14: a) Valor medio, <N>, del ndmero de moléculas de agua dentro del volumen de observacian para las cavidades en funcitn
del ancho, L. de las mismas. La linea negra seqmentada representa el valor medio para una monocapa perfecta. b) Fluctuaciones de
densidad de agua normalizadas, ?/ <N>, en funcitn del ancha, L. de a cavidad. En el inset se puede observar que los valores de o?/
<N> tienden a un valor constante (el valor para la monocapa “perfecta”) a medida que L aumenta.
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Figura 2.15: Distribuciones de probabilidad al ohservar N moléculas de agua, p(N), dentro de un pequefio volumen de observacidn
esférico de radio r = 3; 3 A tangente a las diferentes superficies estudiadas. Circulos negros: SAM con terminacion en grupos -CH3.
Cuadrados: SAM con terminacidn en grupos -CH20H. Rombas negros: Grafeno con los parametros de Lennard-Jones o= 3;275 8y
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€ o0 = 0, 114 keal/mal. Rombas vacios: Grafeno con los parametros de Lennard-Jones o co = 3; 279 R y € co = 0, 114 keal/mol y modelo
de agua SPC/E. Triangulos: Grafeno con los parémetros de Lennard-Jones o co= 3.4/ A y € co = 0,065 keal/mol

La Figura 2.15 muestra distribuciones de probabilidad p(N). resultantes de observar el nimero de moléculas de agua dentro
de un pequeiio volumen de observacion de radio 3.3 & (similar a una molécula de metano), tangente a las superficies de
diferentes naturaleza que fueron estudiadas. De este modo, cuanto més anchas sean las distribuciones mayores serén las
fluctuaciones de densidad. Podemos ver que las fluctuaciones de densidad de agua en el grafeno, con los parédmetros de
Lennard-Jones no modificados, son casi idénticas a aquellas para la SAM hidrofilica (la SAM funcionalizada con grupos -0H
en la superficie); y muy diferentes de aquellas para la SAM hidrofdbica (la SAM con grupos metilo, -CHs, en la superficie).
Ademas, se puede observar que el término de atraccion agua-carbono es relevante en los sistemas grafiticos, ya que al
atenuar artificialmente dichas interacciones, las fluctuaciones de densidad de agua aumentan en la superficie del grafeno,
invirtiendo su comportamiento hacia uno tipico hidrofabico. Esta hidrofilicidad del grafeno debida a la alta densidad de
gtomos de que siente cada molécula de agua, se ha verificado recientemente experimentalmente, pues el dngulo de contacto
envejece desde un valor tipicamente hidrofilico hasta uno hidrofabico a medida que el sistema se contamina al aire (las

medidas anteriores realizadas sin las precauciones apropiadas, habian sufrido este efecto) (33).

En funcidn de los resultados presentados previamente, y con el objetivo de alcanzar una representacian mas fidedigna de
l]a complejidad caracteristica de sistemas biolagicos reales, el praximo paso seria el estudio de la modulacian de
interacciones no covalentes (de naturaleza electrostatica) considerando simultaneamente la quimica del entorno v la
curvatura del misma (vimos previamente que las propiedades del agua de hidratacian varian segin el grado de concavidad
de una superficie, por |o tanto es de esperar que interacciones de indole electrostatica sean moduladas tanto por la quimica
del entorno, como ya lo vimas, como por la curvatura) . Esto excede al trabajo realizado por el grupo de investigacian en el
cual fue concebida esta tesis al momento de la escritura de la misma. En relacion a lo anterior, vale la pena mencionar
algunos resultados parcialmente vinculados (49) dénde estudiaron el proceso de formacidn de puentes de hidrageno
intermoleculares, en cavidades de diferentes tamaiios generadas artificialmente, colocando un centro aceptor de puentes
de hidrdgeno (acetonitrilo) rodeado de grupos hidrofabicos (metanos). En la Figura 2.16 se observan perfiles de energia
libre del proceso de formacisn del puente de hidrageno en consideracidn, esto es entre amonio y acetonitrilo (este dltimo
perteneciente a la cavidad); para dos modelos de sitios de binding con diferentes valores de SASA (superficie accesible al
solvente, Ao= obtenido con una prueba de 1.4 & de radio). Dichos perfiles se obtuvieron mediantes corridas de ‘Steered

Malecular Dynamics' y por aplicacitn de la igualdad de Jarzynski (20).

De dichos perfiles podemos observar que en sitios pequefios, dande el donor (acetonitrilo) se encuentra ‘enterrado’ en un
entorno hidrofabico, hay una tendencia a disminuir los valores de energia libre para el estado formado del puente de
hidrgeno en consideracidn, con respecto a la situacion en la cual el aceptor se encuentra en una superficie plana y
consecuentemente su exposicion al solvente es mucho mayor. De los perfiles de energia libre antes mencionados, también
se puede destacar la presencia de un estado de transician de mayor energia cuando el ligando se mueve desde la sequnda

esfera de solvatacian hacia la formacidn del contacto directo. Finalmente, si bien el enfoque del trabajo antes mencionado
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es diferente, y no Se pone gspecia/atencian en camo podrian estar las propiedades del solvente (agua) involucradas en la
obtencidn de los diferentes perfiles de energia libre para una y otra situacian, si nos dan un indicio de como interacciones
electrostéticas pueden verse moduladas por la curvatura de la superficie en consideracidn (tal como se suponia, por los
resultados expuestos con anterioridad donde se mostrd como la curvatura de una superficie podia modificar las

propiedades del agua de hidratacian, o dicho de otro modo, la hidrofobicidad de la misma).
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Figura 2.16: Perfil de energia libre de asociacian entre un amonio (donor de enlace de Hidragena), y un sitio de binding conteniendo un
tnico aceptor de puentes de hidrageno, con grados de accesibilidad de solvente variables. Linea roja: bajos niveles de area superficial
accesible al solvente, SASA (Ax: 3.8 A%), en este caso un estado de transicion aparece entre el estado enlazado y no enlazado; dicho
estado no se observa al estudiar sitios de mayores dimensiones (Ao 13.7 A%). La imagen fue tomada del trabajo titulado ' Shie/ded
Hydragen Bonds as Structural Determinants of Binding Kinetics: Application in Drug Design’

2.5- Estudios de la dindmica de BHBs en complejos Proteina- Proteina: determinacidn

de CBHBs y su relevancia en procesos de Binding.

La especificidad de funcion de una proteina radica en primera instancia en su secuencia lineal de aminoécidos, y en dltima
instancia en la estructura tridimensional que los mismos adopten. Dicho de otro modo, la funcionalidad de una proteina es
altamente dependiente de su estructura. Tal como se menciond previamente, las proteinas poseen todo un abanico de
estructuras localmente estables dentro del paisaje de energia conformacional (Figura 2.17). Por tal motivo, la mera
consideracion de la presencia o ausencia de puentes de hidrdgeno en estructuras experimentales puede estar velando
informacidn relevante de la dindmica de la proteina. Tal como hemos indicado en la introduccidn de este capitulo y como
veremos con més detalle al avanzar en el mismo, al analizar explicitamente la propensidn dinamica de puentes de hidrageno

del backbone (BHBs) en simulaciones de dindmica molecular de proteinas, descubrimos la existencia de ciertos BHEs
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presentes en el PDB pero cuya persistencia en la dindmica es muy baja, o bien, la situacidn opuesta, es decir BHBs
completamente ausentes en el PDB pero con una elevada persistencia en la dinamica. Llamamos a estos BHBs como
‘Camalednicos’ justamente por su capacidad de cambiar de un estado al opuesto seqin se observe el PDB o la dinamica de
la proteina. Veremos que dichos CBHBs estan ubicados precisamente en regiones donde la accesibilidad al solvente o
hidratacidn local difiere de las condiciones requeridas para BHBs estables o correctamente “protegidos” por las cadenas
|aterales. Adicionalmente, como también veremos més adelante, encontramos que dichos CBHBs no se encuentran
homogéneamente distribuidos en la proteina. sino que su presencia se acentia en sitios de unidn, y ademéas que su
‘estabilidad’ puede ser restituida al formarse el complejo con el ligando natural o eventualmente algunos ligandos

artificiales.
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Figura 2.17: Representacian esquematica del paisaje de energia potencial para el espacio conformacional en proteinas.

2.5.1- Probabilidad de Vacancia, P(N=0): Una medida de hidrofobicidad local.

En una serie de estudios recientes del grupo de investigacion en dande se desarrolld esta tesis, se caracterizaron una serie
de propiedades del agua de hidratacisn sobre un total de 62 proteinas. En principio se estudio la movilidad del agua sobre
la superficie de la proteina (agua hallada a menos de 4%) en comparacian con el agua masiva (mas de 14 A desde la superficie
proteica); en |a Figura 2.18 se representan los resultados de este estudio, alli se puede observar una movilidad reducida
para el agua de hidratacian, al menos a tiempos cortos, evidenciado por valores més pequedios de MSD (desplazamiento
cuadratico medio, o ‘MSD' por sus singlas en inglés), indicando un régimen subdifusivo a tiempos cortos, tendiendo

finalmente al comportamiento del agua ‘bulk’ a tiempos mayares.
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Posteriormente, y centrando el interés en los puentes de hidrogeno del backbone, por su relevancia en la determinacitn de
la estructura tridimensional en proteinas, se estudido el comportamiento del agua (movilidad) en los dominios de
desaolvatacion de todos los BHBs de dichas proteinas (definidos dichos dominios coma la interseccidn de dos esferas de b
R centradas sobre los carbonos alfa de los aminoécidos protagonistas del BHB en consideracian). De este modo, por estar
estas moléculas en regiones muy cercanas al Backbone se esperaria que presenten valores de movilidad reducidos. En
contraposicidn con esta suposicion, se encontrd que las moléculas de agua en el entorno inmediato de BHBs localizados en

sitios de binding eran més rapidas (<r (t)>: 5 k%), con respecto a aquellas localizadas sobre BHBs fuera de los sitios de

unign (<r(t)>: 3.5 1) (3).
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Figura 2.18: Desplazamiento cuadratico medio (MSD), para moléculas cercanas a las superficies proteicas (moléculas de agua a menos
de 4 A, curva negra); moléculas de agua representativas del solvente masivo (a distancia mayores de 14 R desde Ia superficie proteica).

Por los resultados presentados previamente, que nos indican que el agua de hidratacian tiene una movilidad exacerbada en
sitios de binding, y por nuestros intereses ya manifiestos de intentar dilucidar ciertos aspectos de la modulacion de
interacciones no covalentes en ambientes de nanoconfinamiento, nos dispusimos a estudiar de manera méas detalla las
propiedades de hidratacion de una serie de interfaces de complejos proteina-proteina de comprobada relevancia
terapéutica (complejos detallados en la seccian de métodos 2.2). Adicionalmente, es importante destacar que el hecho de
estudiar estos tipos de complejos puntualmente no representa necesariamente una pérdida de generalidad ya que, como
se menciond previamente, |os ‘hot spot’ de los sitios de binding en proteinas representan en el comin de los casos apenas

unos pocos aminoacidos del total (1, 26).

Luego, se han propuesto una serie de diferentes medidas de hidrofobicidad (7, 12.01) (con base estructural, dindmica y
termodinamica); una de dichas medidas consiste en la cuantificacion de las fluctuaciones de densidad de agua (28). Se ha
demostrado que medidas directas de densidad de agua superficial no representan una buena medida de hidrofobicidad. Esto

puede ser de esperar por el hecho de que el agua ‘aborrece’ el vacio, y de este modo, existe una tendencia a hidratar tanto
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superficies polares como también apolares; y por tal motivo perfiles de densidad normales al plano de la superficie tienen
caracteristicas similares. Sin embargo, y en contraposician de las superficies hidrofilicas donde el agua puede estar sujeta
a significantes interacciones atractivas; interacciones muy deébiles seran caracteristicas de las superficies de tipo

hidrofabicas: asi en este dltimo caso el agua tendra tiempos de residencias bajos y sera facilmente removible.

De este modo, el agua de hidratacion de superficies hidrofdbicas se caracteriza por presentar una dindmica exacerbada
(12), mayor compresibilidad (7, 12, 81) y mayores fluctuaciones de densidad (12). Luego, y tal como se comentd en el inciso
2.4 de este capitulo, las fluctuaciones de densidad de diferentes monocapas autoensambladas de alcanos demostraron que
superficies tipo hidrafobicas efectivamente presentan fluctuaciones de densidad mucho mayores que las monocapas
funcionalizadas con grupos hidrofilicos; de este modo se evidencia que las fluctuaciones de densidad representan una buena
medida de hidrofobicidad local. Fluctuaciones de densidad de agua normalizadas, o®/ <N>, en pequefios volimenes de
observacion (donde N es el nimero de moléculas dentro de dicho volumen) estén relacionadas con la energia libre de
formacion de una cavidad de dicho radio (12). De hecho, grandes fluctuaciones de densidad implican una elevada
probabilidad de vacancia de moléculas de agua dentro de |a esfera de observacion (P=(N=0)). Dicho parametro se calcula
sumando el nimero de configuraciones dande el volumen de observacian se encuentra vacio dividido el nimero total de
configuraciones contempladas. Para un volumen de observacitn pequeiio, m= kbTin[ P(/=0)], donde m es la energia libre
de formacidn de la cavidad, Kb es la constante de Boltzman, y Tes |a temperatura absoluta. Luego, un elevado valor para la
probabilidad de vacancia en un lugar determinado indica un trabajo favorable de creacidn de la cavidad en dicho sitio (12),

y asi una elevada hidrofobicidad.

En este trabajo, primero calculamos la probabilidad de vacancia, P(N=0), en volimenes de observacidn centrados en todos
s atomos pesados de |a proteina MDMZ en su forma apo para largas corridas de Dingmica Molecular (50 ns). ver Figura
2.19 (en el capitulo introductorio de esta tesis se especificd |a gran relevancia terapéutica de la proteina MDMZ, y el
consecuente interés que despierta su estudio). Valores de este parémetro praximos a la unidad implican que el 4&tomo en
consideracidn esta en un entorno completamente anhidro o desolvatado (ausencia de |a primera capa de hidratacian). De
este modo, si nos centramos en atomos pesados superficiales de la proteina MOM2 encontramos que la mayaoria de la
superficie esta bien hidratada (es hidrofilica), mientras que una region especifica, ubicada en el sitio de binding de dicha
proteina con su diana natural pad, presenta valores de probabilidad de vacancia sustancialmente mayares. Como ya se
menciond en la parte introductoria del presente capitulo, este resultado es compatible con una serie de estudios realizados
sobre otros sistemas proteicos por el grupo de Shekhar Garde (12), reforzando |a idea de que se espera que los diferentes

ligandos remuevan agua de hidratacian 1abil del sitio de unian al formar un complejo determinado.

Sin embargo, tal como se manifestd en reiteradas ocasiones, nosotros en esta tesis estamos especificamente interesados
en estudiar las propiedades y la relevancia de |os BHBs como pratagonistas o impulsores de los fendmenos de binding. Por
tal motivo, a continuacian calculamos P(N=0) sobre |os 4tomos protagonistas de dichas interacciones, esto es el atomo de

N del grupo amida y el atomo de 0 del grupo carbonilo, sobre cada uno de los BHBs del PDB.
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Figura 2.19: Probabilidad de vacancia calculada en esferas de 4 R de radio, centradas en todos los atomos pesados de la proteina MDM2
en su forma APL.

2.5.2- Probabilidad de vacancia de agua en el entorno de los puentes de hidrdgeno del Backbone:

En la Figura 2.20 se muestran los resultados obtenidos para los célculos de |a probabilidad de vacancia de agua en el
entorno de los BHBs de la proteina MDMZ, dichos calculos fueron realizados sobre largas corridas de Dinémica Molecular
(20 ns en el caso de la proteina apo, y 20 ns para el caso del complejo). Alli podemas observar el comportamiento encontrado
para la proteina en su forma AP0, del dominio N-terminal de MDMZ, MDM2y, en la Figura 2.20 B; y el complejo de MOM2y con
un fragmento del pad, perteneciente al dominio de transactivacian (a2) en la Figura 2.20 A. La preponderancia de colores
rojos en el complejo (probabilidad de vacancia cercana a la unidad) nos habla de una clara propensitn a la deshidratacicn
de los BHBs de MDMZ. cuandao dicha proteina se encuentra formando el complejo con pa3. Este resultado implica que la
antes mencionada predominancia de regiones hidrofilicas (probabilidad de vacancia cercanas a cero) en la superficie de la
proteina AP0 fuera del sitio de binding (Figura 2.19) est4 dada por cadenas laterales bien hidratadas, las cuales protegen
a los BHBs promoviendo su secado. Sin embargo, cuando observamos los resultados obtenidos para la proteina MOM2 en
su forma AP0 (B), podemos observar la existencia de un significativo nimero de BHBs localizados principalmente en el sitio
de binding o sus inmediaciones, inmersos en entornos NO anhidros (zonas azules). De este modo, es evidente que las
propiedades de hidratacion en el entorno local de los BHBs a lo largo de la proteina varian significativamente, con
predominancia de BHBs enterrados, pero también con ciertos BHBs que estan al menos parcialmente expuestos al agua. De
este modo, es de esperar que las regiones de binding sean més fluctuantes, y sus BHBs puedan presentar un
comportamiento dindmico exacerbado (el agua podria competir por formar puentes de hidrdgeno con la amida y el carbonilo
de dichos BHBs, produciendo la disrupcian, al menos temporal, de los mismos). Por tal motiva, a continuacian realizamos
una serie de analisis de las propensiones dindmicas de BHBs. en dande determinamos la fraccidn de tiempo que cada BHB
permanece formado en corridas de Dinamica Molecular; finalmente vinculamos estos resultados con las probabilidades de

vacancia previamente determinadas.

2.5.3- Anélisis de propensiones dindmicas de puentes de hidrdgeno del Backbone:

En la seccidn anterior vimos que los BHBs, uno de los principales determinantes de la estructura proteica, pueden presentar

efectivamente entornos locales de hidratacian muy diferentes a lo largo de |a proteina. Particularmente, las propiedades
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de hidratacian dentro de los sitios de binding son muy diferentes respecto de otras regiones donde los BHBs estan
enterrados, y consecuentemente su hidratacion/hidrofobicidad es marcadamente diferente. La intensidad de este tipo de
interacciones no covalentes y de indole electrostética se espera que sea modulada por las caracteristicas de su entorno
|ocal tal como se demostrd previamente para sistemas modelo. De este modo, la dindmica de los BHBs puede verse
significativamente alterada en los sitios de binding debido a estas propiedades diferenciales de hidratacian. Con el objetiva
de esclarecer esta dependencia, desarrollamos matrices de contacto de BHBs dinamicas (o de tiempo de vida media de
cada interaccidn). A dichas matrices las denominamos como DBHB-CM (por las siglas en inglés, Dynamic BHB- Contact
Matrix). Realizamos el anlisis para diferentes proteinas, tanto en su forma apo como formandao parte de complejos. Dichas
matrices fueron realizadas calculando la fraccion de tiempo que cada interaccian permanece formada a lo largo de una
serie de producciones de dindmica molecular. Tal como se indica en el inciso 2.2 del presente capitulo, para el caso de las
proteinas en su forma apo los promedios se realizaron sobre producciones de 90 ns (evaluadas sobre (0000
configuraciones equidistantes) en cuanto a los complejos, los tiempos evaluados fueron algo menores (producciones de 20
ns) debido a la mayar rigidez inherente observada en estos casos (en este sentido, en el proximo capitulo evaluaremos
exhaustivamente la convergencia de esta métrica). En la Figura 2.21 se muestran, a modo de ejemplo, graficos de RMSD
(por sus siglas en inglés, Root Mean Square Deviation, o desviacion cuadratica media) calculado para todos los carbonos

alfa de los aminoacidos pertenecientes al sitio de binding, para uno de los sistemas proteicos estudiados (MDM2 apo y

MDM2-paa).

a) b)

P(N=0)
COLOR CODE:
M [0.; 0.25)
1 [0.25; 0.50)
i1 [0.50 ; 0.75)
M [0.75; 1.00]

PDB: 1YCR PDB: 1Z1M

Figura 2.20: A) Probabilidad de vacancia para los BHEs en |a proteina MOMZ, formanda el complejo con pa3. B) Probabilidad de vacancia
para los BHBs en la proteina MDM2 en su forma apo.

Luego, un determinado BHB se considera formado en una configuracion especifica, si el par de residuos (i) satisface el
siguiente criterio geométrico: distancia N-0 con r < 3.5 &: corte para el angulo N-H-0 mayor que 140°. Asi, el correspondiente
elemento de matriz (i) es |. De o contrario, cuando alguno de los dos criterios no se cumple serd 0. Posteriormente,

promediamos los resultados obtenidos para cada elemento de matrix (i) sobre el total de configuraciones evaluadas.
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Finalmente, las matrices DBHB-CM contienen valores en el rango entre 0 y |, los cuales corresponden a una interaccidn
nunca formada o formada durante toda la dinamica respectivamente. Una aclaracian pertinente en este punto es que para
mayor claridad al interpretar los resultados, descartamos todos aquellos contactos que NO hayan estado inicialmente
presentes en el PDB. y que durante |a dindmica se formen menos del [0 % del tiempo total evaluado, esto no altera los

resultados obtenidos, mientras que permite una visualizacian mas clara de los mismos.

En este punto estamos en posicion de dilucidar la relacion entre estabilidad de un determinado BHB (entendida en relacitn
al tiempo que permanece formada la misma, o su propensian) y exposicidn al solvente. Calculamos entonces el valor medio
de probabilidad de vacancia para los BHBs que permanecieron formados durante la dindmica mas de 80 % del tiempo (de
muy alta propensian o estabilidad), y en contraposicicn, para aquellos que estuvieron formados menos del 30 % del tiempo
total (los de menar persistencia). Restringimos ademés este anélisis dnicamente para los BHBs localizados dentro de los
sitios de binding de las diferentes proteinas apo estudiadas. En |a Figura 2.22, donde se reflejan |os resultados de este
andlisis. se puede observar que aquellos BHBs que son muy estables se encuentran en un ambiente completamente
desolvatado (Promedio de P(N=0): 0.928; s= 0108, siendo s la desviacidn estdndar); mientras que para los menos
persistentes estan en promedio mucho mas expuestos al solvente (Promedio de P(N=0): 0.339, con grandes valores de
desviacian estandar, s: [1.228). Otro resultado destacado de este estudio fue que la poblacian de los BHBs menos estables
disminuye considerablemente cuando observamos los respectivos complejos, ya sea con su diana natural o con pequeiias

moléculas disruptivas de los complejos en consideracin.

RMSD - binding site

—1YCR/CA 1Z1M/CA average-1YCR average-1Z1M

1 201 401 601 801 1001 1201 1401 1601 1801
Configuration

Figura 2.21: RMSD (A), sobre todos los carbonos alfa de los aminoacidos pertenecientes al sitio de binding. Negra: complejo MDM2-pa3,
Naranja: MOM2 en du forma apo. El nimero de configuraciones no corresponde al total de configuraciones de las dinamicas de
produccidn, sino que este calculo se realiza sobre configuraciones recortadas del total de manera equidistante.

63



1 | “. 0.0 g.o:

07 4

~0.6 -

205 -

a 04 - .
0.3 4 .
02

o
0.1

O | T T T T 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

X

Figura 2.22: Representacidn de la probabilidad de vacancia de agua, P(N=0), para BHBs formados durante una fraccion de tiempo, X,
mayor a [.8 (muy estables) y aquellos formados para X menor a (1.3 (los BHBs menos persistentes).

En la Figura 2.23 (a) mostramos |a matriz de contactos dinémica resultante para la proteina MOMZ en su forma apo. En la
Figura 2.23 (b) mostramos de manera analoga la matriz de contactos de su PDB (obtenido de manera experimental), la
cual denominamos PDB-BHB-CM. y finalmente en la Figura 2.23 (c). se muestra la matriz resultante de restar las dos
anteriores (PDB-BHB-CM menos DBHB-CM); a esta dltima matriz la denominamos matriz de distancias (Z4). y nos permite
visualizar facilmente que tanto cambia para una determinada proteina su comportamiento entre el PDB y su dinamica en
solucian. De este modo, |os valores de D (distancia) en esta iltima matriz, oscilan entre 0 y 1. donde valores praximos a
cero indican pequeiias diferencias. y como contrapartida. valores cercanos a la unidad indican regiones de grandes
fluctuaciones entre la dinamica y el PDB. En la Figura 2.24 (a) mostramos |a matriz de distancia, ¥ para el complejo
MDMZ-pa3. De manera analoga, en |a Figura 2.24 (b) se presentan los resultados obtenidos para el complejo entre MDM2
y una conocida molécula disruptiva de dicha interaccidn, Nutlin-2 (concebida con fines terapéuticos). En los graficos. colores
intensos representan valores proximos a la unidad y por lo tanto grandes diferencias, mientras que los colores en la gama

de los grises (mas palidos) indican pequefias diferencias.

Si nos focalizamos en los resultados obtenidos para la proteina en su forma apo, popdemos ver que mientras que la mayoria
de los BHBs del PDB son estables durante la dinamica, y por |o tanto poseen bajos valores de distancia, D, aun asi existe un
nimerao significativo de BHBs que presentan elevados valores de D. Estas interacciones puntualmente representan BHBs
que o bien estan presentes en el PDB pero desaparecen durante la dindmica o bien son interacciones que estuvieron
ausentes en el PDB pero que posteriormente estuvieron persistentemente formadas durante la dinamica. Justamente de
aqui surge su denominacion como puentes de hidrageno ‘Camalednicos’, por su cambio de estado (y entonces de color)

entre las matrices.
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Figura 2.23: A) Matriz de contactos dindmica, DBHB-CM, para la proteina MDM2 en su forma APO. B) Matriz de contactos para el FDB
de dicha proteina, PDB BHB-CM. C) Matriz de distancia, JM
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En este sentido, el estado dindmico de dicha interaccian, es decir su comportamiento en solucian, permanece oculto en la
estructura obtenida de modo experimental, el PDB (especialmente si el método de obtencidn fue la cristalografia de rayos
X), bajo un estado opuesto. Finalmente, la determinacidn de estos CBHBs necesita dnicamente de la estructura experimental
de la proteina apo y un anélisis de su comportamiento dindmico, llevado a cabo en este caso mediante simulaciones de
dingmica molecular (eventualmente esta informacian podria encontrarse en datos experimentales recogidos con técnicas

coma RMN, un problema en este sentido puede ser las restricciones de aplicabilidad propias de esta técnica experimental).

Por otra parte. cuando nos focalizamos en los resultados de estos estudios obtenidos para el complejo, puntualmente en la
matriz de distancia, JM (Figura 2.24 a: se muestra |a performance para el complejo MDM2-p&3). podemos ver que el
comportamiento dindmico de la proteina y del PDB (PDB BHB-CM) son muy similares; en este caso la mayoria de los CBHBs
pertenecientes al sitio de binding desaparecieron como resultado de la estabilizacion ganada por |a proteina, en este caso,
bajo complejacian con el pad. Encontramos un resultado similar para el caso del complejo MDM2-nutlinZ, dicha molécula
disruptiva actia mimetizando el comportamiento del pd3 y representa uno de los primeros inhibidores potentes
desarrollados en este contexto. Es interesante notar que ciertos elementos de la estructura secundaria son bastante
desordenados en la proteina MDMZ2 en su forma apo (por ejemplo la region comprendida entre los residuos (01 al 107). La
diferencia en este sentido es evidente al formar el complejo, donde dicha proteina alcanza un arreglo perfectamente
‘estructurado’ (tanto con pad como con nutlin-2). Justamente estos residuos se encuentran alojados en regiones de la
proteina apo donde el agua es muy accesible al entorno local de los BHBs alli localizados (esto lo podemos observar en la
Figura 2.20). Sin embargo. cuando dicha proteina se encuentra formando parte del complejo (ya sea con pad como con
alguna molécula disruptiva, nutlin-2 por ejemplo), estos BHBs son estabilizados y se ordenan en un arreglo estructural de
tipo hélice alfa, precisamente debido a cambios en las propiedades de hidratacion de su entorno local, promovidos por la
‘proteccidn’ adicional que aporta el ligando. Entances, y como un modo més de contrastar los efectos antes mencionados,
realizamos simulaciones partiendo del PDB de la proteina MOMZ apo pero ahora con Nutlin-2 localizada en su sitio de binding;
y efectivamente encontramos que la estructura secundaria de esta alfa hélice es significativamente re-estructurada
durante dicho experimento computacional (Figura 2.28). Es importante mencionar que |a plasticidad del sitio de unin de
MDM2 a pa3 ha sido descripta de manera experimental, como resultado de |a observacian de los cambios conformacionales
de MDM2 que acompaiian el proceso de union de dicha proteina a pad (22). En este trabajo (52) se mostra que el sitio de
binding de la proteina MDMZ bajo complejacicn con pad experimenta una expansidn, debido a una reorganizacion de sus dos
sub-dominios pseudosimétricamente relacionados; resultando de este modo en un desplazamiento de los elementos de
estructura secundaria que comprenden las paredes y piso del sitio de unian a pad. Adicionalmente, y en acuerdo también

con nuestros resultados, ha sido demostrado que MOMZ comienza a ser més estable y rigido bajo unién con su diana natural,

pad (22).

Posteriormente, repetimos los andlisis de propension dingmica de BHBs antes mencionados para 3 sistemas més, esto es
tanto el estudio sobre las proteinas en su forma apo como formando parte de complejos, con su diana natural y con

pequefias moléculas disruptivas (todos mencionados previamente en la descripcion de métodos, inciso 2.2); y encontramos
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en todos los casos resultados similares (en las Figuras 2.26, 2.27 y 2.28 se muestran las matrices de distancias para

dichos sistemas, comparando en los tres casos |os resultados para las formas apo y complejada).

Por altimo, en la Figura 2.29 se muestra la distribucian de probabilidad para los valores de distancia de matriz, D (en valor
absaolutn), de todos los elementos de las matrices de distancia, Z para los cuatros sistemas proteicos estudiados. Alli se
puede observar la distincion realizada entre BHBs pertenecientes a sitios de binding y aquellos denominados como 'resta’,
que hacen referencia a todos aquellos BHBs que no pertenecen a los sitios de unian. Tal como se indica detalladamente en
los métodos (inciso 2.2) utilizamos dos criterios para determinar BHBs pertenecientes a sitios de binding. En la Figura
2.29 se puede observar que arribamos a resultados similares con ambos criterios. Estas distribuciones revelan un claro
dominio de dos poblaciones bien diferenciadas, a pequefios y grandes valores de D. El pico a valores de D bajos. presente
en todas las distribuciones, es obviamente esperable, ya que implica a todos aquellos BHBs que son estables (su
comportamiento en solucidn no dista del PDB); sin embargo, la segunda poblacidn localizada a valores de D altos, indica la
presencia de aquellos BHRBs aqui denominamos como Camalednicos, CBHBs. Probablemente el resultado mas interesante
de todo este estudio es el claro enriquecimiento de CBHBSs que poseen los sitios de binding (esta observacion es muy clara
para ambas criterios implementados en la determinacidn del sitio de unian), como lo indica el sequndo pico a la derecha del
grafico. Para descartar que este efecto sea simplemente debido a la naturaleza superficial de los BHBs presentes en el sitio
de binding, los cuéles se espera que sean més labiles que aquellos que se encuentran ‘enterrados’ en el interior de la
proteina, presentamos la distribucion para los BHBs localizados fuera del sitio de binding pero que se los puede clasificar
como ‘superficiales’ (el criterio adoptado para la determinacian de los mismos fue simplemente proximidad a moléculas de
agua, luego si la distancia entre dicho BHBs y la primer molécula encontrada es menor a B A, dicho BHB se considera
superficial). Como es de esperar, en comparacidn a la curva que refleja el comportamiento del ‘resto’. los BHBs
'superficiales’ son un poco més labiles que los no superficiales o enterrados. Sin embargo, el comportamiento sigue siendo

muy diferente de |a clara bimodalidad y el consecuente enriquecimiento en CBHBS, observado para los sitios de binding.

Figura 2.25: Diferentes configuraciones de la simulacion del complejo formado entre la proteina MOMZ en su forma apo y Nutlin-2. En
bordo se indican cuando los diferentes puentes de hidrageno que fueron determinados como CBHBs para esta proteina se van formando.
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Hasta este punto describimos detalladamente las evidentes diferencias cualitativas entre las proteinas en su estado apo y
|os diversos complejos (especificamente en cuanto a la existencia de CBHBs y su localizacian preferencial en sitios de
unian). Con el objetivo de cuantificar estas diferencias, y poner de manifiesto expresamente |a relevancia de los CBHBs en
|os procesos de binding, usamos valores de distancia, D, mayores que 0.5 (son aquellos pertenecientes al sequndo pico en
|a Figura 2.29) como un valor de corte para determinar CBHBs. Asi encontramos que para las 4 proteinas estudiadas, mas
del 80 % de sus CBHBs desaparecen bajo formacicn del complejo. En la Figura 2.30 se presentan |os resultados para dicho
estudio. De estos valores podemos observar que para las proteinas MOMZ, BCL y Zip, todos los CBHBs presentes en sus
correspondientes formas apo, son remavidos bajo formacidn del complejo con sus dianas naturales; sdlo para el caso de la
proteina IL-Z |a remocian es solo parcial. Un resultado similar se obtiene cuando comparamos los valores de distancia para
cada CBHBs entre las proteinas apo y los correspondientes complejos formados con pequefias moléculas disruptivas,

aunque en estos casos la performance desarrollada por éstas puede ser un poco menos dptima en términos de remacidn

de los CBHBs.
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Figura 2.2B: Matrices de distancia para la proteina Zip-A. A) Resultados para el complejo Zip-A con su ligando natural. B) Resultados

para la forma apo.
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Figura 2.28: Distribucidn de densidad de probabilidad para los valores de distancia, D, para todos los BHBs de los 4 sistemas proteicos
estudiados. Incluyendo una discriminacian entre BHBs pertenecientes a sitios de unidn (sequn criterio | y creiterio Il); asi como también
aquellos pertenecientes al ‘Resto’ y 'superficie’.

Finalmente, y a modo de resumen de los resultados expuestos previamente, hasta este punto mostramos la existencia de
CBHBs y |la aparente relevancia de estos motivos estructurales en procesos de unian, evidente por el claro enrigquecimiento
de éstos en los sitios de binding. En el praximo capitulo evaluaremos el alcance ‘cuantitativo’ de los estudios mencionados
hasta aqui en comparacian ya sea con datos experimentales. o bien otros métodos bien establecidos. como son célculos de

energia libre a partir de simulaciones de Dindmica Molecular.

Una consideracian mas es que a partir de aqui, y en los siguientes capitulos, a todos aquellos CBHBs pertenecientes a sitios
de unian los llamaremos CHBs, para mayor simplicidad (de modo de prescindir de |a necesidad de aclarar en todo momento

|a localizacion de los mismaos, como pertenecientes o no al sitio de binding).

Apo Prot Complex (Prot.-Prot.) Complex (Prot.-Mol.)

<< X< <<

el < <s|ls xxx<|l<<<<<<
x< <|xx<<|

Figura 2.30: Valores de distancia, D, para los diferentes CBHBs (indicados con los nimeros de residuo del par de aminoacidos
involucrados en dicho puente de hidragena). para cada uno de |os 4 sistemas estudiados. Alli se indican los respectivos valores para las
proteinas apo, y los respectivos complejos. Valores de distancia que caen por debajo de 0.5 indican remocidn de dicho CBHBs.
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26- Conclusiones del capitulo

A partir de los primeros estudios desarrollados en este capitulo, llevados a cabo sobre sistemas modelo constituidos por
placas cargadas con entornos quimicos diferenciales en la proximidad de dichas cargas, hemos mostrado evidencias de |a
modulacidn de interacciones electrostaticas seqdn las propiedades de sus entornos locales. Mas especificamente,
demostramos que el incremento en las propiedades hidrofabicas de una superficie exacerban, de manera no aditiva, las
interacciones de carga en un ambiente confinado. Ademas. dimos cuenta de que este efecto se debe exclusivamente a un
comportamiento diferencial del solvente en dichas superficies. En tal sentido, los grupos hidrofdbicos promueven la

deshidratacian local de las cargas. evitando su apantallamiento y favoreciendo |a interaccicn,

Posteriormente, el ‘traslado’ de los estudios anteriores a sistemas complejos reales, es decir, estudios de modulacian de
interacciones no covalentes, (y particularmente aquellas de indole electrostéatica como |o son los puentes de hidrageno del
backbone, BHBs) llevados a cabo en proteinas, revelaron la existencia de BHBs cuya propensian a la formacidn durante la
dinamica en solucién difiere significativamente de la informacion con la que contamos al observar estructuras
experimentales (PDB). Denominamos a estas interacciones como CBHBs. Ademas vinculamos las fracciones de tiempo que
una determinada interaccion permanece formada (entendida en este contexto como una medida de su estabilidad) con sus
propiedades de hidratacidn locales, mediante estudios de probabilidad de vacancia, P(N=0), que coma se dijo, representan
un buen estimador de las fluctuaciones de densidad, y en dltima instancia de hidrofobicidad |ocal. Finalmente, revelamos
que los sitios de binding, donde |a cadena peptidica justamente se encuentra considerablemente expuesta al solvente, estén

enriquecidos en CBHBs. evidenciando de este modo su relevancia en procesos de binding.
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CAPITULD 3

Life is water dancing to the tune of solids.
Albert Szent-Gyorgyi (1977)

(&0 viceversa?)

3.1- Descripcidn general y objetivos de estudio del capitulo:

En el capitulo anterior revelamos la existencia de BHBs cuyas propensiones dinamicas cambian significativamente con
respecto a su prescripcion en el PDB; denominamos a estas interacciones coma CBHBs. Observamos un enriguecimiento
de estos motivos en sitios de binding, y ademas una estabilizacidn o restitucidn de estas interacciones en las formas
complejadas de las proteinas estudiadas. A lo largo del presente capitulo, por un lado ahondaremos en la relevancia de
estas interacciones en procesos de binding. mas especificamente y con dicho objetivo en mente, estudiaremos el
comportamiento y manifestacion de CHBs (CBHRs pertenecientes a sitios de binding) bajo una serie de condiciones que se
enumeran a continuacian: simulaciones con solventes mixtos, A/amine Scaming computacional de los hot spot de pad y
racionalizacion del complejo MDMZ-Nutlin 3a (dicho compuesto es un conocido inhibidor del complejo MDM2-pad (10)), asi
coma también una discriminacin del aporte al binding de diversos fragmentos constituyentes de dicho inhibidor. Por otra
parte, y una vez esclarecida la relevancia de CHBs en procesos de binding, exploraremos |a aplicacion cuantitativa de los
analisis de propensian dindmica de BHBs, mediante el estudio de una serie de pequefias moléculas disruptivas del complejo
MDM2-pa3, y contrastaremos la performance de esta nueva metodologia con los correspondientes valores experimentales
de afinidad asi como también con respecto a otros métodos computacionales, como por ejemplo calculos de energia libre
de formacidn de los respectivos complejos mediante métodos bien establecidos como MM-GBSA y MM-PBSA. Finalmente, y
una vez validada la aplicacion con fines cuantitativos de los estudios de propensiones dinamicas de puentes de hidrageno,
en el proximo capitulo presentaremos los resultados de la evaluacion tedrica de una serie de nuevos compuestos
sintéticamente factibles y pertenecientes a las familias descriptas en el capitulo introductorio de esta tesis, como
potenciales moléculas disruptivas del complejo MDMZ2-pa3. Resulta oportuno mencionar ademas que parte de los resultados
desarrollados a lo largo de este capitulo forman parte de los contenidos de una de las publicaciones surgidas de esta tesis:

Cintia A. Menéndez, et al.." Hydragen bond dynamic propensity studies for protein binding and drug design, PLOS
ONE, 2016, 11(10)- e016a78R7.
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3.2- Convergencia y reproducibilidad de las medidas de propensign dindgmica de BHBs:

Antes de sequir avanzando con los estudios de propensicn dindmica de BHEs necesitamos conocer con algo més de detalle
la dindmica de los procesos de formacion y ruptura de los diferentes puentes de hidrageno, y por extension la

reproducibilidad y convergencia de estas medidas.

De este modo se realizaron diversas simulaciones por Dindmica Molecular de la proteina MOM2 en su forma apo y holo. Por
un lado, evaluamos simulaciones breves, de tiempo constante, y promediamos sobre diferentes nimeros de réplicas
(promedios en el ensamble). En contraste, realizamos promedios sobre largas trayectorias, y un nimero menor y fijo de

réplicas (promedios en el tiempo). A continuacian se detallan los nimeros de réplicas exactos y tiempos evaluados en cada

caso:
- Simulaciones a partir del PDB: 1ZIM
- Hasta 70 réplicas de | ns.
- Promedios en el tiempo sobre 3 y 8 réplicas de hasta (50 ns.

- Simulaciones a partir del PDB: IYCR
- 20 réplicas de | ns.
- B replicas de hasta 40 ns.

En el caso del complejo MDM2-p&3 se evaluaron tiempos de simulacion y nimero de réplicas menores debido a la rapida
convergencia de |os resultados (de hecho, no existen practicamente fluctuaciones en el comportamiento de ninguno de los
BHBs evaluados). Los resultados obtenidos estan en acuerdo con otras medidas de fluctuacian estructural como por ejemplo
factores de temperatura o “f-factors’. En la Figura 3.2 se presenta dicha medida para todos los dtomos del Aactbone de
la proteina, discriminada por residuos, para MDMZ en ambas formas, apo y holo. Adicionalmente. en la Figura 3.3 se
presentan los valores RMSD tomando como referencia en ambos casos la estructura de la proteina MDMZ en el PDB utilizado
como punto de partida (Apo: 1ZIM, Complejo: IYCR). De ambas medidas se desprende que las fluctuaciones estructurales
para la proteina MDMZ, cuando se encuentra complejada con su diana natural, pad, son sustancialmente menores que en su

forma no ligada.

En |a Figura 3.1, se detallan los valores de Propension Dinamica (fracciones de tiempo que permanece formada dicha
interaccion segin pardmetros geométricos) y sus correspondientes valores de desviacion estandar para todos los BHBs
del sitio de binding, para la proteina MDMZ en su forma APO y formando parte del complejo con pad. Alli se puede ver que
para la proteina MDOMZ en su forma apo hay varios BHBs cuyo comportamiento varia considerablemente entre las distintas

réplicas (valores de desviacian estandar grandes), y consecuentemente |os valores de propensidn en estos casos seran
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altamente dependientes del tiempo evaluado y nimera de réplicas. En contraste para el caso del complejo MDM2-pa3, todos

los BHBs estudiados tienen propensiones dindmicas cuyos valores de desviacion estandar son pequefios, ademés en este

tltimo caso los valores medios de propensidn no se ven practicamente afectados por los tiempos o ndmera de réplicas que

se contemplen en su evaluacidn.

Residuo (PDR)
a4 al
a7 a3
Bl a7
Y 38
BB Bl
3l Ta
33 73
39 35
100 36
103 99

70*1 ns
Propensidn
0.748
0.890
0.690
0.643
0.443
0.904
0.882
0.a3l
0.a77
0.478

MDM2-apo-1ZIM

DESV
0.1a6
0.073
0.222
0.201
0.33!
0.036
0.176
0.330
0.410
0.308

MDM2-pa3: IYCR

8*1a0 ns 20*1 ns
Propension  DESV | Propensitn
0.846 0.193 0.980
0.864 0.057 0.949
0.793 0.1a7 0.964
0.558 0.187 0.953
0.266 0.289 0.838
0.83! 0.1a3 0.967
0.834 0.208 0972
0.313 0.302 0.901
0.566 0.410 0.956
0.255 0.322 0.880

DESV
0.008
0.02
0.0f5
0.010
0.023
0.0f5
0.010
0.043
0.07
0.048

8*40 ns
Propensidn

0.967
0.926
0.963
0.944
0.860
0.947
0.964
0.892
0.927
0.817

DESV
0.006
0.on
0.004
0.007
0.023
0.020
0.008
0.046
0.020
0.027

Figura 3.I: Valores de propensidn dindmica para: A) Proteina MDMZ en su forma APO (PDB: 1ZIM) como promedio de 70 réplicas de | ns
(200 configuraciones equidistantes en cada réplica), y como promedio de 8 réplicas de 130 ns (30000 configuraciones en cada réplica).
B) Proteina MDM2 formando el complejo con pad (PDB: 1YCR). como promedio de 20 réplicas de | ns (500 configuraciones), y como
promedio de 8 réplicas de 40 ns (8000 configuraciones equidistantes por cada réplica).
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réplicas de 40 ns cada una de ellas. Rojo: MOMZ en su forma apo. Azul: MDMZ2-pa3.

En este punto es importante realizar una consideracian acerca de |os valores de propensian listados en la Figura 3.1 y el
criterio adoptado para la determinacion de CHBs utilizado en el capitulo anterior (Figura 2.30). Justamente una situacidn
posible que impediria la aplicacian de este anélisis (puntualmente la determinacion de CHBs tal como se describia hasta el
momento) seria el hecho de no contar con informacian experimental de |a proteina de interés en su forma apo; por tal
mativo resulta de utilidad indagar en otros modos a partir de los cuales determinar aquellos BHBs de interés; en este
sentido una alternativa podria ser comparar los valores medios de propensidn y/o sus desviaciones estandar, obtenidos
de simulaciones de |a proteina de interés formando parte de algan complejo, y simulaciones de dicha proteina sin ligando
alguno. Entonces, si nos focalizamos puntualmente en el valor medio de esta medida, podriamos definir como CHBs a todos
aquellos BHBs cuya propensian es cercana o menor a 0.0 (de este modo capturariamos los BHBs equivalentes a todas
aquellas interacciones que estuvieron inicialmente formadas en el PDB y que su propensidn dindmica en solucidn se vio
fuertemente alterada); en tal caso vemos que determinamos practicamente |as mismas interacciones como relevantes al
menos en el caso de MOMZ2 (BHBs comunes a ambos criterios: 62-08, 39-85, 100-36, 103-99). Discrepancias puntuales
seqdn ambos criterios, como los BHBs 94-00 y 57-53, las podemos entender en términos de que en realidad inicialmente
(en la estructura experimental) estas interacciones podrian estar muy praximas al valor de corte utilizado para decidir si
la misma es considera o no, en tal caso una minimizacion de la estructura experimental seria conveniente antes de
determinar la prescripcion de BHBs en el PDB. Si observamos sdlo los valores de propensidn dinamica en solucion vemos
que son interacciones evidentemente estables en la dinamica (permanecen formadas alrededor del 80 % del tiempo). Paor
otra parte, con el segundo modo de determinacian de BHBs relevantes incluiriamos en el grupo de CHBs a la interaccidn
B6-6! que no fue considerada previamente. Esto probablemente pudo deberse a los tiempos de simulacion y nimero de
réplicas considerados en principio. Finalmente, fueron justamente las discrepancias enumeradas previamente las que nos

empujaron a realizar una caracterizacion mas detallada del comportamiento de cada una de estas interacciones en la
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proteina MOMZ en su forma apo con respecto al complejo MDOM2-pag; dichos resultados se comentan en el siguiente inciso

de esta seccidn.

3.2.]- Caracterizacidn de BHBs: SASA, beta-factor, perfiles de energia libre y convergencia de las medidas de

propensidn.

A continuacicn se describiran diversos parémetros (4rea superficial accesible al solvente -comdnmente denominada SASA
por sus siglas en inglés-, B-factor, perfiles de energia libre, valores de propensidn en funcion del nimero de réplicas y del
tiempo de simulacion considerado, etc) para lograr una mayor comprension del comportamiento diferencial de los diversos

BHBs clasificados como CHBs segin alguno de los dos criterios antes mencionados.

En todos los casos las simulaciones no sesgadas se realizaron siguiendo las consideraciones desarrolladas en la seccidn
de métodos del capitulo anterior (inciso 2.2). En cuanto a los perfiles de energia libre, los mismos se calcularon de dos
maneras: por un lado mediante las simulaciones no sesgadas se construyeron distribuciones de distancias N-0 de las
diferentes interacciones estudiadas, dichas distribuciones describen una funcidn de correlacian de a pares (g(r)), y por lo
tanto se puede obtener el perfil de energia libre de dicha interaccion como funcién de las distancias N-0 aplicando la
siguiente relacidn, PMF (Potential of Mean Force) = -Kb.T.In(g(r)) + c. siendo Kb |a constante de Boltzman y r la distancia
entre los dtomos de N de |a amida y 0 del carbonilo protagonista de dicha interaccian. Una sequnda opcian involucrd la
utilizacion de dinamicas sesgadas: asi se condujeron una serie de ‘Steered Molecular Dynamics' (SMD) (1) (de manera muy
resumida, la idea central detras de cualquier simulacian de SMD es la aplicacion de una fuerza externa sobre un dtomo o
grupo de ellos dentro del sistema de interés, y posterior estudio de |a evolucidn de dicho sistema bajo estas condiciones);
y por aplicacidn de la igualdad de Jarzinski (2) se obtuvo el perfil de energia libre como funcidn de las distancias N-0, a
partir del trabajo promedio realizado fuera del equilibrio en un ensamble de dinamicas de ‘estiramiento’.
_AG W
kpT kpT

C = ({C

Igualdad de Jarzynski
Dande Kb representa la constante de Boltzaman, T la temperatura y W el trabajo.

Una de las dificultades practicas en la obtencidn de un PMF de este modo es la dificil convergencia de los resultados. Por
tal motivo en este trabajo aplicamos ASMD (por sus siglas en inglés ‘Adaptive Steered Molecular Dynamics’) (3-7); dicha
técnica muestra mejoras en la convergencia de los resultados. En este caso la coordenada de reaccidn se divide en
segmentos, dentro de los cuales se llevan a cabo un conjunto de SMD vy los promedios de Jarzynski son alli determinados

tal como se muestra en la Figura 3.4.
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Figura 3.4: PMF (linea roja) obtenido por aplicacian de ASMD.

En la aplicacin de esta dltima metodologia, tanto para la proteina apo coma holo se realizaron 25 réplicas iniciales de SMD,
en todos los casos llevando el par de atomos seleccionados (N'y 0 de ciertos BHBs) desde 2.5 a 5 & en 0.5 ns de simulacian.
Posteriormente se tomaron 10 grupos aleatorios con |0 réplicas cada uno, y se estimaron valores de desviacion estandar
tomando como valor umbral 0.5 Kcal/mol (criterio arbitrario de convergencia utilizado); en los casos en los que dicho valor
fue superior se realizaron 24 réplicas adicionales. Posteriormente, se realizaron 25 réplicas de SMD, en este caso llevando
el sistema desde 5.0a 7.5 A en 0.5 ns de simulacian, utilizando en todos los casos como configuracian inicial la réplica del
primer grupo mas cercana al promedio de Jarzynski. Estos dltimos estudios fueron realizados durante una estancia de

investigacion en el grupo dirigido por Xavier Barril (Universitat de Rarcelona).
3.2.1.1- Clasificacitn termodindmica de CHBs:

A continuacion podremos ver que es posible clasificar los diversos CHBs de MDMZ segiin la dinamica subyacente al proceso
de ruptura de los mismos. De este modo, en las Figuras 3.5 y 3.6 se muestran los valores de propensian dinamica del BHB
100-88, (previamente clasificado como uno de los CHBs de MOMZ), respectivamente para MDOM2 en su forma apo y para el

complejo, MDM2-pas.

En dichas figuras se encuentra desglosada la informacian dada como un promedio global en la Figura 3.1. De la infarmacidn
volcada alli se puede apreciar. por un lado, la convergencia inmediata de las propensiones para el complejo. ya sea que se
contemplen los promedios en el ensamble como asi también en el tiempo. Una consideracian adicional en este punto, més
alla de los valores medios para este parametro, consiste en observar la magnitud de las desviaciones estéandar de dichas
medidas, las cuales hablan de la reproducibilidad en el comportamiento de esta interaccian entre réplicas. En tanto que, si
observamos esta interaccidn en |a proteina en su forma apo, podemos apreciar una alta dependencia de los valores medios
con el ndmerao inicial de réplicas (promedios en el tiempo): si observamos el caso en el que se toman solo & réplicas iniciales
(amarillo) vemos que los valores medios para este parametro son considerablemente diferentes que para el caso en los

que los promedios se realizaron sobre 8 réplicas (verde); y ademés que en el tiempo total evaluado (150 ns) no hay
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convergencia en el valor medio entre estos dos casos. Este comportamiento se puede entender observando la Figura 3.7,
dénde se muestra la evolucion temporal de 3 réplicas cualesquiera. Vemos que la dindmica de la interaccion es
marcadamente diferente de una réplica a la otra, para la réplica 2, MD2, este BHB permanece formado préacticamente
durante toda la dinamica de 150 ns (su propensian oscila de manera constante en torno a 0.9); en la réplica |, MDI, en cambio,
dicho BHB permanece formado hasta los 20 ns, donde se rompe completamente y permanece de este modo por los 30 ns
restantes. Finalmente, MD3, es un caso intermedio entre el descripto para MD! y MDZ. Una importante consideracion en este

punto es que en este caso no hay convergencia entre las diferentes réplicas en los tiempos evaluados.

En definitiva esta dinamica lenta de formacién y ruptura de la interaccion la podemos comprender un poco mejor si
observamos |a Figura 3.8, dande se presentan distribuciones de distancias N-0 para este BHR. Alli vemos para la proteina
en su forma apo una distribucidn claramente bimodal, indicandonos |a existencia de un equilibrio entre al menos dos tipos
de conformaciones bien distintas (mostraremos en breve con algunos ejemplos puntuales que puede haber mas de una
conformacidn que dé lugar a este patran): un grupo de ellas en dande la interaccidn permanece formada y otro con un
comportamiento opuesto; dénde la transicidn entre un tipo de conformaciones y la otra puede involucrar decenas de

nanosegundos.

Por lo expuesto previamente se desprende que para lograr un muestreo adecuado de las propensiones dindmicas de
interacciones de este tipo el nimero de réplicas iniciales que se consideren sera altamente relevante, al menos en los

peridos de tiempo aqui explorados.

En la Figuras 3.9 A y B se presentan perfiles de energia libre para el mismo CHB, obtenidos respectivamente aplicando
ASMD y mediante la construccidn de funciones de correlacidn de a pares g(r). en dinamicas no sesgadas. En el sequndo
casn, |os valores de energia libre alli representados se encuentran referenciados de modo que sean comparables con el
andlisis de ASMD (se toma como referencia a la distancia N-0 de 2.5 R). Es importante destacar la coherencia en los
resultados obtenidos seqin ambas metodologias; en ambos casos es clara la deteccidn de un segundo minimo en los perfiles
de energia libre para la proteina MDMZ en su forma apo a distancias perfectamente comparables (aproximadamente 5 & de

distancia entre los atomos de Ny 0). En tanto que. para el complejo MDMZ-pa3 dicha posibilidad no fue detectada.

Luego, en la Figura 3.10 se ilustra a modo de ejemplo una conformacidn de las diversas dindmicas de estiramiento llevadas
a cabo, a partir de las cuales se construyd el perfil de energia libre para esta interaccion aplicando ASMD. Nuevamente, en
dicha imagen se representa el comportamiento de |a proteina MDMZ en su forma apo: alli se puede observar como una
molécula de agua puentea este BHB constituyendo uno de los caminos de 'ruptura’ de la interaccidn con un menar trabajo.
En |a Figura 3.1 A se ven reflejados los diferentes caminos de ‘ruptura’ de este BHB, durante el primer tramo de

estiramineto, esto es distancias N-0 desde 2.5 hasta 5.0 £.
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Figura 3.5. Propensiones dinamicas para el BHR 100-36, evaluados sobre dinamicas en solucidn de la proteina MDMZ2-apo, Coma funcitn
de: en azul ndmera de réplicas, en Amarillo promedio en el tiempo sobre 3 réplicas. y en verde promedios en el tiempo sobre 8 réplicas.
Las lineas en cada caso indican desviacian estandar de dichos promedios.
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Figura 3.B. Propensiones dinamicas para el BHB 100-36. evaluados sobre dindmicas del complejo MDM2-p&3, Como funcidn de: en Azul
niumero de réplicas. y en verde promedios en el tiempo sobre 8 réplicas y hasta 40 ns. Las lineas en cada caso indican desviacian
estandar de dichos promedios.
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Figura 3.9. A) PMF para el BHB 100-96. como funcidn de |a distancia N-0 de dicha interaccian, obtenido por ASMD. B) PMF para la misma
interaccian obtenido a partir de la funcian de correlacian de a pares para dicho CHB, determinada sobre dinamicas no sesgadas. En

a4



ambos casos, en azul se representan los resultados del complejo MOMZ2-pad y en rojo la performance de la proteina MDMZ en su forma
apo. En la figura A en color gris se encuentran representadas las desviaciones éstandar de dicho perfil a cada punto para ambos casos.
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Figura 3.7. Propensiones dinamicas del CHB [00-36 en funcidn del tiempo, evaluadas sobre dindmicas en solucidn de |a proteina
MDM2-apo. para 3 réplicas aleatorias. MDI, MDZ y MD3.
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Figura 3.8. Distribucian de probabilidad de las distancias N-0 del BHB 100-38, como funcian de la distancia expresada en & entre dichos
atomas, y evaluadas sobre: en rojo, la proteina MDM2 en su forma apo; y en azul, el complejo MDM2-pad. Dichas distribuciones fueran
construidas a partir de datos de distancias N-0 tomados de 8 dinémicas de 150 ns para el caso de la proteina apo (240000
configuraciones equidistantes); y sobre B dinamicas de 40 ns para el caso del complejo (64000 configuraciones equidistantes).
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Figura 3.10. Configuracidn representativa de uno de los caminos encontrados en las dinamicas de ‘ruptura’ del BHB 100-96. A la derecha,
vista de perfil; a la izquierda vista superior. Aqui se esquematizan: en /4 (modao de representacian del programa VMD) los aminoacidos
100-96, y en VW las moléculas de agua en el entorno local de dicho BHB. En esta imagén la correspondencia de identidad dtomica y
colores utilizados es: rojo para los atomos de oxigeno, blanco dtomos de hidrdgeno, azul para los dtomos de nitrdgeno y cyan para los
gtomos de carbono.
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Figura 3.11. Trabajo en funcian de la distancia N-0 del CHB 100-96, expresada en &: A) para 25 réplicas diferentes de la proteina MOM2-
apo. B) 20 réplicas diferentes complejo MOM2-pa3. En ambos casos en rojo se representa el PMF construido por aplicacian de la igualdad
de Jarzinski a partir de las trayectorias de estiramiento alli representadas.

Por lo expuesto previamente, y més alla de las configuraciones especificas antes consideradas, es evidente que para la
proteina MDMZ en su forma apo existe un abanico de conformaciones que dan lugar a un estado donde est4 interaccidn se
pierde (estd no formada); en tanto que dichas conformaciones no son accesibles para el complejo MDMZ2-pa3. También

resulta evidente que la dinémica de las transiciones entre uno y otro minimo puede tomar hasta decenas de nanosegundos.

Un comportamiento opuesto al descripto previamente o presenta el CHB 62-08: caracterizado por una dingmica répida
para el proceso de ruptura y restitucion de la interaccian; dnde no existen cambios conformacionales mayores, sino que
|a interaccicn se pierde por una elongacian de las distancias N-0 o cambios en la direccionalidad. En tal sentido a partir
de la distribucian de distancias N-0, Figura 3.13. podemos ver claramente que la ruptura de este tipo de BHBs es

principalmente por una elongacion y que no hay cambios conformacionales mayores involucrados (dicha distribucian no es
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bimodal como en el caso analizado previamente). Por otra parte queda claro a partir de las Figuras 3.12 y 3.14. y debido
justamente a esta dinamica més rapida de ruptura y formacion de la interaccidn, que el nimero de réplicas consideradas
no es tan preponderante como en el caso anterior ya que en los tiempos aqui analizados, sélo en una réplica se puede lograr
un buen muestreo para la estimacion del valor de propensidn de dicho BHB. En tal sentido, si observamos la Figura 3.14

podemos ver que réplicas independientes a |o largo del tiempo convergen a un mismo valor de propensidn.

’ | | | | W 8*150 ns
0.0 | | |
10 o 30

2 40 50
Figura 3.12. Propensiones dindmicas para el BHB 62-38. evaluadas sobre dindmicas en solucidn de la proteina MDM2-apo, Como funcidn

N° réplicas promedio timepo (150 ns)
de: en Azul nimero de réplicas. en Amarillo promedio en el tiempo sobre 3 réplicas, y en rojo promedios en el tiempo sobre 8 réplicas.
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Figura 3.13. Distribucian de probabilidad de las distancias N-0 del BHB B2-58, como funcitn de la distancia expresada en & entre dichos
atomas, y evaluadas sobre: en rojo, la proteina MDM2 en su forma apo; y en azul, el complejo MDM2-pa3. Dichas distribuciones fueran
construidas a partir de datos de distancias N-0 tomados de 8 dinémicas de 150 ns para el caso de la proteina apo (240000
configuraciones equidistantes); y sobre B dinamicas de 40 ns para el caso del complejo (84000 configuraciones equidistantes).

Los perfiles de energia libre para el proceso de ruptura de esta interaccion también son coherentes con las observaciones

previas. En la Figura 3.13 podemos ver que por ambos métodos no se detecta un sequndo minimo a distancias N-0 mayores,
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es decir que no existe un equilibrio entre una familia de conformaciones para las cuales este BHBs esta formado y su

contraparte. una familia de conformaciones dénde no esté presente.
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Figura 3.14. Propensiones dinamicas del BHB 62-58 en funcin del tiempo (expresado en ns). evaluadas sobre dinamicas en solucidn de
|a proteina MDM2-apo, para 3 réplicas aleatorias, MDI, MDZ y MD3.
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Figura 3.15. A) PMF para el BHR 62-58, como funcitn de la distancia N-0 de dicha interaccian, obtenido por ASMD. B) PMF para la misma
interaccion obtenido a partir de la funcion de correlacidn de a pares para dicho BHBs, determinadas sobre dindmicas no sesgadas. En
ambos casos. en azul se representan los resultados del complejo MDMZ-pa3 y en rojo la performance de la proteina MOM2 en su forma
apo. En la figura A en color gris se encuentran representadas las desviaciones éstandar de dicho perfil a cada punto para ambos casos.

Finalmente, los CHBs BB-61, 93-95 y 103-39 pertenecen al primer grupo (presentan un comportamiento del tipo del CHB
|00-38). es decir que son BHBs caracterizados por un dinamica lenta. Por otra parte los CHBs 54-50 y 57-03 pertenecen

al sequndo grupo, es decir, BHBs caracterizados por una dindmica de ruptura y restitucidn de dicha interaccion rapida.
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3.2.1.2- Propiedades de hidratacidn puntuales de CHBs:

Por otra parte, en el capitulo anterior develamos también la existencia de propiedades de hidratacian diferenciales en el
entorno de BHBs a lo largo de la proteina. Méas precisamente, encontramos que todos aquellos BHBs que resultaron tener
propensiones dinamicas promedio muy altas se encontraron en entornos desolvatados. En este sentido, y con el objetivo de
dar algo de claridad a una de las preguntas principales que se planted desde el inicio de esta tesis (4de qué modo pueden
|las interacciones no covalentes verse moduladas por el contexto?) fue que decidimos estudiar las propiedades de
hidratacidn de los CHBs antes mencionados, pero ahora de manera diferencial entre periodos de tiempo en los cuéles una
interaccian puntual permanece o no formada (para el caso de CHBs con una dinamica lenta). En la Figura 3.17 A, revelamos
|as propiedades de hidratacian del CHB 100-36, comparando su comportamiento entre la forma Apo y el complejo; asi como
también entre diferentes periodos de tiempo dentro de una misma réplica de la proteina en su forma apo para los cuales
estd interaccion manifestd una alta propension dinamica (aproximadamente 0.9) y, en contraposician, periodos de tiempos
en los cuales este BHR no estuvo formado. De este modo, las diferencias en las propiedades de hidratacion entre las diversas
situaciones en consideracion son muy notorias: por un lado si comparamos los resultados para la proteina apo vemos que
en los periodos de tiempo en |os cuales la interaccidn estuvo no formada se encuentra bien solvatada (presenta una primera
esfera de hidratacidn). Luego, y como contrapartida, para el periodo en el cual esta interaccian permanecia formada mas
del 90% del tiempo. encontramos que su entorno fue completamente anhidro. Finalmente, si consideramos el
comportamiento en una réplica aleatoria del complejo (recordemos que no existen practicamente diferencias entre los
valores de propensian hallados para esta interaccion entre las diversas réplicas y ademas que dichos valores promedio
son superiores a [.9) observamos al igual que en el caso anterior que nuevamente el entorno local es anhidro. Luego, en
|a Figura 3.16 se muestran valores de SASA evaluados especificamente sobre |os dtomos protagonistas de las interacciones
aqui consideradas (NH-CO). En dicha figura se presenta una evolucion temporal de dicho parémetro evaluado sobre NH 100-
C0 36, puntualmente para la réplica MDI (nomenclatura equivalente Figura 3.7). De este modo se hace evidente una perfecta
complementariedad entre propensiones dinamicas y la exposicidn |ocal al solvente (considerando la exposician local al
solvente tanto a partir de mediciones de SASA como asi también |a presencia o no de una primera esfera de hidratacidn
Figura 3.7, Figura 3.16 y Figura 3.17 B). describiendo una relacidn inversamente proporcional entre ambos parametros.
Es decir, observamos valores de SASA elevados y |a presencia de una primera esfera de hidratacian para los periodos de
tiempo en los cuales el CHB 100-36 permanecid no formado y viceversa. Una consideracian conveniente en este punto es
que los valores negativos de SASA obviamente no tienen significado fisico alguno, en tal caso un valor mas realista seria
simplemente ‘0. La obtencidn de valores negativos esta dada porque para el célculo de este parametro se utiliza el método
LCPO (aproximacion de superficies atomicas a partir de combinaciones lineales de superposiciones de a pares) (8),

implementado en el paquete cpptraj de amber toals.

De este modo y por |o expuesto previamente, resulta clara la dependencia contextual de interacciones no covalentes como

BHBs. dande su estabilidad esta directamente relacionada con la exposicidn local al solvente.
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Figura 3.16. Evolucian temparal de valores de SASA calculado sobre |os dtomos protagonistas del BHB 00-36 (NH y C0). Para la proteina
MDMZ en su forma apo (réplica MD1).
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Figura 3.17. Funcidn de distribucion radial, g(r). del agua (considerando los dtomos de oxigeno del solvente) en el entorno del BHB 100-
96 (calculado sobre el O del carbanilo). A) Rojo: para la proteina MDMZ2 apo (réplica MD3) en un lapso de tiempo dande |a propensidn
dindmica de este BHB es 0. Azul: para la proteina MDM2-apo en un periodo de tiempo para el cual la propension dinamica de esta
interaccian es 0.4. Negro: una réplica aleataria del complejo MMDZ-pa3. B) Rojo: para la proteina MDMZ apa (réplica MD1) en un lapso de
tiempo ddnde la propensidn dinémica de este BHB es 0. Azul: para la proteina MDM2-apo en un periodo de tiempo para el cual la
propensian dindmica de esta interaccion es 0.9,

3.2.1.3- Dinamicas con solventes mixtos:
La utilizacian de mezclas de solventes orgénicos miscibles con agua resulta inguietante ya que dichos compuestos podrian
tener |a capacidad de proporcionar cambios en la hidrofobicidad local (o en la hidratacion) y de este modo brindar algo més
de informacian relevante concerniente al estudio de modulacion de interacciones no covalentes por su entorno local. Por

esta razdn, |levamos a cabo dindmicas con diversos solventes mixtos (Etanol 20%, Isopropanol 8% vy piridina 1%), en
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diferentes condiciones utilizando el programa pyMDmix (). Estos estudios fueron realizados también en el marco de una

estancia de investigacion dentro del grupo dirigido por el Profesor Xavier Barril.

La interpretacian de resultados obtenidos no resulta sencilla; el hecho de que las moléculas organicas utilizadas como
cosolventes, como el etanol o isopropanal, tengan |a capacidad de formar puentes de hidrdgeno, suma complejidad. En tal
sentido, observamos en algunos casos, precisamente, que dichas moléculas remplazaban (al menos parcialmente) al agua
y formaban puentes de hidrdgeno con el carbonilo y/o0 amida, como es el caso del CHB 100-36 (ver Figura 3.21). Por otra
parte. y por o visto previamente en dinamicas realizadas en agua, un muestreo adecuando puede requerir largos tiempos
de simulacian y/o elevados nimeros de réplicas (al menos en algunos casos donde la dindmica de ruptura y restitucion de
|a interaccion que se esté considerando es lenta); en tanto que para las diferentes mezclas de solventes utilizadas se
realizaron 3 réplicas de 00 ns dnicamente, los resultados que se dan a continuacian son méas bien de indole cualitativo ya

que el muestreo alcanzado de este modo puede resultar insuficiente segin el caso que se esté considerando.

Aun asi, es posible realizar una serie de observaciones interesantes. En |a Figura 3.18 se representa la evolucian temporal
de propensiones dinamicas para el BHB 100-3:; alli podemas ver que inicialmente la interaccidn no se encuentra formada
y progresivamente se va restituyendo. Es interesante notar el ordenamiento diferencial de las moléculas de etanol en el
entorno de dicha interaccian cuando la misma se encuentra formada o no. En la Figura 3.18 se incluyen a modo de ejemplo
dos imégenes que representan |o antes descripto. En la misma figura se presenta también una g(r) para el ordenamiento
del agua en el entorno de los &tomos constituyentes de dicha interaccion calculada sobre configuraciones de los periodos
de tiempo indicados en corchetes (los colores de los corchetes se corresponden luego con el color utilizado en la g(r) del
agua). De manera coincidente con las observaciones previas, encontramos que para el lapso de tiempo en el cuél la
interaccion estd formada la misma se encuentra en un ambiente anhidro; y en este caso puntual, y por |o visto en las
imagenes, parte de este contexto |ocal hidrofabico lo proporciona el solvente orgénico (en la Figura 3.20 se puede observar
como el etanol orienta su metilo hacia el HB, confiriendole un ambiente mas hidrofébico a dicha interaccian). Por otra parte,
en la Figura 3.29 se muestran las correspondientes distribuciones de distancias N-0. para los tres periodos de tiempo
marcados en corchetes en la Figura 3.18 (de nuevo los colores utilizados son coherentes entre ambos gréficos). Alli
podemos ver como la interaccian evoluciona desde un estado no formado, cuyas distancias N-O rondan los 58 (rojo), hasta
lograrse la restitucian de la interaccion con distancias en torno a los 3.0 & (azul), pasando por configuraciones intermedias
entre las anteriores (amarillo). Aqui vemos una vez més que las transiciones entre un estado y otro pueden tomar decenas

de nanosegundos.

Sin embargg, tal como se menciond en el principio de este inciso, algo més de complejidad a este analisis es sumado por la
posibilidad de formacidn de puentes de hidrageno por parte del cosolvente, principalmente en los casos en los que se utiliza
etanol e isopropanal. La Figura 3.21 da cuenta claramente de este hecho; alli se representa la distribucidn de dtomos de
oxigeno del etanol en el entorno del carbonilo del residuo 36 (invalucrado en el CHR 100-36) para la réplica MD2. Dicha
distribucidn fue evaluada sobre los 00 ns de simulacidn; para la cual la interaccion en consideracion practicamente no se
forma. MIi podemos notar un ordenamienta de los atomos de 0 del etanol entorno a los 3 & del 0 del carbonilo involucrado

en dicho CHB; de este modo es evidente que el etanal tiene |a capacidad de interaccionar por medio de puentes de hidrdgeno
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con atomos del backbone de la proteina, y en el caso de este BHR puntual incluso remplazar (al menos parcialmente) el agua

antes alojada alli.
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Figura 3.18. Evolucian temporal de propensiones dindmicas para el CHB 100-96 en la réplica MD3, utilizando etanal 20% como
cosolvente.
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Figura 3.19. Distribuciones de probabilidad de las distancias N-0 del CHB 100-96 para la réplica MD3. Los colores utilizados son
coherentes con los de la figura 3.18; luego, y entre corchetes se indican los periodos de tiempo sobre los cuales se calcularon dichas
distribuciones.
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Figura 3.20. Imagenes de una configuracian correspondiente al periodo de tiempo comprendido entre los 70 y 90 ns (corchete azul de
|la imagen 3.18 y 3.19). Ambas figuras corresponden a la misma configuracitn; a la derecha se puede ver la ausencia de moléculas de
agua en el entorno |ocal del CHB 100-36. en negro se representan las cadenas laterales de los aminoacidos 100-36 y las moléculas de
etanol. A la izquierda se esquematizan: £ZK (modo de representacion del programa YMD) los aminoécidos 00-9B, y en fonds las
moléculas de etanol en el entorno local de dicho BHB. En esta imagén la correspondencia de identidad tomica y colores utilizados es:
rojo para |os 4tomos de oxigeno, blanco atomos de hidrageno. azul para Ios dtomos de nitrdgeno y cyan para los atomos de carbono.
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Figura 3.21. Distribucion para los &tomos de 0 del etanol en el entorno del CHE 100-96 (considerando [ del carbonilo del aminoacido
9R). En las imagenes se representan a modo de ejemplo configuraciones puntuales de la réplica MDZ, cuyo ensamble de configuraciones
da origen a la distribucian aqui desplegada. Los colores utilizados para las diferentes identidades atamicas son equivalentes a las de la
figura 3.20; luegn, los residuos 100-96 se esquematizan en el modo de representacion £/PK del programa YMD, en tanto que para las
moléculas de etanol se emplen el modo 4ends de dicho programa.

En definitiva, y en parte por las propiedades quimicas inherentes al cosolvente que se esté utilizando, para algunos de los

CHBs como es el caso del CHB 100-36, no es posible establecer una tendencia absolutamente clara. Se detectaron
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comportamientos del mismo tipo para los CHBs 99-85 y 103-39, cabe resaltar que todos estos BHBs pertenecen a una
misma hélice, y forman parte precisamente de una de |as regiones mas 'desordenadas’ de la proteina (ver Figura 3.2), por
|o tanto es de esperar que la rigidizacion’ de toda esta zona conlleve un costo entrdapico elevado (tal como se menciong
en varias ocasiones a |o largo de esta tesis, los BHBs son uno de los principales determinantes de estructura en proteinas,
consecuentemente es esperable que la restitucion de BHBs desencadene una rigidizacion/ordenamiento al menos
localmente). En contraposician al comportamiento ejemplificado previamente con el CHB 100-96, encontramaos cambios
mucho més rotundos y menos ambiguos en el comportamiento de otros CHBs, como es el caso del BHB 62-58; ademaés, por
|o visto previamente en cuanto a la dindmica de ruptura répida de esta interaccidn, en este caso si seré posible arribar a

resultados cuantitativos, adn cuando estamos considerando un nimero menor de réplicas.

4 6
Distancia N-0 (A)

60

70

80

90

100

1
(T
2
£08
O
=
0 0.6
c
0O
‘» 04
c
a
S 0.2
(el
0
10 MD2
20 MD3
30 40 50 MD1

Tiempo (ns)

Figura 3.22. Evoluciones temporales de las propensiones dinamicas para el CHB BZ-08, esquematizadas sobre 3 réplicas
independientes, llevadas a cabo con etanol al 20 % como cosolvente. En la parte superior se muestran configuraciones especificas
pertenecientes a los intervalos de tiempo indicados sobre la réplica MDZ. Alli se esquematizan: en £Z4 (modo de representacin del
programa YMD) los aminoécidos 62-58, y en honds las moléculas de etanol en el entorno local de dicho BHB. En esta imégen |a
correspondencia de identidad tomica y colores utilizados es: rojo para los dtomos de oxigeno, blanco dtomos de hidrdgeno, azul para
los atomos de nitrdgeno, amarillo corresponde a atoms de azufre, y cyan para los atomos de carbono. Adicionalmente, en la parte
central se muestra también la distribucidn del solvente en el entorno de este CHR para los dltimos 10 de la réplica MD2.
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Figura 3.23. Ambas imagenes son representaciones de una misma configuracion perteneciente al lapso final de la réplica MDZ (rojo en
|a figura 3.23). En la imagen de |a izquierda, en negro se representan tanta las cadenas laterales de los residuos involucrados en el CHB
62-58. como asi también las moléculas de etanol en el entorno inmediato de dicha interaccion. A la derecha, se esquematizan: en £PK
(modo de representacian del programa VMD) los aminoécidos 62-08, y en fands las moléculas de etanol en el entorno local de dicho
BHR. En esta imagen la correspondencia de identidad atdmica y colores utilizados es: rojo para los dtomos de oxigeno, blanco atomos
de hidrégeno, azul para los atomos de nitrageno. amarillo corresponde a atomos de azufre, y cyan para los atomos de carbono.
Adicionalmente, en la parte central se muestra también |a distribucian del solvente en el entorno de este CHB para los dltimos [0 de la

réplica MD2.
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Figura 3.24. Distribuciones de probabilidad de distancias N-0 para el CHB 62-58 como funcidn de la distancia entre dichos atomos
(dada en R), calculadas sobre la proteina MOM2 apo. En azul distribuciones para las 3 réplicas de 100 ns utilizando etanol 20% como
cosolvente; en rojo 8 réplicas de 150 ns cada de ellas, utilizando dnicamente agua como solvente.

A partir de la informacidn volcada en las Figuras 3.22, 3.23 y 3.24 podemos ver que la interaccian aqui considerada (CHB
b2-58) claramente tiene un comportamiento diferencial respecto a las dinamicas llevadas a cabo en agua. donde resulta
evidente |la modulacian de dicha interaccidn no covalente debido a cambios en el contexto local, atribuibles anicamente a la
presencia de moléculas de etanol. En tal sentido, la informacion méas destacable quizas es la reflejada en la Figura 3.24,

dande se puede ver que las distribuciones de distancias N-0 del BHB en consideracian se corren a valores mas bajos,
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describiendo de este modo una curva més estilizada y practicamente indiscernible a la manifiesta por el complejo MDM2-
pad (Figura 3.13). Adicionalmente si observamos la Figura 3.22 vemos que las tres réplicas convergen a valores similares
de propensian, y por lo visto anteriormente para la dindmica de este BHE dande observamos que la ruptura y restitucidn
de la interaccian estan circunscritas en un proceso rapido, y por lo tanto no existe una dependencia determinante con el
nimero de réplicas iniciales evaluadas, podemos considerar |os resultados aqui obtenidos de un modo cuantitativo. En la
Figura 3.23. en tanto, se representa una configuracion particular perteneciente al ltimo lapso de tiempo de la réplica MDZ;
dichas imagenes esquematizan el ordenamiento del etanol en el entorno local de esta interaccian, y de este modo, el cambio
en las propiedades de hidratacian en el entorno imediato de los 4tomos protagonistas de la misma. Luego, y como una
consecuencia final, resulta evidente |a estabilizacion de este CHB, entendiendo a la misma en términos del porcentaje de
tiempo que dicha interaccian se encuentra formada segin |os criterios gedmetricos aqui considerados (adicionalmente, y
tal como se refleja en las distribuciones desplegadas en la Figura 3.24, las probabilidades encontradas para las distancias
N-O0 superiores a los 3.5 & son practicamente nulas en estas condiciones, es decir, empleando un 20 % de etanol como
cosolvente; y manifiestan de este modo un nitido contraste respecto de las dinamicas llevadas a cabo utilizando anicamente
agua como solvente, donde se evidencia una probabilidad apreciable de encontrar al par de dtomos considerados a
distancias superiores a dicho valor de corte, 3.5 R). En este mismo sentido, y como una evidencia adicional de lo antes
manifiesto, si observamos la distribucian del solvente en el entorno local del CHB 62-58 (considerando el 4tomo de oxigeno
del carbonilo del residun 58), evaluada sobre el ensamble de configuraciones perteneceintes a los dltimos 10 ns de la réplica
MDZ. y presentada en |a Figura 3.22, podemos observar: |a contundente ausencia de una primera esfera de solvatacion de
moléculas de agua (curva azul). Més adn, en el mismo grafico se representa la distribucidn de los atomos de carbono del

metilo terminal del etanol (rojo). dande es posible observar su ordenamiento en el entorno inmediato de dicho CHB.

Finalmente, y debido a los motivos explicitos previamente, obtenemas que la propensian dindmica de este BHR pasa de un
valor cercano a 0.9, en dindmicas llevadas a cabo dnicamente con agua como solvente; a un valor aproximado de 0.8, para
|as dinamicas dande se utilizd etanol como cosolvente. Lo anterior, visto en términos relativos, implica un incremento en su
tendencia a la formacian de aproximadamente un B0%; y dicha modulacidn es directamente atribuible a la presencia de un

cosolvente con regiones hidrofabicas.

A continuacion, consideraremos los resultados obtenidos para el CHB BB-61, el cuél describe una situacian intermedia
respecto a las observadas y desarrolladas hasta el momento. En principio, en la Figura 3.25, 3.26 y 3.27 mostramos los
resultados de los estudios de convergencia con respecto al nimera de réplicas y tiempos de simulacion para este BHE, asi
como también los perfiles de energia libre para el proceso de ruptura de dicha interaccion y las correspondientes

distribuciones de distancias N-0.

Luego, y tal como se habia mencionado previamente, este BHR presenta una dindmica para la ruptura y restitucidn de la
interaccian lenta similar al CHB 100-96. Esto es. una dindmica caracterizada por un equilibrio entre conformaciones en la
cuales el BHB esta presente y conformaciones describiendo una condicion opuesta (especificamente con distancias entre
los atomos de N-O de unos 5 R). Pero, aun asi, observamas que si se evaldan réplicas lo suficientemente largas (como las

aqui consideradas, 130 ns), los valores de propensian dindmica promedio asi determinados, convergen de manera
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independiente al nimerao inicial de réplicas que se consideren (una digresian quizés relevante en este punto, es que este
es obviamente el comportamiento esperado cualquiera sea el fenémeno que se esté estudiando, lo cual en otras palabras
implica el cumplimiento de la hipdtesis de ergodicidad). Lueqo, y por lo expuesto previamente, es que atribuimos a esta
interaccion un comportamiento con caracteristicas ‘intermedias’, entre las circunscritas al CHB 100-36 (como dicho
previamente, caracterizado por una dindmica lenta para el proceso de ruptura y restitucion de dicha interaccion, ddnde el
valor promedio de propensién determinado es altamente dependiente del nimero inical de réplicas consideradas para
dinamicas de 130 ns. como las aqui evaluadas), y las descriptas por el CHB 62-58 (caracterizado por una dinamica rapida
para dicho proceso, lo cudl en otras palabras implica, independencia del valor promedio de propension dinamica

determinado con respecto al nimero inicial de réplicas considerdas, en los tiempos aqui evaluados).
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Figura 3.25. Propensiones dindmicas para el BHB B6-6!, evaluadas sobre dindmicas en solucidn de la proteina MDM2-apo, Coma funcidn
de: en azul nimero de réplicas, en amarillo promedio en el tiempo sobre 3 réplicas, y en rojo promedios en el tiempo sobre 8 réplicas.
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Figura 3.26. A) PMF para el CHR BE-6I, como funcicn de |a distancia N-0 de dicha interaccidn, obtenido por ASMD. B) PMF para la misma
interaccidn obtenido a partir de la funcidn de correlacisn de a pares para dicho BHBs, determinadas sobre dindmicas no sesgadas. En
este Gltimo caso se muestra, a modo de ejemplo, una configuracian correspondiente al sequndo minimo del perfil de energia libre
manifiesto para la proteina MDM2 en su forma apo. Luego, en ambos casos, en azul se representan |os resultados del complejo MDM2-
pady en rojo la performance de la proteina MDMZ en su forma apo.
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En las Figuras 3.28 y 3.29 se muestran una serie de resultados para el CHB BB-6I. obtenidos a partir de las dinamicas
con solventes mixtos. En la primera de dichas figuras, se muestran las evoluciones temporales para las propensiones
dinamicas de dicha interaccion para las 3 réplicas aqui evaluadas; en la misma figura se correlacionan ademas las
diferencias en |as propiedades de hidratacion local (descriptas a partir de las funciones de distribucian radial para el agua
en el entorno de los atomos protagonistas de este CHBs) con la evolucion temporal de los valores de propensiones.
Puntualmente, se esquematizan dichos resultados sobre |a réplica MDZ, para los dos periodos de tiempo alli denotados con
corchetes (0-50 ns y 50-100 ns). Resulta clara una vez méas la relacian entre propiedades locales de hidratacian y
estabilidad para este BHB (una vez més, entendida en términos de sus propensiones dinamicas). En tanto que, en la Figura
3.29 se considera el ordenamiento del solvente en el entorno de los 4tomos protagonistas de esta interaccion para las
réplicas MDI y MD3. En rojo se representan los 4tomos de carbono del etanol (del metilo mas alejado del hidroxilo). en
amarillo los 4tomos de oxigeno del hidroxilo de dicho cosolvente orgénico, y finalmente en azul el ordenamiento de los
atomos de oxigeno del agua. Luego, en |a Figura 3.27 se muestra ademés |a distribucidn de distancias N-0 del CHB BE-6l
para las tres réplicas en las cuales se utilizd etanol al 20 % como cosolvente. De dicha gréfica podemos ver que |a poblacidn
en el segundo pico ha disminuido notoriamente respecto a la proteina en su forma apo, cuyas dinamicas fueron realizadas
en agua dnicamente. Adicionalmente, si en dicha gréafica no se incluye la réplica MDZ vemos la desaparicion completa del
segundo pico en las distribuciones de distancias N-0 (en dicha réplica la interaccidn se encuentra inicialmente por unos 30
ns no formada, recién a partir de los B0 ns se restituye y finalmente convergen las 3 réplicas a valores similares de

propensidn).
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Figura 3.27. Distribuciones de probabilidad de distancias N-0 para el CHB 66-B1 como funcitn de la distancia entre dichos &tomos
(expresada en R), calculadas para la proteina MOMZ. En azul distribuciones para 8 réplicas de 40 ns para el complejo MDM2-pa3 (PDB:
IYCR); en rojo 8 réplicas de 150 ns cada de ellas para la proteina en su forma apo, para ambas utilizando dnicamente agua como solvente;
luego, en amarillo MDM2 apo utilizando etanal 20% como cosolvente.
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Par |o expuesto previamente, una vez mas podemos correlacionar la modulacion de una interaccidn no covalente con
cambios en las propiedades de hidratacian locales. Mas especificamente y en términos cuantitativos, si consideramos un
valor promedio de las propensiones dindmicas para las 3 réplicas llevadas a cabo utilizando etanal al 20 % como cosolvente
frente al correspondiente valor descripto para las dindmicas utilizando sélo agua como solvente, vemos un incremento en
dicho parametro que va de 0.3 (dinamicas en agua) a [1.7 (aproximadamente para las dindmicas con solventes mixtos); lo

anterior visto en términos relativos implica un aumento superior al 100 % en la tendencia a la formacidn de dicha

interaccidn.
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Figura 3.28. Evoluciones temporales de las propensiones dinamicas para el CHB BB-6l, evaluadas sobre 3 réplicas independientes
llevadas a cabo con etanol al 20 % coma cosolvente. En |a parte superior se muestra la distribucian del agua en el entorno del CHBs
BB-61 (g(r)) para la réplica MDZ en dos periodos de tiempo diferentes indicados con corchetes en la imagen (os colores utilizados son
coincidentes). Luego, en la imagen superior es esquematiza a modo de ejemplo una de las configuraciones halladas para el sistema
perteneciente al periodo de tiempo que va desde [ hasta los 40 ns. En la misma, en el modo de representacian £/ del programa VMD
los aminoécidos BB-Bl, y en /W moléculas de agua en el entorna inmediato a didho CHB.

Finalmente, y a modo de conclusian parcial de los diversos resultados recogidos hasta el momento, destacamos la relacidn
(de proporcionalidad inversa) entre el grado de exposician al solvente, de una determinada interaccidn no covalente, con
su estabilidad (la misma entendida en términos del periodo de tiempo que dicha interaccian esté presente de acuerdo con

criterios geomeétricos). En otras palabras, la modulacian observada sobre diversos BHBs es atribuible a cambios en sus
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propiedades de hidratacian locales. Dichos resultados fueron manifiestos mediante la implementacidn de simulaciones de
dindmica molecular de la proteina MDMZ en su forma apo, utilizando dnicamente agua como solvente, asi como también,
mezclas de agua y diversos solventes organicos. En este punto resulta necesario mencionar que para las demas mezclas
utilizadas, puntualmente isorpopanol (2%) y piridina (1%). los resultados obtenidos fueron similares a los enumerados

anteriormente.
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Figura 3.28. Distribucian del solvente en el entorno del CHB BB-6 (contemplando el 0 del grupo carbonilo de dicha BHB), como funcidn
de la distancia a dicho atomo de la proteina MOM2 (unidades en R); para las replicas MDI y MD3. Azul: agua, Amarillo: oxidrilo del etanal,
Rojo: metilo terminal del etanol (més alejado del oxidrilo).

3.3- Propiedades de unidn de los CHBs:

En el capitulo anterior se realizaron dos observaciones importantes relacionadas con las propiedades de unidn de los
puentes de hidrageno camalednicos. En primer lugar se identifica un claro enriquecimiento de dichos motivos en sitios de
binding; en sequndo lugar se demostrd la restitucian de la estabilidad de dichos BHBs, tanto en complejos proteina-ligando
como asi también proteina-proteina. Ambos hechos nos anticipan |as caracteristicas adhesivas de los puentes de hidrogeno

camalednicos.

De este modo, en la presente seccion estudiaremos las propiedades de unin de los CHBs. en principio mediante
experimentos de ‘alanine scanning’ computacional de los diferentes 'hot spot’ de pag; posteriormente, racionalizaremos la
formacion del complejo MOMZ2-Nutlin 3a y evaluaremos las contribuciones al binding (en términos de propensiones
dingmicas de CHBs) de diversos fragmentos de dicho inhibidor del complejo MDM2-pa3. Finalmente, evaluaremos el alcance

cuantitativa de los estudios de propensiones dindmicas de puentes de hidrageno.

3.3.1- Estudio de ‘Alanine Scanning' computacional de la interface MDM2-pa3:

Experimentos de Alamine Scanning (mutaciones puntuales sobre la forma Wild Type por alanina en pad, y posteriores
determinaciones en el cambio de energia libre de formacian del complejo con MDM2), determinaron a los residuos: PHE-19,

TRP-23 y LEU-26 (I0) como hot spots de pad (principales contribuyentes a la energia libre de formacion del complejo). De
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este modo, llevamos a cabo estudios de Alamine Scamming computacional mediante mutaciones de cada uno de estos
residuos por alanina con el objetivo de cuantificar su impacto en los correspondientes CHBs de MDMZ. En primer lugar
mutamos el residuo PHE {3 en |a forma Wi/ 7ype de pad por alanina y realizamos simulaciones por Dingmica Molecular de
dicho complejo. Dicha mutacicn |a realizamos remplazando la cadena lateral del residuo en cuestion por un grupo metilo
(cadena lateral de la alanina) sobre la configuracion reportada en el PDB para el complejo MDMZ-pad (PDB: IYCR).
Adicionalmente, como |a estructura reportada para pad en el PDB: [YCR es sdlo un pequefio fragmento de la proteina
completa (son especificamente solo 10 aminoacidos, AA) se decidia restringir |a posician de los carbonos alfa con el objetivo
de conservar la estructura de tipo hélice alfa a la que dan origen dichos residuos. Al evaluar el impacto producido por el
remplazo de este residuo en las propensiones dindmicas de los diversos CHBs encontramos que |a dindmica del CHB 62-58
se vio claramente perturbada. Mas precisamente, la tendencia a la ruptura de este BHB aumentd en un 103 % con respecto
a los valores medios presentados para el complejo /il Type (el tiempo que esta interaccion permanecid no formada pasa
de una fraccian menor al 6% a un 12 % aproximadamente cuando la mutacion fue efectuada). De este modo, esta labilizacian
de la interaccion resulta importante sdlo en términos relativos; pero dada la estabilidad reportada para las diversas
interacciones para el complejo MDM2-pa3 (altos valores de propension y muy bajos valores de desviacion estandar), este
impacto es |o suficientemente notorio como para ser considerado. De todos modos, estos resultados pueden ser entendidos
en términos del modo en el cuél se llevaron a cabo dichos experimentos computacionales; ya que en definitiva o que estamos

haciendo es remplazar la cadena lateral de un determinado residun emtro de una configuracion estructural que fue

alcanzada por la forma W/id Type. | as razones en |a eleccidn de este tipo de simulaciones, y no una situacion més fidedigna
de un proceso de Alamine Scamming (experimentos himedos) donde en primer lugar se realiza la mutacian y luego se
someten a asociacidn dichas proteinas, resultan un tanto obvias: el tiempo de computo que seria necesario y la complejidad
del experimento computacional planteado. Ademés, dichos esfuerzos no tendrian sentido ya que no es el objetivo realizar
en este punto una estimacion cuantitativa de la energética asociada con cada hot spot particular, sino que el objetivo en
consideracidn es la elucidacian cualitativa de las diversas interacciones aqui presentadas como CHBs. En este mismo
sentido es importante mencionar que para cada mutacion en estudio se realizaron dinamicas de 40 ns cada una de ellas,
entonces, y por |o visto previamente en los anélisis de convergencia, el muestren aqui contemplado podria adn ser
insuficiente; pero nuevamente, coma el espiritu en este punto no es realizar una determinacian de indole cuantitativa sino
cualitativa no representa esto un problema. En tal caso, si la tendencia es ya observada con esta cantidad de muestreo, al
considerarse mas réplicas o tiempos mayores de simulacian, podriamos eventualmente ver un asentamiento de dicho

efecto. Pero en definitiva, y a los fines cualitativos aqui persequidos, esta cantidad de muestreo resulta suficiente.

Retomando con |os resultados, la mutacian de TRP 23 por alanina conlleva a un incremento en la tendencia disruptiva del
CHB §7-33 del 95 % comparado con la situacian Wil 7ype. Finalmente, la mutacicn de la LEU 26 por alanina promavia una
disminucidn en la tendencia a la formacidn del CHB 99-85 en un 120% en comparacian a la forma del complejo no mutado,
de este modo esta interaccisn pasd a no estar formada aproximadamente el 30 % del tiempo. Estas inferencias nos indican
que la mutacian de estos residuos hidrofabicos por alanina resulta en una labilizacicn de ciertos CHBs de MDMZ por pérdida

justamente de contexto, en este caso puntual proporcionada por residuos de la diana natural pa3. Finalmente, y mas alla de
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|a indole meramente cualitativa de los resultados, es importante destacar que mediante simulaciones de dinédmica molecular
simples y por aplicacion de anélisis de propensiones de puentes de hidrageno fue posible detectar el efecto impartido por
la mutacion de los residuos energéticamente mas relevantes de pad en la unian con MDM2 (dicho efecto contemplado en

términos de la labilizacian ocasionada sobre una serie de BHBs intermoleculares de MDMZ, previamente clasificados como

CHBs).
3.3.2- Estudio de las propiedades de binding con MDM2, del inhibidor Nutlin-3a:

Nutlin-3a es una potente molécula disruptiva del complejo MDMZ2-pa3 (I0.11). Este inhibidor mimetiza la accidn de pagd
colocando motivos hidrofdbicos en los sitios dande la diana natural localiza tres residuos de iguales caracteristicas
quimicas (PHE 19, TRP 23 y LEU 26) identificados como hot spot de pa3 (10.11). En este inciso desarrollaremos los resultados
obtenidos de estudios realizados sobre el proceso de unian de Nutlin-3a a MDMZ; en este sentido, condujimos una serie de
simulaciones de Dindmica Molecular para el complejo formado entre dicho compuesto y MDMZ en una configuracian de su
forma apo. Usamos el PDB: IZIM y ajustamos el nimerao de residuos a la misma regian reportada para MOMZ en diversos
complejos, ya sea con pad, asi como también con diversas moléculas disruptivas. En otras palabras. recortamos los
primeros 24 residuos y los dltimos 10; es importante mencionar que procedimos de este modo justamente para evitar
situaciones en las cuales estos residuos pudieran estar obstruyendo el sitio de union de MDM2 con pa3. En tal sentido,
también es importante decir que posteriormente en los siguientes estudios cuantitativos no se considerard |a 'restitucian’
o cambios inducidos por las diversas maoléculas evaluadas en el CHB 103-99 por estar justamente muy praximo a estas
regiones (podria ser evaluado, pero aqui no serd considerado por los largos tiempos de simulacion requeridos). De este
modo, esta estructura de MDMZ fue minimizada y equilibrada hasta la obtencian de valores de RMSD constantes (alcanzados
en unos all ns). Luego, a partir de una de estas configuraciones de la proteina (ya equilibrada), formamos el complejo
MDM2*-Nutlin-3a (MDMZ* hace referencia a la configuracion de MDMZ2 obtenida como se indica previamente) por
superposicion con la estructura reportada experimentalmente para dicho complejo (PDB: 4HG7). Finalmente evaluamos el
proceso de union de dicha molécula a partir de 4 réplicas independientes de dingmica molecular, de 20 ns cada una. En la
Figura 3.31 se representa la evolucian temporal del complejo MDM2*-Nutlin-3a durante el proceso de binding. A partir de
|las im&genes podemos observar que el sitio de binding de MDMZ va progresivamente evalucionando hacia una conformacidn
mas estructurada en el tiempo a medida que los CHBs de dicha proteina son estabilizados por cambios en el entorno local
provistos por Nutlin-3a. Este efecto es particularmente notorio en la hélice alfa més proxima al extremo N-terminal de
MDMZ; esta es una regitn de elevadas fluctuaciones estructurales en la proteina en su forma apo (recordar Figura 3.2),

luego bajo formacian del complejo se logra la restitucion de dicho maotivo estructural (hélice alfa).

Posteriormente estudiamos la propensian dindmica a la formacian de |os HBs identificados previamente como CHBs, para
el complejo MDMZ*-nutlin-3a. Tal cémo se explica previamente, simulamos el proceso de binding de la molécula en
consideracion partiendo desde la forma no ligada para la proteina. En la Figura 3.31 mostramos la estabilidad de los
diferentes CHBs una vez formado el complejo. De este modo, podemos observar que esta molécula disruptiva del complejo
MDMZ-pa3 tiene la capacidad de estabilizar varios de los CHBs de MDMZ, aunque en algunos casos. como los CHBs 99-35 y

|03-39 la estabilizacian alcanzada, al menos en los tiempos aqui contemplados, es parcial.
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Figura 3.30. Evolucion temporal del complejo MDMZ*- Nutlin 3a.

Ademas, y como una forma adicional de evidenciar |a relevancia de los CHBs en el binding, condujimos un estudio en el cugl
evaluamos el impacto o las contribuciones de diversas porciones de la molécula nutlin-3a en la formacidn del complejo con
MDMZ, en términos de estabilizacion de diversos CHBs. Es decir, eliminamos el anillo | o 2 (tal como se muestra en la Figura
3.32) y realizamos simulaciones de dinamica molecular siguiendo exactamente el mismao protocolo que antes, pero ahora
con el fragmento restante de dicha molécula y evaluamos nuevamente propensiones dingmicas a la formacidn de los CHBs.
Dichos resultados se detallan en la Figura 3.33. Alli podemos ver que los dos anillos de Nutlin-3a presentan diferentes
impactos en la estabilizacian de los CHBs 62-08, 39-3a y 100-86. De este modo, si comparamos los resultados obtenidos
para los fragmentos de Nutlin-3a con el efecto de la molécula entera o el efecto de pa3, podemas visualizar |a potencialidad
de este método en el desarrollo de una nueva herramienta. aplicable por ejemplo en la optimizacian de ligandos (y con la

ventaja no menor de ser ortogonal a las diversas metodologias ya existentes).

"~ nutlin-3a |

RES PROM
54 50 0.95
57 53 0.94
62 58 0.69
99 95 0.66
100 96 0.93
103 99 0.54

Figura 3.31. Propensiones dindmicas para el complejo MDM2*-Nutlin 3a.

Es importante aclarar que la eleccion de los tiempos de simulacion y el nimero de réplicas considerados, surge de un
balance entre confiabilidad de los resultados obtenidos y tiempos de computo invertidos, esta dltima variable cobra mayor
importancia adn si se considera que se pretende aplicar |a técnica para evaluar la performance de una bateria de
compuestos. En relacion a este dltimo punto, en la Figura 3.34 se muestra la evolucidn temporal de propensiones dinamicas
para los CHBs aqui considerados; alli podemos observar que los valores de propensitn convergen a lo largo del tiempo,

excepto para el puente de hidrogeno 103-39, por tal motivo y tal como se detalld previamente, la performance de esta

103



interaccion no serd considerada de manera cuantitativa (nuevamente, y tal como se expresd previamente, podria ser
considerada sdlo si se evaluaran tiempos mayores). Ademés vale la aclaracian de que el comportamiento descripto en la
Figura 3.33 sdlo se observd para las moléculas de mayores afinidades, en cambio y como ya veremos detalladamente a
continuacian, para compuestos de afinidades moderadas las fluctuaciones en las propensiones de los diversos CHEs
evaluados perduraron en general durante todo el periodo de tiempo aqui considerado (ver Figura 3.37). Adn asi, y en lo
que a las evaluaciones cuantitativas de esta metodologia respecta, lo dicho previamente no necesariamente es un
inconveniente ya que sila performance de un determinado compuesto es sub-aptima la situacian antes descripta es incluso

esperable.

Figura 3.32. Estructura quimica del inhibidor Nutlin-3a. Se destaca alli los diversos fragmentos que fueron suprimidos, los resultados
para cada una de estas dos situaciones se representan en la figura 3.33.

LEU MET 54 50 0.904 0.953
LEU VAL 57 53 0.939 0.922
MET GLY 62 58 0.510 0.672
ILE GLU 99 95 0.771 0.173
TYR HIE 100 96 0.605 0.584
ILE ILE 103 99 0.510 0.435

Figura 3.33. Propensiones dindmicas para los complejos formados entre MOM2* y dos fragmentos de Nutlin-3a.

3.3.3- Estudio de binding de moléculas de diferentes afinidades:

Finalmente, y con el objetivo de explorar caracteristicas cuantitativas de los anélisis de propensiones de puentes de
hidrdgeno, estudiamos |a unidn a MDMZ de una serie de pequefias moléculas, de afinidad y caracteristicas quimicas diversas.
Posteriormente comparamos estas medidas con métodos tradicionales, como calculos de energia libre de binding. El set de
molécula que estudiamos fueron: compuesto 14-b (12), Nutlin-3a (10). compuesto- la (13) y finalmente el compuesto Ding-a

(14); en la Figura 3.33 se representan las estructuras quimicas de dichos ligandos. En todos los casos el estudio de binding
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se realizd exactamente del mismo modo camo fue descripto previamente para Nutlin-3a. En el caso del compuesto Ding 1-a
(y debido a que no existen datos experimentales para dicho compuesto). la configuracian de partida para las posteriores
dinémicas de produccian fue obtenida mediante la utilizacidn del programa de docking Autodock 4.0 y la validacian del

algoritmo de busqueda (y el protocolo puntual aqui utilizado) se lleva a cabo con el compuesto [-a.

Consideramos en todos los casos la performance promedio de los diferentes compuestos con respecto a los diferentes
CHBs evaluados; es decir que obtuvimos valores promedio sobre las propensiones dindmicas de las interacciones
consideradas (o de manera equivalente se podrian informar distancias de matriz), y llamamos a este valor como Propensidn
Media, PM (o en el caso de distancias |o llamamos DMM, distancias de matriz media). En este punto vale la pena aclarar que
quizés resulta mas apropiado describir |a performance de un set de ligandos en términos de PM y no DMM, ya que en muchas
ocasiones podemos no contar con una estructura cristalografica de referencia, mas adn si se trata de evaluaciones

predictivas de compuestos adn no ensayados experimentalmente en dicho contexto.

1
0.8
S
IS 0.7
~O
£ 0.6
(]
:S 0.5
2 04 --100-96
o --99-95
o
s 03 62-58
0.2 103-99
—-57-53
0.1 5450
0
0 5 10 15 20
Tiempo (ns)

Figura 3.34. Evolucion temporal de las propensiones dinamicas de los BHBs: b4-a0, a7-a3, 103-39, 62-08, 89-9a, y 100-36,
discriminando su comportamiento de manera individual, para una réplica aleatoria del complejo MDMZ*-Nutlin 3a.

Adicionalmente, comparamos la performance en términos cuantitativos de la metodologia propuesta frente a la alcanzada
por célculos de energia libre de formacion de los diversos complejos en consideracian: dichos célculos fueron realizados
mediante los métodos MM-GBSA y MM-PBSA, evaluados en todos los casos sobre 1000 configuraciones igualmente
espaciadas a |o largo de dindmicas de 20 ns, y coma un promedio de 4 réplicas; los resultados se detallan por compuesto y

réplicas de |os respectivos complejos en la Figura 3.38.

En |a Figura 3.36 se presentan la relacian existente entre los valores de PM (propensian media) y el logaritmo de los
valores de /s experimentales para dichos compuestos. De alli se desprende que en principio las propensiones dinamicas
de puentes de hidrdgeno nos permitirian distinguir entre compuestos de diferentes afinidades. De todos modos, es

importante resaltar que més alla de que el objetivo central aqui fue indagar justamente en las caracteristicas cuantitativas
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de esta metodologia, aun asi resulta evidente |a necesidad de ampliar el ndmero de compuestos a evaluar para poder

determinar la robustez de la metodologia aqui propuesta.
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Figura 3.33. Estructuras quimicas del set de compuestos evaluados.

Par otra parte, en la Figura 3.37 se representan para cada uno de los diversos compuestos estudiados, las evoluciones
temporales de los valores de PM, discriminando ademés |a performance para cada una de las réplicas consideradas para
|os diversos complejos aqui considerados. Alli ppdemos observar tal como se menciond previamente y sobre todo para los
compuestos de actividades méas moderadas, que no hay convergencia entre |as diferentes réplicas evaluadas; tal como se
indicd esta puede ser una situacian esperable para compuestos con una performance sub-dptima, descripta en términos
de su capacidad para restituir |os diversos CHBs determinados para la proteina blanco. De todos modos. segin los
resultados aqui mostrados, el muestren realizado resultaria en principio suficiente (fue posible discriminar los diversos
compuestos en términos de PM. de manera coherente con los datos experimentales de afinidad para los mismos). De todos
modos, como ya mencionado, en un futuro sera necesario evaluar de una manera mucho més sistematica el impacto segin
tiempos de simulacian y ndmero de réplicas considerados, sobre un set de validacion que contemple una mayor cantidad

de compuestos.

Por otra parte, si observamos los valores obtenidos de los calculos de energia libre de formacian de los complejos aqui
considerados (Figura 3.38), vemas que sdlo nos permitirian discriminar el compuesto menas activo, es decir Ding-la, de
|los demas; adicionalmente si comparamos los resultados obtenidos por los estudios de propensiones dinamicas de puentes
de hidrageno con los célculos de energia libre de formacian de los diversos complejos, resulta evidente |a obtencidn de una
mejor performance para la primera metodologia. En este sentido entonces, y més alla de las consideraciones mencionadas
previamente, podemos vislumbrar de manera auspiciosa la implementacitn de los estudios de propensiones de puentes de

hidrdgeno como metodologia cuantitativa.
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54 50 0.93 0.95 0.96 0.93
57 53 0.91 0.94 0.92 0.93
62 58 0.68 0.69 0.67 0.63
99 95 0.88 0.66 0.56 0.51
100 96 0.85 0.93 0.91 0.76
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Figura 3.36. En el gréfico de representa la correlacian entre los valores de propensiones dinémicas promedio para los CHBs de MOM2
(PM) y el logaritma de los valores de /fszpara el set de compuestos aqui evaluaduos. En |a tabla se representan los valores desglosados
de PM. es decir, se muestran propensiones dindmicas para cada una de |as interacciones consideradas.
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Figura 3.37. Evoluciones temporales de los valores medios de propensidn dindmica sobre los CHBs de MOMZ. Resultados para los

complejos: A) MDMZ*- Ding la. B) MDM2*- compuesto la, C) MOM2*- compuesta 14b, y D) MDM2*- Nutlin 3a.
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Compuesto 14b Nutlin-3a

GBSA DESV. PBSA  DESV. | GBSA DESV. PBSA  DESV.
MD3 -28.0 4.2 -25.4 3.5 -33.0 3.3 -29.6 3.3
MD2 -29.2 2.8 -24.1 3.1 -36.4 2.9 -32.7 3.3
MD1 -28.2 3.0 -23.8 3.3 -36.9 3.2 -31.5 3.6
MDO -24.3 3.1 -22.5 3.5 -34.6 4.0 -29.0 3.9
PROMEDIO -27.4 2.2 240 12 352 1.8 -30.7 1.7

Compuesto 1a Compuesto Ding 1a
GBSA DESV. PBSA  DESV. | GBSA DESV. PBSA  DESV.
MD3 -35.3 3.8 -31.9 3.9 215 4.7 -19.1 4.7
MD2 -35.1 5.8 -32.0 5.4 -19.9 2.7 -15.4 3.7
MD1 -36.2 3.8 -33.0 3.9 -20.5 3.4 -15.8 3.5
MDO -33.7 3.8 -30.3 3.6 -20.2 3.3 -14.7 2.8
PROMEDIO -35.1 1.1 318 | 1.1 205 0.7 -16.2 1.9

Figura 3.38. Valores de energfa libre para la formacian de los complejos MDM2*-Compuesto 14b, MDM2*-Nutlin-3a, MDM2*- compuesto-
la, MDMZ*- compuesto Ding-la.

3.4 Otras consideraciones

Adicionalmente, como parte del trabajo realizado en la estancia de investigacian llevada a cabo en la Universidad de
Barcelona en el grupo dirigido por Xavier Barril, y en un intento de algin modo por cuantificar y racionalizar la adhesividad
de los CHBs, se llevaron a cabo una serie de experimentos computacionales (simulaciones de Dinamica Molecular), utilizando
cosolventes organicos. en un par de condiciones diferentes: las cuales involucraron la utilizacion o no, de restricciones de

posicidn, sobre un set de atomos especificos.

De este modo, y con el objetivo dual antes manifiesto, fue planteada la siguiente hipdtesis de partida (esquematizada en el

ciclo termodindmico a continuacian):

Hipatesis: ‘Cambios en el entorno local de ciertos
BHBs (promovidos por la  asociacian con un
fleHB
determinado ligando) y la consecuente estabilizacian ?
. . . LI B o N (’-\
de dicha interacciones, promueven una "rigidizacicn

del receptar (Ej: MDMZ); donde el costo entréapico del Lsonent 2 gotent

proceso global (menor libertad conformacional del ém
sistema) Se compensa con un incremento en la % 2
("\ f|x+( ) %

energia libre de formacion de dicho complejo,

! -D
fix +. f ix BHB (solvent) (solvent)

comparando ambos tipos de conformaciones para la

macromolécula (receptor) en consideracion (DB'sx+.. <0)'.

De esta manera, se procedia a estimar cada uno de los términos alli planteados del siguiente modo:
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DG!: estimaciones de |a energia libre de interaccian de un determinado cosolvente orgénico (piridina) con la macromolécula,

en este caso, MDMZ en su forma apo.

DG2: estimaciones de la energia libre de interaccion de un determinado cosolvente orgénico (piridina) con la
macromolécula, en este caso, MDMZ en su forma apo, pero empleando restricciones de posicidn, de modo tal, de forzar a
un conjunto de BHBs a permanecer formados. Para tal fin, se aplicaron restricciones de posician Gnicamente sobre los

gtomos directamente involucrados en dichas interacciones, esto es: N (del grupo amida) y 0 (del grupo carbonilo).

DG fix ses: estimacicn del costo energético de restringir la libertad conformacional de la proteina, contemplando |a serie de
BHBs que fueron fijados. Con tal propésito, se estimé la funcién de particion de dicho sistema como: Z= 3 e P, sobre los
perfiles de energia libre del proceso de ruptura de dichas interacciones previamente determinados, tanto para |a proteina
MDMZ en su forma apo, como asi también formandao el complejo con pad. La diferencia de energia libre para cada BHBs

fijado fue luego calculada luego como: DGsxere= (-kb.T.In. Z (MDM2-pa3) )- (-kb.T.In. Z (MDMZapo). Siendo T la temperatura,

y Kb la constante de Bolztman.

3.4.1- Primeras observaciones cualitativas:

En principio se restringieron las posiciones sobre un total de 10 BHBs a lo largo de la proteina MDM2 apo (los mismas se
listan en la imagen a continuacidn, Figura 3.39), y se realizaron bajo estas condiciones simulaciones de dindmica molecular
utilizando piridina al 1% como mezcla de solventes. Luego, se estima |a energia libre de dicho solvente interaccionando con
|a proteina a partir de un ensamble de 300.000 configuraciones (3 réplicas de 100 ns cada una de ellas), y dichos resultados
fueron contrastados con respecto a simulaciones equivalentes para MDMZ2 apo, pero sin haber aplicado ningin tipo de
restricciones de posicion. Estos resultados se reflejan cualitativamente en la Figura 3.39. De este modo. resulta nitido el
incremento sustancial de la energia libre de interaccidn del solvente orgénico cuando dnicamente una serie de BHBs fue

sujeto a permanecer formado.

A partir de estos primeros promisorios resultados, se procedid a identificar un set minimo de BHBs a ser fijados, y
pertenecientes Gnicamente al sitio de binding. El objetivo es identificar de este modo las principales interacciones
responsables de los resultados previos. Para esto, se estudid el comportamiento de toda la serie de BHBs antes
considerados, y se exploraron las relaciones existentes en su comportamiento (esto es, si sus tendencias a la farmacidn o
ruptura, estan correlacionadas, anti correlacionadas o no correlacionadas). Una vez mas, el anélisis propuesto fue
concebido con la intencion principal de eliminar BHBs cuyo comportamiento podria estar influenciado por cambios en la

prescripcion de interacciones aledafias.

Para esto se utilizaron ensambles de configuraciones de la proteina MOMZ en su forma apo, y se construyd una matriz de
correlacidn, vinculando a todos los BHBs antes mencionados: en las mismas, un valor de | implica un compartamiento
completamente correlacionado, luego un valor de -1 nos habla de la condicidn contraria, es decir, se trata de interacciones
completamente anti correlacionadas entre si, y finalmente, un valor de [ implica que no existen relaciones entre sus

comportamientos. Para la construccian de dicha matriz simplemente se considerd el estado de cada interaccian (respecto
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a las demés) configuracion a configuracion, en un ensamble de 300.000 imagenes diferentes del sistema. Finalmente, a

partir de la informacian colectada de este modo, se construyd el dendograma expuesto en la Figura 3.40.

BHBs Fix:

10399 0661
102-98 0258
10096  °1-57
99.05 5753
cosg 5450

Figura 3.39. A) En gris. proteina MDM2 en su forma apo, en el modo de representacicn del programa YMD 7zew cartaon. en rojo. y en el
modo de representacidn /sosurface, regiones en las cudles el solvente oganico, piridina, esta interaccionando con la proteina con una
energia menor a -2.8 Kcal/mol. B) Manteniendo exactamente las mismas consideraciones que en el caso A, se representa la proteina
MDMZ apo. para la cuél se restringid la posicion de los BHBs listados en la tabla C. C) BHBs restringidos durante las dinamicas de la
proteina MDMZ2 apo. Las restricciones de posician de aplicaron anicamente sobre los atomos de N (del grupo amida) y O del carbaonilo.
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Figura 3.40. Dendograma para los BHBs de MDM2 fijados en las dinamicas con piriding al 1%. La numeracian alli indicada es la asignada
por el programa de simulacian AMBER, luego, la equivalencia con |a secuencia aminoacidica de la protéina, es el nimero alli indicado
més 24 (esto debido a que |os primeros 24 residuos no estéan resueltos experimentalmente). La linea superior azul indica el nivel de
corte considerado al momento de considerar las diferentes familias de interacciones. En azul se destaca el minimo set de BHBs fijado
en los estudios cuantitativos comentados a continuacian,

Finalmente, se definid un minimo set de interacciones a fijar a partir de las familias definidas en el dendograma (Figura
3.40). Otorgando especial interés a aguellos BHBs pertenecientes al sitio de binding, cuyo comportamiento difiera entre

|a forma apo de la proteina y el complejo formado con pad (en definitiva, aquellos interacciones que dan origen a las mayores
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fluctuaciones estructurales en la proteina en su estado no ligado), y adicionalmente, por inspeccicn visual de los mismos
(esto es, considerando de manera especial aquellos BHBs candidatos que se encuentran en el entorno de los Aot spot de
pad . ver Figura 3.4, a modo de ejemplo). se seleccionaron los BHBs: 103-99. 100-36, 93-95, 66-6! y 62-58 (todas estas
interacciones son coincidentes con los BHBs de MDMZ previamente determinados como CHBS, segiin alguno de |os criterios

antes mencionados).

MDM2-p53

Figura 3.41. Ambas imagenes ilustran la misma confiquracion para el complejp MDM2-pa3 (correspondiente a la estructura
experimetnal PDB: IYCR). Se muestra a modo de ejemplo una de las interacciones, CHB 100-36, ubicada en la familia mas numerosa del
dendograma, y seleccionada para ser restringida a permancer formada en |os estudios cuantitativos posteriores. En ambas imagenes,
en negro se representan |os residuos LEU 26 y PRO 27 de pa3 (ambos en el entorno inmedito de dicha interaccian). Luego, el cadigo de
colores utilizados para |os residuos 100-36 de MDM2 son: azul para nitrdgeno, rojo para tomos de oxigeno, y cyan para los atomos de
carbono.

3.4.2- Resultados cuantitativos:

Una vez definido el conjunto de BHBs a fijar, se procedio a realizar las estimaciones energéticas de los diferentes
componentes del ciclo termodindmico antes propuesto. Aunque, antes de comentar dichos resultados, resulta preciso
desviar momentaneamente la atencian hacia la serie de imagenes reflejadas en la Figura 3.42. Dichas imagenes dan cuenta
de las diferencias conformacionales existentes en MDM2, cuando se encuentra unida a pad respecto a su forma no ligada
(esto no resulta novedoso, ya lo habiamos observado previamente); pero lo més destacable en este punto es la infima
diferencia en los valores de RMSD para los dtomos constituyentes de todo el backbone de dicha proteina, cuando se compara
dicha macromolécula luego de haber sido simulada restringiendo las posiciones del set de BHBs antes mencionados en
piridina al 1%, respecto a la forma complejada con pa3 (el valor especificamente es de tan solo 0.7, el cual es muy inferior
alos 3.4 R, que separan a dicha proteina en su forma apo -sin aplicar restricciones conformacionales puntuales- de su

estructura en el complejo).

Luego, y con el objetivo de estimar DG y DG2, fueron definidos los diferentes siios de solvente (esto es, sitios de
interaccian o /ot spot del solvente orgénico, piriding, interactuando con la macromolécula) considerando un valor de corte
de -2.3 Kcal/mol. En la Figura 3.43 se recogen los valores de las mayores energias de interaccian de la piridina con MDM2
(en valor absoluto), halladas dentro de cada uno de los diferentes sitios de solvente previamente determinados. Por otra

parte. en la Figura 3.44 se incluyen las estimaciones energéticas correspondientes al término previamente definido como



DG fix Bhes, discriminado dichos resultados por cada interaccion. Dichas estimaciones fueron realizadas sobre el primer

minimo en los correspondientes perfiles de energia libre de las interacciones consideradas, esto es hasta los 4.5 £.

5 BHBs Fix:

I03-93  BB-Bl RMSD C.N,D:
00-96 B2-58 07k
99-95 ‘

Dinamica PYR 1%,
Restraints sobre 5
BHBs

RMSD C.N.0:
354

Dinamica PYR
1%, SIN

Restraints

Dinémica
Agua, SIN
Restraints

Figura 3.42. Representaciones secuenciales de una una serie de experimentos computacionales (simulaciones de dindmica molecular)
realizados sobre MDMZ apo: en la parte superior, se muestran una serie de imégenes correspondientes a simulaciones realizadas
utilizando piridina al 1% como cosolvente orgénico. y restringiendo la posicion de 5 BHBs (indicados en la imagen). En el medio,
condiciones de simulaciones equivalentes a las anteriores, pero sin aplicacion de retricciones. En la parte inferior, configuraciones
adoptadas por MDM2 en simulaciones realizadas dnicamente emplenado agua como solvente. A la derecha se ilustra la estructura del

complejo MDMZ2-pa3, hallada experimentalmente (PDB: [YCR).

Volumen Energia (Kcal/mol) Volumen Energia (Kcal/mal)
g7 -3.34 4.5 -2.hl
164.88 -3.8 a0 -2.4l
64.62 287 32.a -2.44
29.12 -287 2125 -2.47
20 -262 12.88 -2.38

2875 -2 3.2a -2.3
18.88 -2.43

12.38 -1.47

6.62 -2.38

SUMA -20.26 SUMA -14.67

Figura 3.43. Caracterizacion de los diferentes sitios de solvente hallados en los dos casos de estudio: columna de la izquierda,
caracterizacion ‘Aot spof para las dindmicas de MDMZ2 apo. restringiendo las posiciones de 5 BHBs. Derecha (DG2), resultados
equivalentes a |os anteriores, para la proteina MDM2 apo completamente libre (DGI).
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BHBs DG fix (Kcal/mol)
BB-B1 0.0a
62-38 0.32
83-85 478
100-96 0.02
103-83 0.77

SUMA 0.92

Figura 3.44 Estimaciones enérgeticas de DBfix, discriminadas por cada interaccian restringida.

Finalmente, obtenemos que el cambio de energfa libre de formacion del complejo, DB #ixgxes + (... entre ambas condiciones
aqui exploradas, resulta en unas -a Kcal/mol. De este modo, |a pérdida de libertad conformacional global, observada como
una 'rigidizacian’ del sistema, efectivamente estaria compensada por una ganancia (nada despreciable) de energia libre de
formacian del complejo en consideracian, cuando se compara la generacian del mismo, a partir de un ensamble de
estructuras altamente fluctuantes versus conformaciones mas rigidas. Adicionalmente, vale la pena enfatizar el hecho de
H H . ] . I, . . .
que |a transicion entre un tipo de conformaciones y otra, en este caso, fue ‘promavida’ dnicamente mediante restricciones
en BHBs especificos, los cuales habian sido previamente caracterizados como CHBs (al menos. segin alguno de los criterios

antes explorados).

3.9- Conclusiones del capitulo

A lo largo de este capitulo indagamos detalladamente en el comportamiento diferencial de interacciones no covalentes,
especificamente BHBs, segin cambios en las propiedades de hidratacion de su entorno local; de este modo, establecimos
relaciones directas entre el grado de exposician al solvente de un determinado BHB y su estabilidad, medida en términos
de su propensian dindmica (dimos cuenta de |o anterior mediante estudios de BHBs de la proteina MDM2 tanto en su forma
apo como holo, asi como también mediante |a utilizacian de dinémicas con solventes mixtos, dande la modulacian de dichas

interacciones no covalentes es inducida por la presencia de un co-solvente de naturaleza orgénica).

Posteriormente, y con el objetivo de caracterizar cualitativamente las propiedades de unidn de diversos BHBs aqui
clasificados como CHBSs, se condujeron una serie de experimentos como A/amine Scaning computacional de los residuos
determinados experimentalmente como hot spot en pad y racionalizacion de la formacidn del complejo MDM2-Nutlin-3a, asi
como también, racionalizacion de las contribuciones de diversos fragmentos de dicho compuesto en el binding. En todos los
casos fue posible dar cuenta de sus propiedades de unian en términos de propensiones dingmicas de puentes de hidrdgeno.
Luego, indagamas en |a utilizacidn de esta metodologia en la clasificacion cuantitativa de una serie de conocidos inhibidores

del complejo MDM2-pa3, resultando evidente la potencialidad de la misma en tal sentido.
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Adicionalemte, y a partir de los estudios expuestos en el inciso 3.4, indagamos en la existencia de un posible mecanismo
retroalimentativo para procesos de complejacian, el cual encontraria su origen en el comportamiento diferencial de ciertos
BHBs, esto es: debido a cambios en las propiedades de hidratacion local de los mismas, se induce/favorece su formacian,
y de manera simultanea, la pérdida entropica asociada con la rigidizacian global del sistema, promovida de este modo, es
compensada por una optimizacion de las interacciones directas que tienen lugar entre el ligando en consideracian y la

proteina, en este caso, MOMZ.
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CAPITULD 4

Hacer predicciones es muy complicads,
especialmente si son sobre el futuro.

Niels Bahr.

4 |- Descripcidn general y objetivos de estudio del capitulo:

Sin lugar a dudas, el desarrollo de metodologias tedricas que permitan predecir adecuadamente la actividad inhibitoria de
potenciales inhibidores antes de que dichos compuestos sean sintetizados, es de gran relevancia en el desarrollo de
farmacos. En tal sentido, en el capitulo anterior se mostré el potencial uso en términos cuantitativos de los estudio de
propensiones dindmicas de puentes de hidrageno. En este capitulo aplicaremos dicha metodologia, desarrollada a o largo
de esta Tesis, en la evaluacion tedrica de una serie de compuestos sintéticamente factibles como inhibidores del complejo
MDMZ-pa3. Asimismo, se aplicarén conjuntamente otras técnicas computacionales bien establecidas como simulaciones de
Docking Molecular v célculos de energia libre. Mas especificamente, todas las geometrias iniciales de los diversos
compuestos a evaluar seran obtenidas por medio de simulaciones de JzckingMolecular, ademas consideraremos como un
primer filtro la funcin de puntuacion de dichas simulaciones; y posteriormente aplicaremos métodos computacionalmente
mas demandantes como |o son célculos de energia libre a partir de configuraciones obtenidas de simulaciones de dinamica
molecular para los diversos complejos (MM-GBSA y MM-PBSA), asi como también estudios de propensiones dinamicas de
puentes de hidrdgeno. Finalmente, resulta importante aclarar que obviamente consideramos imprescindible la
contrastacion experimental posterior de las predicciones computacionales aqui realizadas, pero dicho horizonte
(considerablemente mas ambicioso) excede a los objetivos originariamente planteados en esta Tesis y, sobre todo, a las

posibilidades materiales y temporales.

4.2- Estudios de Docking y Dindmica molecular

El programa Autodock4 (1) fue empleado en las simulaciones de Jacking Molecular. En todos los casos se utilizd una
conformacian fija para el receptor, en tanto que se exploraron diversas conformaciones para el ligando (ZJocking
semiflexible). A los residuos de la proteina se |e asignaron cargas pertenecientes al campo de fuerza ff39 (2). Las

coordenadas iniciales de la proteina MDMZ2 fueron tomadas de |a estructura de rayos X (PDB: IYCR), removiendo todas las
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moléculas de agua y el ligando. La grilla empleada en las simulaciones fue construida empleado Autobrid Esta fue centrada
en el sitio de binding de MDMZ a pa3 pero con dimensiones tales que incluyan toda la proteina (100 x 100 x 100 puntos con
un espaciado entre ellos de 0,375 R). La eleccitn de estas condiciones para el protocolo de docking (docking ciego) se toma
considerando la posibilidad de descartar todos aquellos compuestos que no interaccionaran preferencialmente con el sitio
de binding de MDMZ a pad. Adicionalmente, como los compuestos que muestren los mejores resultados (en términos de
funcion de puntuacin y unian preferencial en el sitio de binding de MDOMZ con pa3) serén evaluados en simulaciones de
Dinamica Molecular, la eleccion de llevar a cabo un protocolo de Jzcking ciego consideramos no serd un problema en la
obtencidn de una geometria adecuada para los diversos complejos en consideracicn. El nimero maximo de evaluaciones de
energia fue de | x 107y el namero méximo de generaciones de 5x 10° sobre una poblacion de 150 individuos. Para cada

compuesto, 200 geometrias fueran generadas y se las agrupd con un valor umbral de RMSD de 1.0 &.

La construccion de cada ligando evaluado en las simulaciones, tanto de Jocking como de Dindmica molecular, se realizd

con el madulo del programa antechamber, usando el campo de fuerza GAFF (Gzneral AMBER Force Field) (2, 3, 4).

Finalmente, y tal como se menciond en el capitulo anterior, la validacion del algoritmo de bisqueda se realizo con el
compuesto-la (PDB: 3JZK) (5). segiin la nomenclatura utilizada previamente. En este sentido se logrd reproducir el modo de
unién de dicha compuesta con un valor de RMSD en torno a | & entre |a estructura experimental y la obtenida mediante el

protocolo de docking aqui aplicado. En |a Figura 4.1 se puede ver una superposicidn de dichas estructuras.

Figura 4.1. Superposician del compuesto la en su estructura determinada experimentalmente por difraccion de rayos X (color cyan,
representacion Z/P); y la estructura predicha por el protocolo de docking aqui aplicado (cyan, representacin ' fods ).

Por otra parte, en la Figura 4.2 se muestran los resultados de la funcion de puntuacian del protocolo de docking aqui
implementado para el set de inhibidores de MDM? estudiados en el capitulo anterior. A partir de dichos resultados podemaos

VEr que en principio esta técnica nos permitiria discernir compuestos muy activos de aquellos de actividad moderada.
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Inhibidor IC-50 (uM) Puntuacion Autodock
Compuesto 14 b 9 -9
Nutlin 3a 90 -9
Compuesto 1a 1230 -8
Ding 1a 8400 -7

Figura 4.2. Valores de puntuacidn del protocolo de docking aplicado. En todos los casos dicho valor corresponde a la pose de menaor
Energia.

Ademas, es importante aclarar en este punto que no es el objetivo de este trabajo realizar un Szreening Virtua/en la
bisqueda de nuevos "“scaffolds’. sino mas bien proponer modificaciones sencillas  de compuestos con actividad
ampliamente reportada en este contexto, como lo seran derivados de Chalconas (B. 7, 8. 12), o bien se evaluaran familias
de compuestos novedosos en esta aplicacion especifica, pero ain asi, con un alto grado de similitud estructural con
inhibidores reportados. Este dltimo es el caso de los diversos derivados de quinolonas, isoquinoleinas y cromonas aqui
propuestos (I, 14). De este modo, los diversaos ligandos propuestos y evaluados computacionalmente fueron concebidos en
primer lugar teniendo en cuenta su capacidad de mimetizar a los 3 residuos establecidos como /st spotde pag (3). y luego,
pero no menos importante, considerando su factibilidad sintética. Por otra parte. y en o que respecta a los tipos de
compuestos puntuales que se decidid explorar, se valord la experiencia del grupo de sintesis organica dirigido por Dario
Gerbino, enla obtencidn de sistemas heterociclicos (19, 16). Adicionalmente, seré evidente la incorporacicn preferencial de
ciertos sustituyentes, como prenilos; dicha eleccidn responde a la documentada relevancia de este tipo de motivos
estructurales tanto en este contexto biolagico especificamente (12), como asi también en muchos otros (17, 18) y ademas.

debido a su amplia distribucian en diversas familias de compuestos binactivos de origen natural (18, 19, 20).

4.2.1- Resultados de las simulaciones de JockingMolecular:

En las Figuras 4.3 y 4.4 se despliegan las estructuras de los diversos compuestos evaluados, asi como también valores
de puntuacidn de los célculos de Jocking Molecular para cada compuesto; dichos resultados se presentan discriminados
por familias. En base a los mismos fue posible descartar la familia de las isoquinoleinas y/o cromonas (Aspergilitina
puntualmente puede ser considerada como representante de ambos grupos) ya que las funciones de puntuacicn para los
compuestos agrupados dentro de esta clasificacion estructural fueron mayores que -7 (menores en valor absoluto), y
principalmente porque estos ligandos mostraron la capacidad de interaccionar de manera preferencial con MDMZ en
regiones fuera del sitio de binding con pa3 (puntualmente las isoquinoleinas, a excepcidn dnicamente de Aspergilitina). Una
aclaracidn pertinente acerca de las isoquinoleinas aqui estudiadas es que dichos compuestos ya habian sido sintetizados
por el grupo dirigido por el profesor Teodoro Kaufman tal como fueron evaluados; es importante esta aclaracion porque
serd evidente para el lector las discrepancias estructurales de tales exponentes con respecto a los demas ligandos aqui
considerados (por ejemplo, ausencia de grupos prenilos u otros sustituyentes de naturaleza hidrafobica sobre dichos
scaffolds). De todos modos, esto no le quita interés a su estudio, ya que fueron justamente estas evaluaciones las que
sefialaron el potencial uso de novedosos Szaffo/d como cromonas, en este contexta (puntualmente Aspergilitina mostra |a

capacidad de unirse principalmente en el sitio estudiado). Méas adn, fue en parte en base a estos resultados que se
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propusieron sutiles modificaciones posteriores, que permitieron arribar a compuestos con un esqueleto base muy similar

a los anteriores, pero con posibilidades de funcionalizacion mas apropiadas para la propuesta aqui perseguida (quinolonas).

De este modo, los resultados desplegados en la Figura 4.3 muestran lo antes dicho. Unicamente Aspergilitina, mostra la
capacidad de interaccionar con MDM2 preferencialmente en el sitio de binding con pad; aun asi resulta evidente la
incapacidad de este compuesto para mimetizar simultaneamente los 3 hot spot de pad (ver imagen incluida en la Figura
4 3). Por tal mativo, y considerando funcionalizaciones adecuadas de precursores en la sintesis de este compuesto es que
se plantean los derivados de cromonas posteriores. Obviamente también podrian plantearse diversas funcionalizaciones
sobre Aspergiliting; en tal sentido la decisian de explorar en principio diversas cromanas se basa tnicamente en la mayor
facilidad practica en |a obtencian de este tipo de Szaffo/d De dichos compuestos, 04 mostra la mejor performance en

cuanto a los valores de score asi como también en su capacidad para mimetizar los 3 hot spot de pag.

A continuacidn y considerando la posibilidad de una funcionalizacion adicional en el sistema heterociclico previamente
explorado (cromonas) es que se propusieron diversas quinolonas. En la Figura 4.4 se recogen los resultados para

compuestos derivados de chalconas y quinolonas.

Una consideracian oportuna es que Ios compuestos aqui denominados como CH-Z, CH-3, y CH-4 fueron evaluados
previamente en ensayas in vitro (7). Los estudios de Jocking de dichos compuestos aqui realizados reflejaron la incapacidad
de los mismos en mimetizar simultaneamente los 3 hot spot de pad. Posteriormente |os compuestos pertenecientes a esta
tamilia, y propuestos a continuacian (CH-a, CH-6 y CHY), fueron pensados de modo tal de suplir dichas ‘deficiencias’ (Figura
4.3). Ademés, seria posible acceder a estas moléculas en solo tres pasos de sintesis y partiendo de sustratos asequibles
comercialmente (Inciso 4.3, Figura 4.10). Ambos grupos mostraron una mejor performance respecto a los ligandos
descriptos previamente (isoquinoleinas y cromonas): la mayoria de los mismos mostraron la capacidad de mimetizar a los

3 hot spot de pad asi como también mayores valores de score (en valor absoluta).

Adicionalemente, varios de los compuestos pertenecientes a la familia de las quinolonas mostraron valores incluso
comparables al inhibidor Nutlin-3a. Una vez més, dichos compuestos fueron propuestos considerando simultaneamente su
capacidad para mimetizar |os hot spot de pad, asi como también su factibilidad sintética. En este dltimo sentido, en el inciso
4.3, Figura 4.9 se presenta una ruta sintética que permitiria abordar a dichas moléculas, con la ventaja adicional de que |a

mayor parte de esta secuencia sintética ya esta reportada (10).

Posteriormente, fueron estudiados en simulaciones de Dinamica Molecular convencionales diversos complejos de estos
tltimos compuestos con MDM2 (chalconas y quinolonas), con el objetivo de alcanzar una mejor comprensidn del modo de
union de los mismas, asi como también abordar a cuantificaciones energéticas més precisas para los procesos de
formacidn de los complejos en consideracian (discriminando adicionalmente las contribuciones por residuos); persiguiendo
tal fin, se aplicaron los métodos MM-GBSA y MM-PBSA. En este sentido, vale la pena mencionar que el modelo de Poisson-
Boltzman (PB) es tedricamente més riguroso que el de método generalizado de Born (GR). y por ende el primero es
considerado superior para el célculo de energias. Sin embargo, en nuestro sistema los valores obtenidos con ambos

métodos se ajustan de un modo similar a los resultados experimentales (capitulo 3, Figura 3.38). Tal como se vio en el
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capitulo 3, para este sistema dichos métodos nos permitirian distinguir adecuadamente entre compuestos de actividad

moderada con respecto a inhibidores mas potentes.

Finalmente, también se evalud la performance de los mejores candidatos en estudios de propensiones dindmicas de puentes

de hidrageno siguiendo el mismo protocolo descripto en el capitulo 3 para el set de moléculas de validacicn.

N
| N 0 O
~0 ;
o~ OH O
/O
Aspergilitina 2-metiltriciclisina Aptamina MY-336a
¢ |
0 HO | | -
)\/\ ™
o) o) o 0 ~0 o) ~o o)
oL ¢4 O c3 0 c2 O ¢1
N
Compuesto Interaccién con MDM2 Score Docking
Aspergilitina TRP 23, LEU 26 (NO PHE 19) | -6.33
2-metiltriciclisina X | -6.13
Aptamina X -4.4
MY-336a X -4.6
c1 TRP 23, LEU 26 (NO PHE 19) -6.03
Q2 PHE 19, TRP 23, (NO LEU 26) -5.80
c3 "TRP 23, LEU 26 (NO PHE 19) | 5.8
ca | PHE19,TRP23,LEU26 | 7.2 |

Figura 4.3. Estructura de los compuestos pertenecientes a la familia de las isoquinoleinas (esqueleto base en azul) y cromonas
(esqueleto base en rojo). En la tabla se reflejan las puntuaciones de cada compuesto segin el protocolo de docking aplicado. En la misma
también se da informacian en la columna central respecto de la capacidad de mimetizar los residuos determinados como hot spot de
pa3 (en lo casos en que se incluye una cruz implica la interaccion preferencial de dicho compuesto con MOMZ en un sitio diferente al
aqui considerado). En la imagen se representa el modo de union predicho para ‘Aspergiliting’ (cyan, representacién bonds) en
superposician con los hot spot de pad (rojo, representacidn CPK). Dicha imagen fue generada con el programa VMD.
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Compuesto Mimetizacion p53 Score
P1 PHE 19, TRP 23, LEU 26 -6.77
P2 PHE 19, TRP 23, LEU 26 -7.91
P3 PHE 19, TRP 23, LEU 26 -7.68
P4 PHE 19, TRP 23, LEU 26 -8.48
P5 PHE 19, TRP 23, LEU 26 -8.92
P6 PHE 19, TRP 23, LEU 26 -8.42
P7 PHE 19, TRP 23, LEU 26 -9.17
P8 PHE 19, TRP 23, LEU 26 -9.52
P9 PHE 19, TRP 23, LEU 26 -9.14
P10 PHE 19, TRP 23, LEU 26 -8.99
P11 PHE 19, TRP 23, LEU 26 -9.09
P12 PHE 19, TRP 23, LEU 26 -9.67
P13 PHE 19, TRP 23, LEU 26 -8.91

CH-1 TRP 23, LEU 26, LEU 26 -5.9
CH-2 TRP 23, LEU 26, LEU 26 -5.4
CH-3 TRP 23, LEU 26, LEU 26 -6.15
CH-4 TRP 23, LEU 26, LEU 26 -7.09
CH-5 PHE 19, TRP 23, LEU 26 -7.41
CH-6 PHE 19, TRP 23, LEU 26 -7.40
CH-7 PHE 19, TRP 23, LEU 26 -7.60

Figura 4.4. Se muestran en primer lugar las estructuras de los compuestos evaluados en las simulaciones de docking molecular. Luegg,
en |a tabla se dan los valores de score del protocolo de docking aplicado para los diferentes compuestos, asi como también una breve
descripeidn de su capacidad para mimetizar los hot spot de pad. Las descripciones en rojo hacen referencia a la incapacidad de ‘cubrir’
simultaneamente (en una misma pose de docking) los residuos PHE 19, TRP 23 y LEU 26 de pa3 (hot spat).

Figura 4.B. A la izquierda, superposicitn de la pose de menor energia predicha por el protocolo de Docking Molecular para el compuesto
CH-3 (color cyan, representacian licorice del programa VMD). con los tres hot spot de pad (Phe 19, Trp 28 y Leu 26, dichos residuos con
bordes rojos y centro negro, representacion GPK del programa YMD). A la derecha, superposicicn de la pose de menor energia predicha
por el protocolo de Docking Molecular para el compuesto CH-7 (color cyan, representacidn licorice del programa YMD). con los mismos
aminoacidos de pad (dichos residuos con bordes rojos y centro negro, representacian CPK del programa YMD).
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4.2.2- Resultados de las simulaciones de Dindmica Molecular:

Todas las simulaciones de dindmica molecular convencional se realizaron siguiendo las mismas especificaciones generales
descriptas detalladamente en el capitulo 2 (inciso 2.2. Métodos). Luego, y en lo que respecta a la conduccian de los estudios
de propensiones dindmicas de puentes de hidrageno, tanto la formacian de los diferentes complejos a evaluar como asi
también los numeros de réplicas y tiempos de simulacicn, fueron definidos del mismo modo como se procedid en los estudios

realizados en el capitulo 3 para el set de moléculas de validacidn.

En la Figura 4.7 se muestran |os resultados obtenidos para los calculos de energia libre de formacian de los diferentes
complejos en consideracian, a partir de las dos metodologias aplicadas (MM-GBSA y MM-PBSA). Dichos resultados son
valores promedio sobre las 4 réplicas realizadas para cada sistema (calculos especificamente realizados sobre un total de
1000 configuraciones por cada una de dichas réplicas, las mismas espaciadas de manera equidistante sobre los 20 ns de
simulacidn). Los sistemas evaluados fueron elegidos contemplando los compuestos para cada familia, que hayan mostrado
la mejor performance en las simulaciones de ZockingMolecular. Especificamente, se estudiaron por dinégmica molecular los
complejos con MDM2 de los compuestaos P1, P2, P4, Pa, PE y P7 de los derivados de quinolonas (los compuestos P8, P8, PI0,
P, P12 y PI3 presentaron puntuaciones para la funcion de score del protocolo de Zockingsimilares a P7, lo cual es esperable
por su elevada similitud estructural, por dichos motivos no fueron involucrados en este estudio ya que resulta razonable la
obtencién de resultados muy similares); en tanto que CH-6 y CH-7 fueron los seleccionados dentro de los derivados de
chalconas por presentar los valores més elevados de score en los calculos de JzzkingMolecular (valores considerados en
términos absolutos). En |a Figura 4.7 se presentan ademas los valores de PM (propensiones dindmicas medias) para dicho
conjunto de sistemas; nuevamente, dichos calculos fueron realizados siguiendo el protocolo descripto detalladamente en el

capitulo precedente.

A partir de la informacidn volcada en |a Figura 4.7, podemos ver que para los sistemas que mostraron mejores performance
en el estudio de propensiones dindmicas de puentes de hidrageno (PM) fueron los derivados pertenecientes a la familia de
|as quinolonas, (P3, PB y P7) dichos compuestos presentan el mismo patran de sustitucion y difieren dnicamente en el
grupo amino que sustituye la posicién 7 de dicho heterociclo. Adicionalmente, las diversas metodologias aqui aplicadas
arribaron a resultados coherentes entre si para dichos derivados (es decir, mostraron los mayares valores, en términos
absolutos en los calculos de energia libre ya sea mediante GBSA/PBSA, asi como también las mayores puntuaciones en las
simulaciones de Jocking Molecular). Mas especificamente dentro de dichos compuestos, Po. obtuvo valores de PM
comparables con el compuesto -14b del set de validacian (el més potente de los inhibidores aqui contemplados con un valor
de /sde 9 nM). Por su parte, ambos derivados de chalconas obtuvieron los valores més bajos de PM (es decir, una peor

performance en comparacion con |os anteriores).

En sintesis, se puede concluir que de acuerdo a las metodologias predictivas aqui aplicadas, los candidatos con perspectivas
mas favorables resultaron ser los compuestos Pa, PB y P7. En el siguiente inciso se describe de manera detallada los
modos de interaccion predichos, mediante simulaciones de Jocking Molecular y posteriores simulaciones por Dindmica

Molecular, para estos analogos con la proteina MDMZ. Finalmente, y aunque dicho trabajo esté fuera del contenido
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presentado en esta tesis, se espera poder acceder a dichas estructuras siguiendo la ruta sintética descripta en el inciso

43 (Figura 4.9).

4.2.2.1- Modo de interaccidn predicho para los compuestos P3, PB y P7:

En la Figura 4.8 se muestran las contribuciones, discriminadas por residuo, a la energia libre de formacidn de los diversos
complejos formados entre los compuestos P53, PB y P7 con MDMZ, respectivamente. En todos los casos, las contribuciones
representadas en dicha figura fueron calculadas por medio del método MM-GBSA. De dicha figura se desprende que los tres
anélogos interaccionan de modos muy similares con MDMZ, y lo hacen principalmente con los residuos: LEU 94, VAL 33, HIE
96 e ILE 99. Algunas diferencias aparecen en el caso del complejp MDMZ-Pa, dénde se evidencia la posibilidad de
interaccionar con varios de los aminoécidos en el entorno del residuo LEU 94; como resultado de |o antes dicho se observa
un nimero mayor de interacciones pero de menor magnitud; en los otros dos casos estudiados, en cambio, la contribucidn
en esta regian estd mucho més acotada a la interaccian dnicamente con la LEU 54 (esto es, menos interacciones pero de
mayor magnitud). De todos modos, y mas alla de las diferencias puntuales antes enunciadas, es esperable que el modo de
interaccion para estos compuestos sea similar dadas justamente sus similitudes estructurales. En tal sentido, y por lo dicho
previamente, podemas esperar una performance (en términos de los métodos predictivos aplicados previamente) y modos

de unidn similares para los demés compuestos propuestos con el mismo patrén de sustitucion (P8, P9, P10, PIL, P1Z y PI3).

Compuesto PBSA (Kcal/mol) GBSA (Kcal/mol) PM
P-1 -24.4625 -28.015 0.732
P-2 -27.49 -31.135 0.561
P-4 -28.3975 -31.785 0.6939
P-5 -29.7925 -34,5 0.841
P-6 -28.65 -37.605 0.702
P-7 -29.825 -33.525 0.7635
CH-6 -25.146 -29.404 0.689
CH-7 -23.7586 -26.80394 0.67

Figura 4.7. Resultados de las diversas metodologias predictivas aplicadas (MM-PBSA, MM-GBSA y PM) para la serie de compuestos

propuestos.
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4 3- Sintesis Orgénica:

Enla Figura 4.9 seilustra |a ruta sintética que permitiria acceder a los compuestos que mostraron una mejor performance
en términos de los métodos predictivos aqui testeados, (Pa, Py P7). Dicha secuencia ya fue previamente reportada (10). a
excepcion del cuarto paso, dande se plantea la obtencidn del éster derivado () mediante una reaccion de sustitucidn
nuclecfilica, utilizando bromuro de prenilo como reactante. Las reacciones previas involucradas son, en primer término una
reaccitn de condensacidn entre la 2 4-dicloro-0-fluoracetofenona (1) y dietilcarbonato, en presencia de hidruro de sodio,
que permite acceder al acetato derivado correspondeinte, 7 4-dicloro-o-fluorbenzoil etil acetato (2). El tratamiento
posterior de dicho éster con trietilortoformiato en anhidrido acétido, conduce al intermediario enol éter, el cual luego de
evaporarse el solvente a sequedad. reacciona con |a anilina deseada (en este caso p-bromoanilina). en presencia de
diclorometano a temperatura ambiente, para dar el enamino ceto éster derivado (3). La siguiente reaccian de ciclacion
para dar el intermediario |4-dihidro-4-oxo-quinolina-3-carboxilato, es llevada a cabo con hidruro de sodio en
tetrahidrofurano (THF); la posterior hidrdlisis del acetato intermediario con hidrdxido de sodio en THF permite acceder al
acido derivado (4); el cual por reaccidn con bromuro de prenilo en un medio bésico permitiria obtener el correspondiente
derivado prenilado (3). Finalmente, dichas 7-cloro-4-quinalinas reaccionan con las aminas deseadas, en presencia de N-

metil-2-pirrolidinona, para obtener el 7-amino derivado de interés (B).

0O ©
NaH/ X
0 o7
(CszolzCO X 0/\ 1) CH(OC,H;)5/AcO, |
————> I Cl “NH
2) NH,-Ph-Br
3
X: FH
1
0o o Br

a
1) NaH, 2) NaOH | Br-prenilo W
— = ¢ N __ orprenfo K/]\
4

Br
Br

o O
X
-
Ry

N-metil-2-pirrolidinona

Br

Figura 4.9. Ruta sintética que permitirfa acceder a los compuestos Pa, PGy P7.

En la Figura 4.10 se ilustra |a secuencia sintética que permitirfa acceder a los compuestos CH-6 y CH-7: los analogos

sintetizados siguiendo esta ruta y alli reflejados, se corresponden con compuestaos altamente equivalentes (el dnico motivo
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por el cual dicha secuencia no fue validada especificamente para los compuestos CH-6 y CH-7 radica en la no disponibilidad
del sustrato de partida pertinente). Por otra parte, si bien dichos ligandos manifestaron una peor performance en término
de los diversos métodos predictivos aqui aplicados comparados con los derivados pertenecientes a la familia de las
quinolonas, igualmente resulta importante llevar a cabo los correspondientes ensayos de inhibician experimentales a los
fines de contrastar los célculos tedricos aqui presentados. Dichos compuestos, andlogos de CH-6 y CH-7, fueron obtenidos
como una mezcla de enantiomeros y no fueron posteriormente resueltos, ya que en principio, y segin las diversas
metodologias aplicadas, no habria diferencias cuantitativamente importantes entre la capacidad de inhibicion de ambos
esterenisomeros. La secuencia sintética parte de sustratos asequibles comercialmente, e involucra tan solo tres pasos de
reaccion sencillos, con rendimientos de producto aislado de moderados a bueno. El primer paso consiste en una
condensacidn alddlica que, a partir de 4-bromoacetofenona (1) (en este punto, para acceder especificamente a los
compuestos CH-6 y CH-7 serfa necesario utilizar 4-cloroacetofenona) y 4-clorobenzaldehido (2) en presencia de hidroxido
de sodio libre de solventes, permite acceder a la chalcona correspondiente (3) con buenos rendimientos (13). El paso
siguiente involucra la reaccian de reduccian selectiva del carbonilo para dar el alcohol derivado (4). Dicha transformacian
se llevd a cabo con hidrura de Litio y Aluminio en éter, controlando cuidadosamente |a temperatura (-30 °C); en este sentido,
se evidencid reduccidn del doble enlace cuando la reaccidn se lleva a cabo a mayor temperatura (0 °C). En cuanto al dltimo
paso de la secuencia, involucra una reaccion de sustitucidn nucleofilica bimolecular, utilizando bromura de prenilo como
reactante. En este paso, la utilizacion de hidruro de sodio, para generar el alcoxido intermediario correspondiente, permitid
acceder al producto deseado con los mejores rendimientos. En este sentido. se exploraron otras opciones, como la

utilizacion de Agll, pero en tal caso los rendimientos fueron muy bajos.

En el anexo 1 de esta Tesis se incluye la caracterizacion estructural de dichos compuestos, asi como también descripciones

técnicas de los distintos pasos de sintesis.

o o)
H 2 eq NaOH O O
Br * cl Cl
1 2 3
1 eq. LiAlH4 | -30°C,
Dietil éter | 1hs
=

NaH, Dietil éter

=
Nehe “OL T ST
cl TA 24 hs Br Cl

Figura 4.10. Ruta sintética utilizada en |a obtencidn de los compuestos anélogos de CH-6 y CH-7.
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4 4- Conclusiones del capitulo:

Tal como se menciond en el inicio de este capitulo, el desarrollo de metodologias predictivas de la capacidad inhibitoria de
un potencial inhibidor resulta de obvia relevancia en el desarrollo de farmacos. A lo largo de este capitulo y mediante la
aplicacion de estudios de propensiones dinamicas de puentes de hidrdgeno, en conjunto con otras metodologias predictivas,
fue posible identificar novedosos compuestos, estructuralmente pertenecientes a la familia de las quinolonas, como

promisorios inhibidores del complejo MDMZ-pa3.

Una vez mas, y méas alld que dicho objetivo excede los objetivos de esta Tesis, resulta imprescindible la contrastacidn
experimental de los resultados aqui presentados, a fin de validar las metodologias predictivas aplicadas, y sobre todo la
aplicacian cuantitativa de los estudios de propensiones dinémicas de puentes de hidrogeno. Se espera que dicho trabajo

sea acometido dentro de las tareas futuras, complementarias al presente trabajo de Tesis.
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CAPITULD 3

Lada vez que escucho hablar de ese gato,
Bimpiezo d sacar mi pistola.

-Stephen Hawking.

(&0tra manera de expresar lo dificl de hacer predicciones?)

a.l- Descripcidn general y objetivos:

Tal como se describia brevemente en el capitulo introductorio de esta Tesis, la enfermedad de Alzheimer (AD, por sus siglas
en inglés). es un desorden neurodegenerativo que conlleva al deterioro cognitivo progresivo e irreversible, pérdida de
memoria y disminucidn del lenguaje (1). Se ha considerado que varios factores, tanto genéticos como ambientales. juegan
un papel crucial en su patogénesis, que se caracteriza por: progresiva pérdida de trasmision neural colinérgica, formacidn
de placas B-amiloides, que conllevan a la generacidn de placas seniles (SPs) y agregados neurofribilares de la proteina

hiperfosforilada Tau (NFTs por sus siglas en inglés) (2.3).

Los tratamientos paliativos actuales para AD moderada, se basan en la denominada hipatesis colinérgica, e involucran el
tratamiento con inhibidores de la enzima Acetilcolineterasa (AChE), con el objetivo de mejorar la funcion cognitiva (4.3).
Algunos ejemplos de drogas aprobadas son Rivastigmina, Donepezilo y Galantamina (Figura 9.1). De este modo, estas drogas
son parte del mismo tipo terapéutico (AChE), y sdlo difieren en sus propiedades farmacoldgicas y farmacocinéticas; y en
algunos de sus efectos secundarios. Desafortunadamente, todas las drogas aprobadas para AD ofrecen solo un tratamiento
paliativo de la enfermedad, pero son incapaces de prevenir la progresian de la misma. De este modo, resulta obvia |a
necesidad de descubrir nuevas drogas anti-Alzheimer. En este sentido, aproximaciones computacionales pueden ser de
gran ayuda en el disefio de nuevos compuestos con propiedades farmacoldgicas mejoradas. Simulaciones de Dinamica y
DJockingMolecular, asi como también otros estudios /7 Siice, fueron reportados sobre Acetilcolinestersa (B-8). Tal como
Se menciond previamente, simulaciones de Jocking molecular son llevadas a cabo con el objetivo de encontrar el mejor
modao de unidn entre un pequeio ligando y un determinado receptor; y representa una de las herramientas mas ampliamente
utilizadas en el disefio de drogas/cribado virtual. En tanto que simulaciones de Dingmica Molecular, es un método bien

establecido en el estudio de estructura y dindmica de macromoléculas biolggicas.
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Por otra parte, en los dltimos afios, crecid el interés sobre diversas xantonas (tanto de origen natural como sintético)
capaces de interaccionar con blancos moleculares relacionados a enfermedades neurodegenerativas (9.10). Mas
especificamente, varios derivados de esta clase de compuestos recibieron atencidn por sus propiedades como agentes

anti- Acetilcolinesterasa (11-14). En la Figura 5.2 se representan algunos de dichos compuestos a modo de ejemplo.

i | J
\%O/©WN\ @\/Oﬁt}o
/

Rivastigmina Donepezilo Galantamina

Figura 5.1, Estructura de AChEl aprobados para el tratamiento de AD.
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Figura 5.2. Xantonas como agentes anti- AChE. Los valores de |Cso estan dados en concentraciones micro malar (uM).

En un trabajo reciente, se reportd una serie de derivados sintéticos de |.3-dihidroxixantonas como agentes anti- AChE (15).
De este modo, en el transcurso de este capitulo llevaremos a cabo simulaciones de Jocking y Dinémica Molecular en
principio con el objetivo de establecer las bases moleculares de las interacciones de esta serie de compuestos y AChE, y de
este modo racionalizar dichos resultados experimentales. En la Figura 9.3 se representan las estructuras de los
compuestos pertenecientes a esta serie aqui estudiados. Posteriormente, exploraremos modificaciones racionales sobre
esta clase de compuestos que permitan potenciar su efecto inhibitorio. En tal sentido, y tal como se menciond en el capitulo
anterior, el desarrollo de métodos computacionales capaces de predecir adecuadamente el efecto inhibitorio de una cierta
clase de compuestos previo a la sintesis de los mismos, resulta de suma relevancia en el descubrimiento y disefio de
farmacos. Con dicho objetivo, a |o largo de este capitulo evaluaremos las caracteristicas predictivas y la aplicabilidad, en

este contexto especifico, de diversas metodologias computacionales.

Finalmente, una nueva serie de |.3-dihidroxixantonas anfifilicas seran presentadas. Dichos compuestos fueron sintetizados
y evaluados en ensayos /7- vitrocomo inhibidores de AChE. Esta serie de resultados da origen a uno de los trabajos surgidos
de esta Tesis: Gintia A. Menéndez, et al.. "Jesign. synthesis and biological evaluation of [3-difydraxyxanthone

derivatives: tifective agents against acetylcholinesterase', Bioorganic Chemistry, 2017, 7a: 201-209.
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Figura 5.3. Estructura de los derivados sintéticos de |.3-dihidroxixantonas evaluados estudiados computacionalmente.

9.2- Aplicabilidad de los estudios de propensiones dindmicas de puentes de hidrdgeno

En primer lugar evaluaremos la aplicabilidad de los estudios de propension dindmica de puentes de hidrdgeno desarrollados
a lo largo de esta Tesis e inspirados en principio en el contexto de interacciones proteina-proteina, en la exploracian de las

propiedades de BHBs del sitio de binding de la proteina AChE.

De este modo, y con el objetivo final de indagar justamente en el uso cuantitativo/predictiva de las propensiones dinamicas
de puentes de hidrdgeno tal como fue propuesto a lo largo de los capitulos 3 y 4 de esta tesis. es que se realizaron
simulaciones de dindgmica molecular de la proteina Acetilcolinesterasa en su forma apo (PDB: EAD). De este modo, se
condujeron simulaciones de 50 ns, y un total de 8 réplicas. Esté eleccidn se basa en los resultados obtenidos previamente
para la proteina MDMZ (capitulo 3). ddnde se demostrd |a existencia de puentes de hidrogeno con una dindmica de ruptura
que podia demorar decenas de nanosegundos, y donde se determind que un muestren adecuado de |a dindmica de dichas
interacciones no covalentes resulta altamente dependiente del ndmero de réplicas contempladas (al menos para los tiempos
de simulacisn agui considerados). Obviamente, en principio no sabemos cuales seran los comportamientos especificos para
|os diversos BHBs involucrados en un sistema completamente diferente, como lo es el estudiado en este punto, con respecto
a las macromoléculas caracterizadas previamente. Puntualmente, MOMZ pertenece a la familia de las E3 ligasas y esté por
|o tanto involucrada en modulaciones que contemplan interacciones proteina-proteina; y tal como se menciond en el capitulo
introductorio de esta tesis, dichas interfaces poseen caracteristicas particulares, tales como elevada planaridad y grandes
dimensiones (aproximadamente entre 750 y 1500 A? es el area superficial a cada lado de la interface (IB)). Ademés, para
muchas interacciones proteina-proteina, la aparente complementariedad entre las dos superficies involucra un grado
significativo de flexibilidad y adaptabilidad (17 18). Adicionalmente, en los casos de drogas disruptivas de interfaces proteina-
proteina, la planaridad inherente de estas interfaces hace que las interacciones de HB del backbone estén més expuestas
y. por lo tanto, exista menor estabilidad local en el sitio de binding, y tal como se menciond previamente, existencia de una
mayor flexibilidad y. por ende, se espera la manifestacidn de informacian relevante en la propensian dindmica de los BHBs

(diferencias con |a forma apo). De este modo, y ante dicha exposician parcial al solvente, resultan importantes |os aportes
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a la desolvatacian local por parte del ligando. En contraposicidn, en la enzima, la propia geometria aporta significativamente
a la desolvatacicn local. La existencia de un bolsillo (cavidad) ya de por si repele en parte al solvente debido a la renuencia
del aqua a penetrar en la cavidad sacrificando puentes de hidrdgeno agua-agua. Asi la rigidez estructural del bolsillo de
unidn, que la aleja justamente de la situacian para la cual se formuld el tratamiento de las propensiones dinamicas de BHBs,
puede deberse en parte a estas caracteristicas de hidratacion diferenciales entre ambos tipos de sistemas. Aun asf,
acumulamos més de 400 ns de simulacian (un total de 40000 configuraciones espaciadas de manera equidistante en cada
réplica), Io cual resulta suficiente para acceder a un buen conocimiento de |a dinamica de la proteina (més adn si

consideramos que es una proteina altamente estructurada).

Por otra parte, en la enzima Acetilcolinesterasa, existen interacciones intermoleculares con el sustrato natural de tipo
idnicas (subsitio anidnico, perteneciente al sitio catalitico). En este sentido, nuestro enfoque ha tratado con la modulacian
|local de interacciones electrostaticas, pero sdlo de tipo puente de Hidrageno. Seria posible extender dicho enfoque pero.
en virtud de lo antes expuesto, puede que ello tampoco sea demasiado relevante, pues la interaccion ionica se da en un
contexto ya anhidro (enterrada dentro de una cavidad y no sobre la superficie proteica). Finalmente, buena parte de la
estabilizacian por binding se racionaliza, segin el método de las propensiones dindmicas de BHBs, por la modulacian que el
ligando produce de dichas interacciones no-covalentes iztramoleculares del backbone de la proteina blanco. En tanto que,
en las regiones del (maltiple) sitio de unidn de la enzima, como en el cuello de botella y el subsitio anignico, resultarian

relevantes interacciones no-covalentes intermoleculares.

Por |o tanto, aun a sabiendas de que dicho sistema podria no resultar demasiado apto para el tratamiento de propensiones
dingmicas (de hecho, el sistema representa un buen candidato para evaluar los limites de aplicabilidad del método de las
propensiones dindmicas de BHBs), de todos modos se eligio trabajar sobre el mismo en esta parte de la Tesis debido a |a
aplicabilidad ain de un abanico de metodologias computacionales de indole predictivas. Y sobre todo. a la posibilidad de
realizar un trabajo integral, con la correspondiente contrastacion experimental de los resultados tedricos, en colaboracion
con el grupo de investigacian (también perteneciente al INDUISUR) dirigido por la Doctora Ana Paula Murray, y el cuél posee

una vasta experticia en este sistema.

En la Figura 9.4 se representan las distribuciones de probabilidad para las distancias de matriz discriminando entre
aquellos BHBs perteneciente al sitio de binding, y el resto, es decir todas aquellas interacciones alojadas en regiones fuera
de dicho sitio. La eleccion del sitio de binding se realizd contemplando interacciones que involucraran algin aminoécido
pertenecientes a las diferentes regiones del sitio de unian de la proteina AChE. Dichos residuos se encuentran listados en
|a Figura 3.9, discriminados por su ubicacian puntual segdn pertenezcan al sitio activa, sitio anionico periférico (PAS), o la
regian del cuello de botella. En tanto que para la determinacidn de las distancias de matriz (Z#) se siguia el mismo
procedimiento que el descripto en el capitulo 2. Brevemente, se construyeron matrices de contactos dindmicas (0-BHB-
[M): dande se representa basicamente el tiempo de vida medio de una determinada interaccidn en simulaciones de dindmica
molecular de la proteina en solucion; por otra parte, se determina la matriz equivalente para el POR (PDB-BHB-CM) (cuando
hablamos del PDB hacemos referencia puntualmente a la estructura experimental de dicha proteina, obtenida por

cristalografia de rayos X). Adicionalmente, vale la pena recordar que el estado de un determinado BHBs en ambas matrices,

133



es determinado mediante criterios puramente geométricos (esto es formado o no formado, ya sea en el POB o en una
configuracion particular del ensamble generado en la dinamica). Finalmente, para obtener los valores de JW/se calcula la

diferencia entre ambas matrices, (PDB-BHB-CM - D-BHB-CM) elemento a elemento.

Si recordamos el equivalente a la Figura 9.4 para los diversos complejos proteina- proteina evaluados en el capitulo 2
(Figura 2.21), vemos que el comportamiento dinémico de los BHBs del sitio de unian en AChE es claramente diferente. Mas
especificamente, observamos una distribucion que si bien no describe exactamente el mismo patrdn que el descripto por
|los BHBs fuera del sitio en consideracian (el méximo de |a distribucian para los BHBs pertenecientes al sitio de binding esta
sutiimente desplazado hacia mayores valores de J#, ain asi, estan lejos del comportamiento bimodal antes hallado (Figura
2.21). En definitiva, observamos que la proteina AChE en su forma apo no se caracteriza por una dindmica en solucion
exacerbada; y consecuentemente, la estructura dindmica de dicha macromolécula solo manifiesta pequenas fluctuaciones

en torno a la correspondiente estructura determinada experimentalmente por cristalografia de rayos X

0.6
—Sitio Binding
0.5 —Resto

0.4

0.3

0.2

Probabilidad (DM)

0.1

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

DM (Distancias de matriz)

Figura 9.4. Distribuciones de probabilidad para las distancias de matriz (Z#) para los BHBs pertenecientes al sitio de unidn (Rojo); y
para los BHBs fuera de dicha regidn (Azul).

Sitio Activo Cuello de Sitio
Triada  Subsitio  Subsitio  Subsitio  Botella  Aniénico
catalitica de Union Anidnico Oxianion Periférico
Acilo

TcAChE Ser 200, Trp233, Trp84, Gly118, Phe330 Asp72,

Hie 440, Phe290, Tyrl30vy Glyll9y y Serl22,
Glu 327 Phe288 Glul199 Ala201 Tyrl21 Trp279y

Tyr334

Figura 9.5. Regiones del sitio de Binding de TcAChE (Torpedo Californica) y los con los correspondientes residuos dentro de cada una
de ellas.
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Por [o expuesto previamente es que no se explorard la utilizacion de los estudios de propensidn dingmica de BHBs con fines
cuantitativos en este escenario. Recordemos en primer lugar que dichos estudios se basan principalmente en la
restitucian/modulacién de interacciones por la presencia de un determinado ligando: ya sea que esta misma molécula
cambie las propiedades de hidratacion del entorno local de dicha interaccion por su mera presencia, o bien, que la misma
induzca cambios de un modo indirecto mediante modificaciones conformacionales ocurridas en la proteina, es decir,
cambios en las posiciones de las cadenas laterales aledafias a dichos BHBs; pero cualquiera sea el caso, en definitiva, el
puntapié inicial para dichas consideraciones es justamente la existencia de CHBs en la proteina en su forma apo. Es decir,
interacciones altamente fluctuantes, donde su comportamiento diferencial es vinculable a las propiedades de hidratacidn

en el entorno inmediato de la misma.

Por lo expuesto previamente, es preciso destacar entonces que no detectamos esta situacion para AChE en su forma no
ligada (al menos NO de un modo significativo: recordemos ademés que, en base a los estudios previos, clasificamos como
CHBs todas aquellas interacciones con valores de Z/mayores a [.5). Y mas ain, si pretendemos aplicar dichos estudios
con fines predictivos de la afinidad de un determinado ligando (fines cuantitativos), entonces resulta poco auspiciosa su

implementacidn en este caso puntual.

Por otra parte, y no menos impaortante, es necesario tener en mente que si bien el analisis de propensiones en si no es
costoso computacionalmente, requiere efectuar un muestreo adecuado de la dindmica de las interacciones en
consideracion, lo cual claramente conlleva una inversion importante de tiempos de computo (més adn si consideramos que
|a proteina tiene més de 200 residuos, lo que incrementa de manera significativa el tamaiio del sistema si lo comparamaos
con MDMZ. por ejemplo. dande sélo teniamos una macromolécula de 85 aminogcidos). En definitiva, y ante este panorama.

consideramos conveniente recurrir a otras evaluaciones, que podrian poseer en principio un mejor prondstico de éxito.

Como una alternativa, exploraremos las propiedades termodingmicas del agua de hidratacidn en el sitio de binding de la
proteina AChE (de alguna manera estamos observando el mismo problema desde |a perspectiva opuesta a |a considerada
previamente). Mas especificamente, explotaremos las propiedades termodinamicas diferenciales (heterogeneidades) del
agua de hidratacion en el sitio de binding de |a enzima AChE. De este modo, generaremos un mapa de hidratacian de dicho
sitio, discriminado diversas regiones segin las propiedades de las moléculas de agua alli alojadas. Finalmente, seré posible
|a identificacion de regiones dande la ubicacion de moléculas de agua es energéticamente desfavorable, y de este modo, es
esperable que dicho solvente pueda ser facilmente remplazado por un ligando con las propiedades (principalmente
quimicas) adecuadas. Con tal propésito, aplicaremos la herramienta de anélisis GIST (19.20) (analisis de las propiedades

termodingmicas del agua, utilizando una grilla en el célculo), recientemente incorporada en el madulo de anélisis de Cpptraj.

Posteriormente, consideremos la utilizacian de una nueva funcian de Szore basada en la capacidad de los diversos ligandos
por desplazar/ocupar sitios donde el agua interacciona desfavorablemente con la macromolécula en consideracidn. Luego,
resulta oportuno mencionar que dicha aproximacian fue previamente evaluada del mismo modo sobre el factor de

coagulacion Xa (20).
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a.3- Simulaciones de JockingMolecular

En principio, se llevaron a cabo simulaciones de Jzcing molecular con el objetivo de racionalizar el modo de unidn de las
diversas |3-dihidroxixantonas derivados (Figura 9.3); posteriormente se procedia del mismo modo con los diferentes
nuevos andlogos que aqui se proponen. Las simulaciones se llevaron a cabo con el programa Autodock 4, siguiendo los
mismas lineamientos generales que se aplicaron en el capitulo anterior para los diversos ligandos evaluados con MDMZ. La
estructura de AChE fue acondicionada a partir del PDB: IUTE (organismo: Torpedo Californica), retirando las moléculas de
aqua de cristalizacion asi como también el respectivo ligando. La resultante estructura fue minimizada, luego se adicionaran
cargas Basteiger y finalmente fueron removidos todos los dtomos de hidrdgeno no polares utilizando el programa Autodock
Tools (ADT) (22). La caja de simulacidn fue concebida de manera tal de incluir todos los residuos listados en |a Figura 8.5.

Esto generd una caja de 8B puntos en cada direccian, con un espaciado entre puntos consecutivos de 0.375 &,

Las estructuras tridimensionales de los diversos compuestos evaluados fueron generadas mediante el programa UCSF-
Chimera (21), posteriormente la parametrizacidn de dichos ligandos se realizd con el modulo del programa antechamber,
usando el campo de fuerza GAFF (General AMBER Force Field). El analisis de interacciones en todos los casos se realizd con
el programa LigPlot+ (23,24), asi como también las diversas figuras 20 incluidas a lo largo de este capitulo. La validacian
del algoritmo de bisqueda del protocolo de Docking aqui aplicado se lleva a cabo con Tacrina, dicha molécula es un conocido
inhibidor de AChE. Luego, fue posible hallar la configuracian experimental con un valor de RMSD entre ambas (configuracidn

predicha y experimental) entorno a | &

9.3.I- Resultados de las Simulaciones de JockingMolecular

Tal como se menciond previamente, empleamos simulaciones de Jockizg molecular con el objetivo de racionalizar el modo
de interaccion de una serie de xantonas con actividad anti- AChE. A grandes rasgos, los resultados de dichas simulaciones
indican |a capacidad de estas moléculas para interaccionar con residuos pertenecientes al cuellos de botella, como |o es
PHE 330. residuos del sitio anidnico periférica (PAS), coma por ejemplo TYR 334 y ASP 72, y con el residuo TRP 84 del
sitin activa (dentro de dicho sitio, este AA se aloja especificamente en la regian del subsitio anignico, tal como se describe

en detalle en la Figura 9.9).

En la Figura 5.6 se incluye de manera representativa una imagen en dos dimensiones de las interacciones formadas entre
|a enzima AChE y el compuestao fa. Alli se pueden observar en lineas verdes los puentes de hidrageno que presuntamente
se desarrollarian entre este analogo en particular y la enzima (especificamente con |os residuos Ser 122 y Tyr 334). Ademas,
en semicirculos rojos se representan los diversos aminoacidos con los cudles se producen interacciones de Van der Waals.
Alli se ven ademés todas las interacciones antes mencionadas, y en lineas generales comunes a esta serie de nuevos

andlogos.

Una consideracidn importante de mencionar en este punto es que la funcian de Score del protocolo de dockingaqui empleado

no permitid correlacionar adecuadamente las actividades de estos inhibidores con los resultados experimentales.
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Posteriormente, y con el objetivo, por un lado de obtener predicciones energéticas para la formacidn de los diversos
complejos més precisas, asi como también, cuantificar las diversas interacciones presentes entre estos compuestos y la
proteina AChE, es que se llevaron a cabo célculos de energia libre empleando el método MM-GBSA sobre configuraciones de
|os diversos sistemas en consideracian, obtenidas a partir de simulaciones de Dindmica Molecular. Dichos estudios y los

correspondientes resultados de describen en el praximo incisc.

lle 439

Figura 5.B. Representacian en dos dimensiones del compuesto la en el sitio de binding de la enzima Acetilcolinesterasa. Las lineas
puntuadas verdes representan interacciones por puentes de hidrageno (|os valores alli indicados corresponden a las distancias entre
|los &tomos pesados de dichas interacciones).

9.4- Simulaciones de Dindmica Molecular

Todas las simulaciones realizadas siguieron |os lineamientos generales descriptos en el inciso de métodos (2.2) del capitulo
2. Las configuraciones iniciales para los diversos complejos fueron tomadas de las simulaciones de Jzcking molecular,
posteriormente minimizadas y equilibradas antes de colectar datos. Las dindmicas de produccion fueron de 10 ns,
colectando un tatal de 2000 configuraciones espaciadas de manera equidistante. Finalmente, los calculos de energia libre

se realizaron sobre dicho ensamble configuracional.

9.4.1- Calculos de energia libre: discriminacidn por residuos.

En principio realizamos célculos de energia libre utilizando el método MM-GRSA, y diferenciando las contribuciones puntuales
de los diversos residuos de la proteina. De este modo, fue posible identificar la interaccidn con el Trp 84 como una de las
més relevantes en todos los complejos evaluados. Adicionalmente, detectamos una posible interaccian ianica (puente salino)
entre el Glu 199 y el grupo amino de los diversos anélogos aqui considerados. Un detalle relevante en este punto es que

dicha interaccidn en algunos casos se manifestd de manera intermitente (como es el caso del compuesto Za). Ademas, en

137



los periodos de tiempo en los cuédles dicho puente salino permanecid formado, se produjo en detrimento de otras

interacciones, como por ejemplo las involucradas con el Trp 432, para el caso puntual de compuesto 2a.

En la Figura 5.7 se representan en primer término las fluctuaciones temporales de las distancias N-0 para la interaccidn
electrostética en consideracidn. Esto es, entre el N del grupo amino del compuesto Za y el 4tomo de O de la cadena lateral
del aminoacido Glu 199. Sucesivamente, se representan graficos correspondientes a la descomposicion por residuos de la
energia libre de formacian de dicho complejo (compuesto 2a-AChE); para configuraciones pertenecientes a dos periodos
de tiempo diferenciales: el primero corresponde al espacio de tiempo comprendido entre los 0y 4 ns, (en dicho periodo |a
interaccian permanece formada); y luego para la ventana de tiempo desplegada entre los 3 y 10 ns, ddnde la condicicn para
|a interaccion electrostética entre el Glu 199 y el grupo amino del compuesto considerado es opuesta, es decir, no tiene

lugar.

De este modo, observamos que las caracteristicas estructurales de esta serie de analogos resultaban incompatibles con
el establecimiento simultdneo de ambos grupos de interacciones. Como veremos en breve, este hecho sera una de las
principales caracteristicas a explotar al momento de plantear modificaciones sobre estos ligandos con el objetivo de

potenciar su actividad inhibitoria.

9.4.2- Calculos de energia libre globales: aplicacidn predictiva.

Posteriormente, y con el objetivo de obtener estimaciones energéticas mas precisas del proceso de formacidn de los
diversos complejos evaluados, se llevaron a cabo estimaciones globales de dicho proceso. Aunque dichas estimaciones
correlacionaron de un modo més adecuando con los datos de inhibicion experimentales respecto a la funcin de score del
protocolo de Jocking, aun asi permitieron solo discriminar los compuestos muy poco activos de aquellos agentes anti-

AChE moderados (Figura 5.8).

Compuesto | IC-50 (uM) | DG (Kcal/mol)

la 106.7 -29.3
1b 73,7 -31.55
3a 5,8 -41

3d 3,7 -47.3
2a 2,3 -36.5
2b 2,4 -39.9
4a 2,6 -46.6
4b 2,6 -44,39

Figura 5.8. Valores de energia libre para los diversos complejos entre los ligandos listados y AChE. Dichas estimaciones fueron
realizadas sobre 2000 configuraciones obtenidas de simulaciones de dinamica molecular, aplicando el método MM-GBSA.

De este modo, |os valores de energia libre listados y el logaritmo de los valores experimentales de /szde dichos inhibidores,

describen una relacitn lineal con un coeficiente de determinacian de 0.63.

9.9- Anélisis de las propiedades termodindmicas del agua de hidratacian: GIST

Tal como se describic brevemente en el inicio de este capitulo, exploraremos la implementacion de una aproximacian

predictiva novedosa y alternativa (los diferentes métodos antes aplicados realizan estimaciones energéticas a partir de

138



cuantificaciones de las diversas interacciones directas que tienen lugar en un determinado complejo, en este caso puntual,
entre un ligando y la enzima), cémo lo son estimaciones ‘energéticas’ realizadas a partir de la caracterizacidn
termodingmica del agua de hidratacian presente en el sitio de binding de la enzima y que debe ser remplazada por los

diversos ligandos en el proceso de complejacicn.

Esta aproximacian, basada en la teoria de solvatacian inhomogenea y ya aplicada en otros sistemas bioldgicos (20). se basa
en la deteccion de regiones donde el agua interacciona desfavorablemente con la proteina, en otras palabras, resulta

energéticamente desfavorable que el agua ocupe estas posiciones y por |o tanto, es de esperar, seré facil de remover.

De este modo, en primer lugar se llevaron a cabo simulaciones de dindmica molecular en solucion acuosa de la enzima AChE,
restringiendo las posiciones de todos los dtomos pesados de dicha proteina. Es necesario realizar las simulaciones
aplicando restricciones de posicidn ya que posteriormente se realiza el calculo de las propiedades termodinmicas del agua
en el sitio de interés, utilizando una grilla (cuyos puntos son fijos). Se utilizd la misma estructura para AChE considerada en
|os estudios previos de Docking, y las simulaciones se realizaron siguiendo exactamente el protocolo dado en el tutorial
oficiall de  Amber para la aplicacien  de  GIST  (cuyo  link se  copia &  continuacidn:

http://ambermd.org/tutorials/advanced/tutorialZa/).

Posteriormente, la grilla donde se calcularon las propiedades termodinamicas del agua se ubicd en el sitio de binding de
manera tal de incluir todos los residuos listados en |a Figura 5.5. Dichos mapas de hidratacian fueron construidos sobre

diferentes periodos de tiempo y espaciado entre configuraciones, con el fin de evaluar la convergencia de dicho anglisis.

9.9.1- GIST: validacidn cuantitativa de la metodologia.

Las regiones de agua f4cil de remover, esto es, agua ubicada en regiones energéticamente desfavorables (con alta energia),
fueron determinados a partir de los puntos de la grilla para los cuéles la densidad fue mayor a 1.9 y la energia libre menar
a -0.0 Kcal/mal (en términos absolutos); en ambos casos el punto de referencia es el bulk. En la Figura 5.9 se representan

de modo demostrativo dichas regiones sobre el sitio de binding de la enzima AChE.
Dichos mapas de hidratacion fueron realizados para los siguientes periodos de tiempo y espaciado entre configuraciones:

1) Desde 0 a 20 ns, con un espaciado entre configuraciones sucesivas de | ps (20000 configuraciones).

2) Desde 0 al00 ns, con un espaciado entre configuraciones sucesivas de a ps (20000 configuraciones).

3) Desde 100 a 120 ns, con un espaciado entre configuraciones sucesivas de | ps (20000 configuraciones ),
Adicionalmente, estimamos las dimensiones de las regiones en las cugles el agua es facilmente removible, que fueron
ocupadas por cada ligando (por superposician de la conformacitn adoptada por dicho compuesto en el sitio de unidn de la
enzima, con el mapa de hidratacidn en dicha posician). En esta estimacitn consideramos dos tipos de configuraciones para
el ligando:

A)  El'modao de unidn predicho por el protocolo de Jocking

B) Configuraciones tomadas de las dingmicas de los respectivos complejos, en los momentos en los cuales no

hubieron fluctuaciones en los valores de RMSD para el ligando.
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Figura 5.9. En gris se representa la superficie proteica. En violeta se representan las regiones de agua facil de remover.

De este modo, obtuvimos buenas correlaciones para los tres periodos de tiempo evaluados cuando se consideraron, para
|os diversos ligandos, configuraciones procedentes de las simulaciones de dinamica molecular (B). Los coeficientes de
determinacitn obtenidos (R%) fueron 0.78 para el primer periodo considerada y 0.75 para los dos restantes. Luego, para el
caso de las configuraciones directamente procedentes de las simulaciones de Jzcking Molecular los resultados fueron en
general mas pobres, danda correlaciones con valores de R de: 0.7, .63 y 0.58 respectivamente. El hecha de que se hayan
obtenido mejores resultados cuando se consideraron configuraciones para el ligando procedente de las simulaciones de
dinamica molecular es esperable ya que por |o general dichas técnicas suelen ser aplicadas en este orden, justamente por
|a capacidad del método de simulacian de dindmica molecular para ‘refinar’ los resultados obtenidos a partir de un Jocking

molecular. En |a Figura 8.10 se reflejan los resultados antes mencionados para los 8 derivados xantdnicos aqui evaluados.

Score GBSA
Compound docking  (Kcal/maol) BOX-1A" BOX-1B BOX-2A" BOX-28" BOX-3A" BOX-38"

2a -10.58 -36.0 434 470 438 478 423 41
4b -2.92 -44.33 435 434 alg 4Ta a0o 434
ha -I1.88 -46.8 436 491 432 480 485 438
da 107 -4 442 44B 44 448 437 435
2b -0 -39 464 435 41 437 466 433
la -I0.14 -293 373 384 an 373 370 398
1b -0.8 -31.33 428 436 425 440 424 434
dd -12.76 4713 al3 438 a0o 433 a0z 435

Figura 5.10: (*) Regiones de agua facilmente remaovibles (dadas como nimero de puntos de la grilla que representan). 1A, 1B. ZA, 2B, 3A
y 3B hace referencia a los periodos contemplados y tipo de configuraciones para el ligando.

Finalmente. a partir de los resultados expuestos previamente, y a modo de conclusian parcial en este punto, podemos

resaltar que la aplicacian de la metodologia aqui descripta permitia obtener resultados en buen acuerdo con las medidas
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experimentales; y por |o tanto serd considerada posteriormente en la evaluacidn de nuevaos analogos, como una herramienta

predictiva adicional.
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Figura 9.8. a) Distancias en funcidn del tiempao entre el N del grupo amino del compuesto la, con respecto al 0 de |a cadena lateral del
AA Glu 199. b) Energa libre en Kcal/maol por cada residun de la proteina, para el perindo de tiempo que va desde 0 a 4 ns. ) Calculo de
energia libre discriminando la contribucian por residuos de la proteina, para el periodo de tiempo que va desde 3 a |0 ns.
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9.9.]- GIST: determinantes cualitativas

Luego, y explotando la informacian brindada por el mismo estudio, evaluamos cualitativamente |a habilidad de |os diferentes
compuestos en mimetizar apropiadamente el comportamiento reflejado por el solvente. Mas especificamente, evaluamos la
capacidad de los diferentes ligandos en alojar atomos o grupos hidrofilicos en las regiones donde el agua demaostrd
interaccionar favorablemente con el receptor; esto es moléculas de agua fuertemente unidas: fueron seleccionadas como
aquellas con una energia libre mayor a -0.3 Kcal/maol (en términos absolutos), de nuevo, tomando como referencia el bulk.
Posteriormente, procedimos del mismo modo que en el caso
anterior, es decir superpusimos las configuraciones
adoptadas por los diferentes compuestos en el sitio de
bindig con este mapa ahora para agua ‘fuertemente unida’.
De este modo, fue posible observar que en todos |os casos
el grupo oxidrilo de la posician uno esta localizado en una
region donde el agua interacciona de manera favorable con
|a proteina. Lo mismo se observa para el &tomo de oxigeno
del carbonilo aledafio, asi como también para el oxidrilo (o
gter seqin el compuesto) de la posicidn tres del esqueleto

xantanico. Lo dicho se representa en la figura a

continuacian.  Alli, las esferas negras representan

precisamente |os sitios de agua fuertemente unida.

a.5- Modificaciones racionales: Motivo estructural para nuevos anélogos.

De este modo, pudimos obtener informacion relevante de los estudios previos, conducente a la incorporacion de
modificaciones racionales sobre los derivados xantdnicos hasta aqui analizados, con el propdsito de potenciar su actividad
como agentes anti-AChE. Esto es, por medio de célculos de energia libre y discriminacian de la misma por residuos, fue
posible establecer dos regiones principales de interaccian: por un lado, el sistema triciclico fusionado interacciona can el
residuo Trp 84 y PHE 330 por medio de pi-staking; por otra parte, la region cargada positivamente del grupo amino manifesta
|a posibilidad de interaccionar con el Glu 199 mediante un puente salino. Adicionalmente, los resultados cualitativos antes
mencionados del estudio GIST (mapa de agua fuertemente unida) arrojaron claras evidencias de la relevancia del grupo
oxidrilo en la posician uno del esqueleto xanténico, el cudl es quimicamente compatible con las propiedades del mapa de
hidratacitn en esa regian; ademas, dicho residuo mostra la capacidad de desarrallar interacciones directas con la enzima,
puntualmente formando un puente de hidrageno con la Tyr 334. Ademas, mediante las simulaciones de dindmica molecular,
se observad que estos compuestos oscilaban entre dichas regiones de interaccian, pero en algunos casos, siendo incapaces
de mantener ambos contactos simultdneamente. Todo lo dicho permite vislumbrar modificaciones simples que

potencialmente podrian incrementar la actividad de esta clase de compuestos.
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9.6.1- Nuevos derivados:

En base a todos los resultados enumerados previamente proponemos una nueva serie de derivados xantdnicos 13-
dihidroxilados. adecuadamente sustituidos de modo tal que puedan desarrollar interacciones en las dos regiones antes
descriptas, pero de manera simultéanea. Para lograr tal objetivo proponemos la introduccidn de un /zzer de mayor longitud
entre el sistema triciclico fusionado (capaz de interaccionar con Trp 84, Phe 330 y Tyr 334) y el grupo amino

(interaccionando con el Glu 199).

De este modo, proponemos el motivo estructural mostrado en |a Figura 5.1, Para dichos analogos se realizaron los mismos
estudios tedricos y siguiendo los mismos protocolos que los antes descriptos para los derivados xantdnicos estudiados

inicialmente.

Compound Amino group
6 3 diethylamine
7 4 diethylamine
® 8 5 diethylamine
NHR; 9 6 diethylamine

Main interacts Main interaction 10 5 rrolidine

Trp 84 and Gorge of ACKRE ~ Glu 199 ; Py
11 5 piperidine
12 5 morpholine

Figura 3.11. Motivo estructural de los nuevos derivados xantdnicos.

Como se puede observar, el largo del linker estudiado tedricamente fue de 3 a B atomos de carbono, incluyendo grupos
etilos como sustituyentes en el grupo amino (B, 7. 8 y 9). En |a Figura 8.1 se representan ademaés los compuestos 10, 1l y
12, aunque dichos compuestaos fueron evaluados sdlo experimentalmente (para estos dltimos derivados, sélo se llevaron a

cabo estudios de ZoekingMolecular, los resultados se comentan a continuacidn).

9.5.2- Resultados Tedricos para los nuevos anélogos:

Los resultados de las simulaciones de Zzcking Molecular revelan la capacidad de todos los nuevos derivados xantdnicos
para interaccionar mediante puente salino con el Glu 139; en tanto que las interacciones desarrolladas por el sistema

triciclico fusionado fueron similares a las descriptas por los compuestos tomados aqui como referencia.

Con el objetivo de estimar el rango de actividades esperadas para las nuevas xantonas y adicionalmente determinar una
|longitud para el linker dptima; de este modo: realizamos estimaciones de energia libre para la formacitn de los respectivos
complejos con AChE por parte de los compuestos en esta nueva serie, ademas, y del mismo modo como procedimos antes,
calculamos el nimero de puntos de la grilla correspondientes a regiones de agua facilmente remaovible ocupados por cada
ligando (Figura 9.12). Luego, realizamos también estimaciones de las contribuciones energéticas, discriminadas por

residuos de |a proteina, para el proceso de complejacion (Figura 5.13).
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Figura 8.13. Superposicidn de las estimaciones energéticas para el proceso de formacidn de los diversos complejos entre AChE y Ios
nuevos derivados xantanicos aqui propuestos. Dichos resultados se muestran discriminados seqin las contribuciones efectuadas por
parte de los diferentes residuos de la proteina.

Score GESA BOX-

Compound  docking  (Kcal/mol) BOX-1A* BOX-1B*  BOX-2A*  BOX-2B* 3A* BOX-3B*

B -IL4l -28.67 27 169 294 78 308 183
7 -1.92 -36.6 418 280 433 233 431 256
1 -2.53 -48.18 428 418 442 413 443 413
8 -2.3 -48.7 416 334 430 3al 428 38l

Figura 9.12. (*) Regiones de agua facilmente removibles (dadas como namero de puntos de la grilla que representan). 1A, 1B, 2A, 2B, 3A
y 3B hace referencia a los periodos contemplados y tipo de configuraciones para el ligando.

A partir de los valores de energia de interaccion entre el grupo amino de los compuestos evaluados con el residuo Glu 199,
podemos inferir que la longitud de linker Gptima deberia ser de o metilenos. Si observamos los resultados listados en la
Figura .12 de manera global surgen como los candidatos més promisorios los compuestos 8 y 9 (compuestos cuya linker

es de 0 y B metilenos respectivamente).

Luego, y con el objetivo de contrastar |os resultados tedricos aqui presentados, |levamos a cabo la sintesis de esta serie
de compuestos (B-8) y posteriormente su efecto como agentes anti-AChE fue evaluado mediante el métodos de Ellman's
(Figura 5.14) (25). Dichos estudios fueron realizados en colaboracian con el grupo de investigacidn dirigido por la Dra. Ana

Paula Murray.
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Finalmente, y teniendo en cuenta las contrastaciones experimentales expandimos |a serie a partir del compuesto que resultd
ser mas activo (compuesto 8), intercambiando dnicamente el grupo amino. De este modo fueron sintetizados y evaluados

|os compuestos 10-12.

9.7- Sintesis organica de los nuevos derivados xanténicos anfifilicos

En la Figura 5.13 se despliega la ruta sintética conducente a los nuevos derivados xantdnicos 1.3-dihidroxilados. Dicha
secuencia tiene como puntos de partida compuestos accesibles comercialmente y cuenta tan solo de 3 pasos de reaccion.
El primero de los mismos involucra la generacion del esqueleto xantona 1.3-disustituido, utilizando la reaccidn de Eaton's
(2B), el compuesto | fue obtenido a partir de la condensacian de acido 2-hidroxibenzoico con fluoroglucinol en presencia de
una mezcla de pentdxido de fasforo y acido metansulfénico como agente de condensacian (conocido como reactivo de
Eaton”s). Dicho compuesto fue obtenido como un sdlido amarillo dando un 60 % de rendimiento de producto aislado después
de purificacion cromatogréfica utilizando silica gel B0. La subsecuente esterificacion del grupo oxidrilo en la posicion 3 del
sistema triciclico fusionado se llevo a cabo en acetona seca/ K:Cls y los correspondientes dibromoalcanos, accediendo de
este modo a los intermediarios 2-9. Posteriormente, dichos compuestos intermediarios fueron tratados con las aminas
secundarias apropiadas para dar las correspondientes xantonas anfifilicas B-12 con buenos rendimientos (73-32%).
ademas dicha reaccidn fue realizada bajo condiciones suaves, esto es a temperatura ambiente y en un medio dnicamente

de acetona como solvente (27).

En el anexo | de esta Tesis se incorporan las caracterizaciones estructurales de dichos compuestos (IR y RMN).

9.8- Ensayos de Inhibicitn de AChE

Se utiliza AChE proveniente de anguila eléctrica (Electric eel AChE), como fuente de colinesterasa. La actividad inhibitoria
de AChE se midia /7 vitro, mediante el método espectrofotométrico desarrollado por Ellman con pequefias modificaciones
(28). La enzima liofilizada (300 U) fue disuelta en buffer fosfato A (8mM KoHP04, 2.3 mM NaH;P0s) para obtener una solucidn
madre all/ml. Luego, se realizaron diluciones de |a enzima con el buffer fosfato B (8 mM KoHPOs, 2.3 mM NaHzPOs, 0.5 M
NaCl, 0.05% Tween 20, pH 7.5). generando asi finalmente una solucian de la enzima 0.126 U/ml. Posteriormente. las
muestras fueron disueltas en buffer fosfato B con 2.5 % de metanol como cosolvente. Soluciones de la enzima (300 pl) y
de la muestra (300 pl) se mezclaron a temperatura ambiente en un tubo testigo e incubadas por B0 minutos a temperatura
ambiente. Luego, fue iniciada por adicion de 600 pl de la solucidn del subtrato (0.5 mM DTNB, 0.6 mM ATCI, 0.1 M Nag-HPOs,
pH 7.3). La absorbancia fue Ieida a 405 nm par 120 s a 27 °C. Finalmente |a actividad enzimética fue calculada a partir de
|las comparaciones en las velocidades de la reaccisn para las muestras con respecto al blanco. Todas las mediciones fueron
realizadas por triplicado. Los valores de /s fueron determinados con GraphPad Prism 8. Tacrina (9 %) fue utilizada como

inhibidor de referencia.
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Figura 5.13. Ruta sintética conducente a los nuevos derivados xantdnicos 1.3-dihidroxilados: i) P20s, &cido metansulfanico. 80 °C. 2 h;
ii) Br(CH)nBr, K2C03, acetona, r.t, 24 h; iii) amina secundaria, acetona, r.t, 24 h.

Compound Linker length Amino group IC50 £ SD (1IM)

6 3 diethylamine 3.29+0.26

7 4 diethylamine 4.86+0.50

8 5 diethylamine 0.69+0.10

9 6 diethylamine 2371033

10 5 pyrrolidine 0.95+0.19

11 5 piperidine 0.46 + 0.02

12 5 morpholine 12.09 + 1.87

tacrine® - - 0.029 +£0.003
# Reference inhibitor.

Figura .14, Resultados de inhibicidn para los diversos compuestos, determinados mediante el método colorimétrico de Ellman.

9.9- Propuesta de futuras modificaciones

A partir de los resultados obtenidos previamente, y considerando los incrementos de actividad logrados en los compuestos
antes propuestos y evaluados; se realizaron evaluaciones tedricas de un par de nuevos compuestos, los cuales mantienen
las caracteristicas estructurales antes sefialadas, esto es: el sistema triciclico fusionado del esqueleto xantdnico
(manteniendo el hoxidrilo de la posicidn [) y un grupo cargado positivamente en la cadena lateral, separados ambos mativos
por un linker de longitud adecuada. De este modo, en la Figura 5.19 se muestran las estructuras de estas novedosas
xantonas aqui evaluadas computacionalmente. En este punto, vale la pena destacar que una caracteristica comin a estas
moléculas, es la incorporacion de aminoécidos que contengan grupos aminos o derivados en sus cadenas laterales. los
cudles podrian estar cargados en condiciones fisiolgicas, y de este modo interaccionar de manera analoga a los

compuestos de la serie anterior.

Dicho esto, y més alla de las evaluaciones que aqui se presentan, es importante mencionar la necesidad de corroborar las

predicciones en cuanto al modo de interaccidn de los derivados xantdnicos propuestos, sintetizados y biolagicamente
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evaluados hasta este punto (estamos haciendo referencia especificamente a la obtencian de informacidn estructural
experimental de os respectivos complejos, mediante cristalografia de rayos X, por ejemplo). Dichos estudios sentarian una
base de conocimiento mucho més firme para el desarrollo de nuevas generaciones de xantonas como agentes anti-AChE,
con actividades inhibitorias potenciadas. Méas alla de la evidente importancia de los estudios mencionados, este objetivo

esta fuera del alcance de esta tesis.

Los nuevos anélogos tedricamente propuestos, en principio serian sintéticamente accesibles, y dicha secuencia implicaria
|a utilizacion de aminoacidos (puntualmente lisina o arginina). |o cual podria permitir acceder a estructuras de una mayor
complejidad, en relativamente pocos pasos de sintesis. Ademaés, estos nuevos ligandos podrian tener |a ventaja adicional de

ser compuestos més biocompatibles, justamente por sus caracteristicas estructurales.

En la Figura 5.13 se muestran ademas |os resultados de las puntuaciones obtenidas a partir de las simulaciones de Jocking
Malecular. Aqui vale la pena mencionar que si bien los resultados obtenidos para la primera serie de compuestos agqui
evaluados (Figura 8.3) no tuvieron una adecuada correlacion con las determinaciones experimentales, si observamos los
resultados para los compuestos B-3, volcados en las Figuras 5.12 y 5.14, encontramos una mejor performance para dicha
metodologia. Por |o tanto, y por tratarse de compuestos estructuralmente similares, contemplaremos estos resultados. De
este modo, ambos compuestos X y X2 manifestaron una mejor performance en cuanto a las funciones de Szore de Docking
obtenidas que los derivados anteriores. Posteriormente se llevaron a cabo simulaciones de Dindmica Molecular para el
compuesto Xl (la seleccion se basa en las posiciones de Docking predichas similares a las de los compuestos anteriores B-
8), y se aplica nuevamente el método MM-GRSA para calcular |a energia libre del proceso de formacian de dicho complejo,
asi como también su descomposician segan las contribuciones de los diferentes residuos de |a proteina (Figura 9.16). Para
dicho complejo se obtuvo un valor de delta de energia libre de -63 Kcal/mol. Dichos resultados lo convierten en un
compuesto altamente promisorio. A partir de la informacisn dada en la Figura 5.16 se puede apreciar la posibilidad de este
compuesto de sumar una interaccian de alta intensidad con el residuo Glu 327 perteneciente a la triada catalitica (més alla
de que la magnitud de dicha interaccion puede estar siendo sobre estimada, aun asi los resultados no dejan de ser

promisorios).

O OH O OH
S Lo b
NHZ NHZ
X1 X2
Score Docking: 13.5 Score Docking: 13.9

Figura 5.13. Estructura de nuevos derivados incorporando aminoécidos en su estructura.
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Figura 8.1B. Estimacian energética para el proceso de formacion del complejo entre AChE y XI. Dichos resultados se muestran
discriminados segin las contribuciones efectuadas por parte de |os diferentes residuos de la proteina.

9.10- Conclusiones del Capitulo

A lo largo de este capitulo llevamos a cabo una serie de estudios que nos permitieron racionalizar el modo de interaccidn
de un serie de |.3-dihidroxixantonas previamente reportadas como agentes anti-AChE. De las diferentes metodologias
aplicadas, los estudios de GIST (estudio de las propiedades termodinamicas del agua de hidratacin) arrojaron los mejores
resultados en cuanto a su capacidad predictiva. Una aclaracion pertinente en este punto es que los resultados obtenidos
para dicho estudio pueden ser altamente dependientes del tamafio de los compuestos considerados. En este sentido en
todos los casos se realizaron comparaciones sobre moléculas pertenecientes a la misma familia de compuestos y sin
variaciones trascendentes en el tamafio de los mismos. Ademés, y mas alld de la aproximacion cuantitativa antes
mencionada para dicho enfoque; fue posible establecer patrones cualitativos en la estructura de los nuevas analogos, a
partir de la deteccion de regiones de agua fuertemente unida, las cuales deberian ser remplazadas con grupos del ligando

quimicamente compatibles (hidrofilicos).

Luego, y en base a los resultados anteriores, se propusieron modificaciones racionales simples con el objetivo de lograr
una potenciacion de la actividad inhibitaria; finalmente, se sintetizaron y evaluaran bioldgicamente una nueva serie de
xantonas anfifilicas. Dentro de dicha serie, el compuesto 1l mostra el mayor efecto inhibitorio de la enzima AChE con un
5z de 0L46 pM; esto es aproximadamente un orden de magnitud més potente con respecto a los derivados previos més

activos.
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CAPITULD B

L3 ciencia serd siempre una bisqueds,
Jamds un descubrimiento real
£s un vigje, nunca una Negads,

-Karl Popper

Conclusiones generales

A lo largo de este trabajo intentamos explorar principalmente camo las interacciones no covalentes se ven moduladas por
|as propiedades de hidratacitn de su entorno local (o desde la otra cara de la misma moneda, como se ven moduladas segin
|a hidrofobicidad o hidrofilicidad local). Mas especificamente, a |o largo de esta Tesis, centramos nuestra atencian en el
estudio de interacciones no covalentes electrostéticas: en principio en sistemas modelo simples (placas de grafeno
funcionalizadas adecuadamente) y luego en sistemas complejos, como lo son las proteinas. En ambos escenarios vimos que
|os resultados fueron unidireccionales. y revelaron la necesidad imperiosa de considerar explicitamente al agua (medio)
como el tercer actor principal en la escena, dande su presencia o ausencia, no pasa inadvertida, impartiendo una clara
modulacidn de las interacciones no covalentes que en ella tengan lugar. Finalmente, mostramos que dichas observaciones

fundamentales pueden ser explotadas, por ejemplo, en el campo del disefio de farmacos.
De este modo, algunas de las contribuciones de este trabajo podrian ser resumidas en |os siguientes puntos:

e  Enel segundo capitulo, en primer lugar examinamos como las propiedades del agua de hidratacian afectan a las
interacciones electrostaticas que en ella tienen lugar. Por medio de un estudio sistematico de las energias de
autoensamblado de sistemas con cargas embebidas en distintos entornos quimicos, pudimos probar que la
hidrofobicidad local optimiza las interacciones de carga. De hecho mostramos que por medio de |a seleccian del
entorno quimico apropiado se puede duplicar la energia de autoensamblado de |os sistemas estudiados, adn con
exactamente la misma interaccidn de cargas. Por dltimo, pero no por ello menos importante, pudimos atribuir
casi la totalidad de la diferencia encontrada sobre las energias de enlace a un comportamiento diferencial del

agua hidratando cada uno de |os sistemas.
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Luego, en parte de |os capitulos 2 y 3, indagamos en la modulacian de interacciones no covalentes fundamentales
para la estructura proteica como |os son los puentes de hidrogeno del backbone (BHBs). Alli también dimos cuenta
de la influencia del grado de exposicion al solvente sobre este tipo de interacciones electrostaticas, mediante
simulaciones de Dinamica Molecular con dichas macromoléculas disueltas en un medio de agua pura, asi como
también, en mezclas incluyendo un cosolvente organico. De este modo, en primer lugar, pudimas ver que el nivel
de desproteccion de BHBs en una serie de proteinas en su forma apo (las mismas involucradas en interacciones
proteina-proteina en las vias metabdlicas en las cuéles ejercen su funcidn), no solo afecta la intensidad de dicha
interaccian sino que, finalmente, termina condicionando la estructura local e incluso la dindmica en solucidn de
dichas proteinas. Adicionalmente. comparamos esta situacion con |a observada para una serie de complejos de
estas macromoléculas, tanto con sus ligandos naturales como asi también con pequedias moléculas disruptivas
de los correspondientes complejos proteina- proteina. Alli, dimos cuenta de |a estabilidad estructural de dichos
complejos, en parte, concedida por cambios en las propiedades de hidratacion de ciertos BHBs. Finalmente,
acufiamos el nombre de CHBs para todos aquellos BHBs con comportamiento diferencial entre su forma apo en
solucion (dindmica) y su estructura  termodindmicamente més estable, como lo es la obtenida
experimentalmente, por ejemplo por cristalografia de rayos X Asi, argumentamos también sobre la necesidad de
incorporar la nocidn de las proteinas como objetos inherentemente dindmicos, es decir, de entender que existen
motivos de unién y motivos de reconocimiento molecular no necesariamente identificables en la estructura mas
estable (aquella obtenida de manera experimental) sino, mas bien, circunscritos a estados transitorios en |a
dingmica en solucion de dicha proteina.

También indagamos en las caracteristicas 'adherentes’ de estas zonas de la proteina caracterizadas por una
dingmica en solucion especialmente exacerbada respecto de |o observable en la estructura cristalina. Luego,
probamos que estas zonas de mayor variabilidad dindmica, efectivamente estan especialmente involucradas en
el reconocimiento y unidn de sustratos, y nuevamente, tienden a volverse més rigidas una vez acoplado el ligando.
En el capitulo 3 realizamos caracterizaciones termodinamicas del proceso de ruptura de dichos CHBs. y los
clasificamos segiin la dindmica observada en el proceso de ruptura y restitucian, en interacciones con una
dinamica rapida o lenta; luego dicha condicidn resultd coincidente con |a existencia o no de un segundo minimo
en el perfil de ruptura de dicha interaccidn.

Hacia el final del capitulo 3 exploramos la utilizacion de propensiones de puentes de hidrdgeno del backbone de
un modo predictivo de |a eficiencia de un ligando en su union a la proteina blanco objeto de estudio. De este modo,
esta aproximacicn se validd para un set de moléculas quimicamente diversas con reportada capacidad disruptiva
de la interaccion MDMZ-pad. Luego, en el capitulo 4 aplicamos esta nueva metodologia, junto a otras
aproximaciones bien establecidas en quimica medicinal, en la bisqueda de nuevos inhibidores del complejo MDMZ-
pad. Asi, se propuso una nueva serie de quinolonas como promisorios candidatos en este contexto,

En el capitulo 3. en principio indagamos en |a aplicacion de estudios de propensiones dinamicas de puentes de
hidrageno del backbone en la optimizacian de nuevos inhibidores de la enzima AChE. Alli se hicieron evidentes las

limitaciones de esta nueva metodologia en casos en los que la proteina blanco presenta una cavidad de unidn bien
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definida, y altamente estructurada; y dande esta caracteristica estructural podria ser conferida (al menos en
parte) por la desolvatacidn de estos sitios (promovida por sus caracteristicas geométricas inherentes). Luego,
en este mismo capitulo, apelamos a la caracterizacion termodinamica del agua en el sitio de unidn de la enzima
AChE, y de este modo determinamos aquellas regiones donde el agua interacciona desfavorablemente con la
proteina (y por lo tanto caracterizada por una elevada energia). Dicho de otro modo: confeccionamos mapas de
hidratacidn con especial interés en regiones ocupadas por agua facil de remover. Posteriormente, se evalud la
utilizacion de una nueva funcidn de puntuacicn para la clasificacian de una serie de ligandos como inhibidores de
AChE, en funcién del nimera de sitios de agua facilmente removibles que en teoria serian capaces de desplazar
bajo asociacion con la proteina. Finalmente, haciendo uso de esta dltima aproximacian (ya empleada del mismo
modo en otros contextos), asi como también de otras metodologias ampliamente aplicadas en quimica medicinal,
propusimos una serie de modificaciones racionales sobre una serie de xantonas con capacidad inhibitoria de
AChE previamente reportada. Asi, se sintetizaron y evaluaron bioldgicamente una set de nuevos derivados
xantonicos anfifilicos |.3-dihidroxilados, de los cuales el compuesto 1l mostrd la mayor capacidad inhibitoria con
un valor de /s de 0.46 pM. Evidenciando de este modo un incremento en su potencia como agente anti-AChE

entre uno y dos drdenes de magnitud con respecto a los andlogos predecesores.
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- ANEXO -

En este anexo se describen los precidimientos experimentales para la obtencidn de anlogos de los compuestos CH-6 y CH-
7T (CH-6* y CH-T*), descriptos en el capitulo 4; asi como también la nueva serie de xantonas anfifilicas descriptas en el

capitulo 8.

Al. Detalles experimentales generales

Todas las reacciones fueron realizadas bajo atmasfera de argan usando una linea de Schlenk estandar. Todos los solventes
fueron secados y destilados antes de su utilizacidn. Las reaciones fueron monitoreadas por TLC (thin-layer chromatography)
en placas de silica gel (B0F-254) y luego visualizadas bajo luz UV (ultravioleta) o bien utilizando un 9% de 4cido
fosfomolibdico en etanol como revelador.

Todos los espectros de 'H y "C fueron adguiridos a temperatura ambiente, utilizando cloroformo deuterado, acetona
deuterada o dimetilsulfaxido deuterado como solventes, en un espectrofotdmetro Bruker Avance ARX-300. En todos los
casos |os diferentes desplazamientos quimicos son reportados en partes por millon (ppm) tomando como referencia
tetrametilsilano (TMS), y considernado la sefal residual del solvente (CDCls: 7.26 ppm para'H NMR y 77.16 ppm para “C NMR;
DMSO-z: 2.50 ppm para 'H NMR y 39.50 ppm para “C NMR; Acetone-z: 2.09 ppm para 'H NMR, 30.60 y 205.87 ppm para “C
NMR). Las multiplicidades de las sefiales se abrevian como: s = singulete. d = doblete, t = triplete, q = quarteto, m =
multiplete). Los espectros de IR fueron obtenidos en un espectrometro Perkin-Elmer Paragan 1000 FT-IR, en el modo ATR
(Attenuated total reflectance), a temperatura ambiente. Los puntos de fusién de los diferentes compuestos fueron
determinados en un instrumento Buchi 510 y no fueron corregidos. Los espectros de masa fueron adquiridos en un equipo
Agilent CG-78903 con un detector selectivo de masas MS-a377A MSD, mediante ionizacian de la muestraa 70 eV. La pureza
de los compuestos volatiles y |os analisis cromatograficos fueron determinados con un equipo GG Shimadzu (GC-14B)
equipado con una columna HP-GMS column (30 m = 0.25 mm x .25 pm), utilizando nitrdgeno comao gas portador. Los
espectros de masa de alta resolucion fueron adquiridos en un equipo Thermo Fisher LTE Orbitrap XL. (para El) and a Finnigen
MAT 3a (para ESI).

La purificacidn de los diversos compuestos se llevd a cabo por cromatografia en columna flash con Macherey Nagel MN

Kieselgel BOM (0.040- 0.063 mm / 230-240 mesh ASTM).

A2- Procedimientos experimentales: obtencidn de los compuestos CH-6* y CH-7*

A2-1. Sintesis chalcona 3*, 1-(4-bromofenil)-3-(4-clorofenil) prop-2-en-1-ona '

L Daniel R. Palleros. Journal of Chemical Education. 2004. 81: 1345- 1347.
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En un mortero se mezclaron manualmente durante algunos minutos una mezcla equimolar de 4-bromoacetofenona y 4-
clorobenzaldehido (0.0 gr y 0.38 gr respectivamente), junto a 2 equivalentes de hidraxido de sodio (0.210 gr).
Posteriormente, y una vez que dicha mezcla se encontrd homogéneamente como un liquido, el contenido se volcd sobre
hielo, se lava con agua destilada. seca, y finalmente el crudo resultante se purific por cromatografia en columna utilizando
silica gel B0. Asi. se obtuvo el producto deseado 3* como un salido amarillo muy palido (0.6 gr. 70% rendimiento). por
elucidn isocratica con hexano/Et0Ac (38:2). P.f: 163- 164 °C.

Caracterizacidn: "C-RMN (75 MHz, COCl), &: 1218, 128.0, 129.3, 123.5, 130.0, 132.0, 133.2, 136.70, 136.76, 143.8, 189.07.

A2-2. Sintesis alcohol derivado 4*, 1-(4-bromofenil)-3-(4-clorofenil) prop-2-en-1-ol:

Bajo atmasfera de argan, se solubilizd la chalcona 3* (0.6 gr. 1.8 mmol) en dietil éter controlando la temperatura en -30
of, posteriormente se adiciond lentamente LiAlH4 (0.45 mmal, 16 mg). Se mantuvo con agitacian a la misma temperatura por
aproximadamente | hora, hasta que la reaccion se completd (el avance fue monitoreado por TLE). Es importante resaltar en
este punto |a necesidad de controlar |a temperatura en el rango antes seialado, ya que, cuando la reaccian se llevo a cabo
a temperatura ambiente o con un bafio de hielo, se evidencid la reduccidn del doble enlance.

Luego el exceso del agente reductor se descompuso mediante el agregado de una solucidn saturada de cloruro de amanio.
El compuesto deseado se extrajp con diclorometano. Asi, se obtuvo el producto deseado (como una mezcla de
diasteroisimeros) con una consistencia oleosa (70 % rendimiento producto crudo, 0.4 gr) . Dicho compuesto se utiliza sin

purificacian posterior en |a evaluacian del proximo paso de reaccian.

Caracterizacitn: “C-RMN (75 MHz, COCI:), &: 79.06, 78.18, 126.5, 127.03, 127.64, 127.68, 128.5, 128.56, 130.24, 130.41, 131.32,
131.02, 136.56, 14112, 141.20.

A2-3. Sintesis CH-6* y CH7*, 1-bromo-4-(3-(4-clorofenil)-1-((3-metilbut-2-en-1-il) oxi) alil) benceno:

Bajo atmasfera de argan. se colocd una suspencidn de NaH en éter etilico. Posteriormente, se adiciond lentamente el alcohol
derivado 4* (0.4 gr. | mmol) se solubilizadd en el mismo solvente organico y finalmente, se incorpord el haluro de alquilo
correspondiente, en este caso bromuro de prenilo (13 eq. 1.9 mmol, 0.5 mg). Dicha reaccidn se dejo evolucionar a
temperatura ambiente; y se evalud su avance por TLC. El exceso de hidruro se descompuso mediante agregado de agua
acidulada; posteriormente se realizaron extracciones con diclorometano, y luego de secarse la fases organicas con Ga(0H)2,
y posterior eliminacién del solvente organico en rotavap, se obtuvo el producto crudo como un oleo. Sequidamente, su
purificacion se efectuo mediante cromatografia en columna utilizando silica gel B0. Asi, se obtuvieron los compuestos CH-

6* y CH-T* como una mezcla (0.29 gr . B0% rendimienta), por elucidn isocrética con hexano/Et0Ac (38:2).

Caracterizacitn: “C-RMN (75 MHz, COCIz), &: 18.06, 25.77, 65.02, B0.68, 120.77, 12141, 127.71, 128.40, 128,61, 128.63, 129.58,
130.22, 130.26, 130.63, 131.57, 131,77, 133.33, 134.89, 137.38, 140.19.
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A3- Procedimientos experimentales y caracterizaciones de las xantonas anfifilicas 1,3-

dihidroxiladas (capitulo 3)

A3-1. 1,3-dihidroxixantona (1)

Bajo atmasfera de argon, se mezcld pentdxido de fasforo (0.90 g, 6.35 mmal) y &cido metansulfanico (0.13 g, 15 mL, 0.10
maol). Dicha mezcla se calentd a 90 °C durante 30 minutos aproximadamente (hasta obtener una solucidn limpida). Luego,
se adiciond una mezcla de floroglucional (0.38 g, 3 mmol) v &cido 2-hidroxibenzaico (0.46 g, 3 mmol); dicha reaccian se
mantuvo con calentamiento a reflujo durante | hora, monitoreando el avance por TLEC. Una vez completada la reaccidn, la
mezcla se volcd sobre una mezcla de agua-hielo. Como resultado en este paso se obtuvo un sélido naranja. el cual fue
filtrado y lavado con agua destilada. Finalmente, el residuo resultante se purifica por cromatografia en columna utilizando
silica gel B0. Asi, se obtuvo el producto deseado | como un sdlido amarillo (0.48 g. 2.1 mmal, 70%), por elucian isocratica
con hexano/Et0Ac (80:20).

Caracterizacidn: P.f. 255-257 °C. 'H NMR (300 MHz, DMSO-): & .20 (d, /= 21 Hz, I H), B.37 (d, /=21 Hz, 1 H), 7.42-T.45 (m,
2 H), 755 (td, /= 8.0 Hz, 1 H), B.AD (dd, /= B.0, T H, 15 Hz), ILO7 (s, 1 H), 12.80 (s. | H); IR (KBr), v (cm™): 3327, 1654, 161D,
[570, 1431, 1470, 1445, 1222, 1163, 1078, 827, 762. T NMR (DMSO-z4, 75 MHz): & 95.1, 99,1, 103.1, 18.2, 120.7,125.3, 126.6, 135.7,
106.4, 158.1, 163.8, 165.2, 180.4.

A3-2. Procedimiento general para la sintesis de los derivados 3-bromoalcoxixantonas ®

Bajo atmasfera de argan, se hizo reaccionar una mezcla de 1 (100 mg, 0.4 mmol) y K2C0z (110 mg. 0.8 mmol) en acetona seca
(2 mL), con los respectivos |/dibromoalcanos (0B mmol, 7 > 2), a temperatura ambiente durante 24 horas
aproximadamente. Dicha reaccian fue monitoreada por TLE; y una vez concluida se proceso valcando el contenido sobre
hielo. Luego, el resultante salido amarillo se filtrd, lava con agua destilada, se secd bajo corriente de aire, y el residuo final
fue purificado por columna cromatografica utilizando silica gel BO. De este modo, los correspondientes compuestos 2-3 se

obtuvieron por elucion isocratica con mezclas hexano/EtDAc (95:5). como sdlidos amarillos.

Caracterizaciones estructurales:

Compuesto 2, 3-(3-Bromopropoxi)-1-hidroxi-9H-xanten-3-ona: Rendimiento de producto aislado 60% (sdlido amarillo
palido), obtenido por reaccitn del compuesto 1 y 1.3-dibromopropano. P.£: 113-121 °C; 'H-RMN (300 MHz, CDCls), &: 2.28-
2.39 (m, 2 H), 3.94 (t, 2 H). 412 (t. 2 H), 6.34 (d, | H), B.43 (d, 1 H), 7.42-7.44 (m, 2 H), .71 (ddd, | H), B.24 (dd. | H), 12.85 (s. |

2 Eaton, P. E; Carlson, 6. R.; Lee, . T. J drg. Lhem 1873, 55(23), 4071-4075.
3 Theng-Min Yanga, Jun Huanga, Jiang-Ke [ina, Zhi-Kai Daib, Wen-Li Lana, Gui-Fa Sua, Huang Tanga, Feng Yanga. Fur J/ Med Lhem.
2014, 55, 487-497.
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H, DH). C-RMN (75 MHz, COCls): d 29.6, 30.0, 66.0, 83.2, 87.5, 1041, 1176, 120.1, 124, 125.9, 135.1, 156.1, 157.7, 163.6, 165.8,
180.8. IR (KBr): 3450, 2965, 16D, 161, 1575, 1485, 1297, 160, 1037, 828 cm

Compuesto 3, 3-(4-Bromobutoxi)-1-hidroxi-9H-xanten-3-ona: Rendimiento de producto aislado 43 % (sdlido amarillo);
a partir del compuesto 1 y |4-dibromobutana. P.£:132-135 °C; 'H-RMN (300 MHz, COCI3): & 2.76-2.79 (m, 4 H), .83 (. Z H),
425 (t, 2 H), 6.38 (d, 1 H), 8.53 (d, 1 H), 7.43 (m, I H), 7.56 (d. I H), 7.87 (ddd, | H), B.23 (dd, | H), 12.88 (s, | H. OH). "C-RMN (75
MHz, CDCls): d 27.7,29.4, 33.3, 67.6, 83.2, 87.5, 104.0, I17.6, 120.8, 124.1, 125.9, 135.5, 136.1, 157.8, 163.6, 166.1, 180.8. IR (KBr):
m 3546, 2959, 1663, 1609, 1572, 1489, 1299, 1158, 1081, 824 cm’!

Compuesto 4, 3-(5-Bromopentiloxi)-1-hidroxi-3H-xanten-3-ona: rendimiento de producto aislado a0% (salido
amarillo); obtenido por reaccion del compuesto 1y 1.5-dibromopentano. P.f.: 130-132 °C; 'H-RMN: (300 MHz, COCs): & 1.31-
140 (m, 2 H), 1.85-2.00 (m, 4 H), 3.46 (t, Z H), 4.01 (. 2 H), 6.33 (d. | H), B.41 (d, I H), 7.34-T.40 (m, 2 H), 7.70 (ddd, | H), B.24
(dd, 1 H), 12.85 (s. I H. OH). "C-RMN: (75 MHz, CDCls): 5 24.8, 28.3, 32.5, 33.5, 68.3, 33.3, 97.5, 1041, I17.7, 124.1, 126.1, 128.0,
135.1, 156.1, 157.8, 163.7, I6B.3, 180.9. IR (KBr): 3480, 2346, IGE, 1503, 1573, 1481, 1296, 1153, 1038, 820 cm-'

Compuesto 3, 3-(B-Bromohexyloxy)-1-hydroxy-3H-xanthen-3-one: rendimiento de producto aislado a0% (sdlido
amarillo); obtenido por reaccion del compuesto 1y 1,6-dibromohexana. m.p.: 139141 °C: 'H-RMN: (300 MHz, COCls): d 1.35-
.58 (m, 4 H), 1.81-1.92 (m, 4 H), 3.40 (t. 2 H), 4.03 (t, 2 H), B.31 (d. | H), 8.33 (d, I H), 7.36-7.4l (m, 2 H), 7.68 (ddd, I H), 8.24
(dd, 1 H), 12.85 (s, I H. OH). "C-RMN: (75 MHz, CDCls): d 25.3, 279, 28.9, 32.7, 33.8, 68.5, 93.3, 37.5, 1039, 7.7, 120.7, 124/,
125.9,135.0,157.8, 1637, 165.1, 166.3, 180.8. IR (KBr): m 3430, 2945, 662, 1602, 1573, 1462, 1296, 173, 1074, 823 cm.

A3-3. Procedimiento general para la sintesis de los derivados I-hidroxi-3-aminoalkoxixantona

Bajo atmadsfera de argan, se hizo reaccionar una mezcla de 2-3 (1 mmol) en acetona seca. junto a las correspondientes
aminas secundarias (dietilmina, pirroliding, piperidina, o morfolina, 2.5 mmol). La solucian resultante fue agitada a
temperatura ambiente hasta que la reaccian se haya completado (24-48 horas). El avance de dichas reacciones fue
monitoreado por TLEC. Finalmente, la mezcla de reaccidn se volca sobre hielo y el sdlido amarillo palido resultante fue
colectado por filtracidn, luego lavado con agua destilada, ofreciendo de este modo los compuestos B-12 respectivamente

sin necesidad de purificacidn adicional.

Caracterizaciones estructurales:

Compuesto B, 3-(3-(dietillamino) propoxi)-1-hidroxi-3H-xanten-3-ona: rendimienta de producto aislado 83% (sdlido
amarillo); a partir del compuesto 2 y dietilamina. P.f. 130-131 °C; 'H-RMN: (300 MHz, COCs): & .06 (t, B H), 1.82-1.88 (m. 2
H). 2.42-2.48 (m, 4 H), 2.05-2.08 (m, 2 H), 4.0 (t. 2 H). .34 (d. | H), 5.41 (d, 1 H). 7.43-7.50 (m, 2 H), 7.71 (ddd. | H). 8.23 (dd.
I H), 12.85 (s, | H, OH). "C-RMN: (75 MHz, CDClz): d 8.8, 29.6, 47., 49.2, 5.5, 93,1, 97.5, 104.2, 117.5,120.3, 1242, 125.9, 1341,
136.1, 157.8, 163.5, 165.2, 180.9. IR (film): 3430, 3055, 2986, 1653, 160G, 1468, 1265, B9, 824, 743 cm. HRMS (EI) m/z:
3411627 calculado para CzoHzsNDs, encontrado 3411631,

Compuesto 7, 3-(4-(Dietilamino) butoxi)-1-hidroxi-3H-xanten-3-ona: rendimiento de producto aislado 80% (sdlido
amarillo); a partir del compuesta 3 y dietilamina. P.f: 181-183 °C; 'H-RMN: (300 MHz, CDCls): & 114 (t, B H), 1.70-1.75 (m, 2 H),
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77-1.84 (m, 2 H), 2.31-3.02 (m, 6 H), 4.18 (t. 2 H), 6.43 (d. I H), 6.67 (d. I H), 7.60-7.63 (m, 1 H), 7.73 (d. | H), 7.90 (ddd, [ H),
8.7 (dd, I H), 12.81 (s, I H, OH). *C-RMN: (75 MHz, CDCl): 5 8.7, 206, 26.2, 46.8, 51.2, 7.5, 93.0, 97.3, 103.9, 7.5, 120.5, 124.0,
125.7,135.1, 155.9, 157.7, 165.6, 163.4, 180.7. IR (film): 3432, 3051, 2985, 1850, 1B03, 1485, 1262, 170, 823, 745 cm’! HRMS (EI)
m/z: 3aa.1784 calculado para CzHzsNDs, encontrado 355.1788.

Compuesto 8, 3-((3-(dietilamino) pentil) oxi)-1-hidroxi-3H-xanten-3-ona: rendimiento de producto aislado 80% (salido
amarillo); a partir del compuesto 4 y dietilamina. P.f.: 150-151 °C, 'H-RMN: (300 MHz, COCl): & 1.05 (t,  H), 1.51-1.70 (m, 4 H),
.82-1.93 (m, Z H), 2.48-2.52 (m, B H), 4.0a (t. 2 H), 6.34 (d. I H), B.41 (d, 1 H), 7.45-7.31 (m, 2 H), 7.71 (ddd, | H), B.23 (dd, I H),
[2.85 (s, | H, OH), C-RMN: (75 MHz, COCls):  24.1, 26.8, 29.1, 47, 52.9, 68.7, 93.3, 978, 104.2, 7.8, 124.1, 126.1, 135.0, 156.4,
157.8, 163.3, 66.5, 180.9, IR (film): 3440, 2364, 2730, 1BB0, 1603, 1571, 1472, 1329, 1238, 1179, 1079, 821, 758 em. HRMS (EI)
m/z: 369.1340 calculado para Cz2HzNDs, encontrado 368.1344.

Compuesto 8, 3-((B-(dietilamino)hexil) oxi)-1-hidroxi-3H-xanten-3-ona: rendimiento de producto aislado 75% (sdlido
amarillo); a partir del compuesta 5 y dietilamina. P.f.: 10-111 °C; 'H-RMN: (300 MHz, COCls): & 1.06 (t, J = 8.0 Hz, B H), 1.24-
.34 (m, 2 H), 142-1.03 (m, 4 H), 1.80 (tt. J = 7.9, 4THz, 2 H), 242 (. J = 76 Hz, 2H), 3.0 (q. J = BOHz 4 H), &I (t. J = 47
Hz, ZH),6.37(d. J =19 Hz, 1 H), B.60 (d, J = 2.1 Hz, | H), 7.26-7.35 (m, Z H), 7.36 (td, J = 7.5, 2.0 Hz, I H), 8.00 (dd. J = 7.5,
2.0Hz, 1 H), 1271 (s, T H, OH). 13C NMR (75 MHz, CDCls): 8 8.7, 23.4, 256, 26.7, 28.8, 9.8, 46.3, 5.3, 68.5, 93.2, 87.5, 103.9,
I17.6,120.7,124.1,123.9,135.1, 156.1, 157.8, 163.6. 166.3, 180.8. IR (film): 3443, 2854, 1665, 1600, 171, 1468, 1320, 1170, 824, 747
cm . HRMS (EI) m/z: 383.2097 calculado para CasHasNDs, encontrado 383.2093.

Compuesto 10, 1-Hidroxi-3-(5-(pirrolidin-1-il) pentiloxi)-3H-xanten-3-ona: rendimiento de producto aislado 92%
(sdlido amarillo); a partir del compuesto 4 y pirrolidina. P.f.: 105-106 °C; 'H-RMN: (300 MHz, COCls): & 1.47-1.54 (m, 2 H), 1.56-
1.63 (m, 2 H), 174-1.80 (m, 4 H), 1.81-1.87 (m. 2 H), 2.44-2.32 (m, 6 H), 4.03 (t. 2 H), 5.31 (d. 1 H). 6.3 (d, I H), 7.33-7.38 (m,
[H), 7.40 (d. 1 H), 7.69 (ddd. 1 H). 8.22 (dd. I H). 12.82 (s. I H, OH). “C-RMN: (75 MHz, COClz): 5 23.5,24.3, 28,8, 29.0, 54.3, 56.5,
68.7,93.3,876,103.9,117.7,120.4,124.1, 126.0, 135.0, 136.2, 157.8,163.7, 166.4, 180.9. IR (film): 3430, 2948, 2733, 1662, 608,
(571, 1468, 1316, 1299, 166, 082, 824, 763 cm’. HRMS (EI) m/z: 367.1784 calculado para CazHysND4, encontrada 367.1789.

Compuesto 11, 1-hidroxi-3-((3-(piperidin-1-il)pentil)oxi)-3H-xanten-3-ona: rendimiento de producto aislado 80 %
(sdlido amarillo); a partir del compuesto 4 y piperidina. P.f: 101-102 °C; 'H-RMN: (300 MHz, CDC): & 1.26- 1.32 (m. 2 H),
.40-1.68 (m, 8 H), 1.7T6-1.82 (m, 2 H), 2.30-2.33 (m, B H), 4.0a (t. 2 H), 6.34 (d. | H). 6.42 (d. | H), 7.32-7.37 (m. | H), 7.44 (d,
[H), 7.71 (ddd, | H), 8.26 (dd. I H), 12.82 (s. | H, OH). "C-RMN: (75 MHz. COCla): & 24.2, 248, 26.1, 26.8, 23.0, 54.8, 53.5, 68.7,
93.4,976.103.9.117.8,120.8,124.1,126.1, 134.9, 156.1, 157.9, 163.6, 166.4, 180.9. IR (film): m 3430, 2930, 2853, 166!, 1607, 1368,
468, 1298, 1175, 1078, 823, 745 cm". HRMS (E1) m/z: 3811940 calculado para CzsHzNDs, encontrado 3811945,

Compuesto 12, 1-hidroxi-3-((5-morfolinopentil)oxi)-9H-xanten-3-ona: rendimiento de producto aislado 82 % (salido
amarillo); a partir del compuesto 4 y morfalina. P.£: 130-131 °C; 'H-RMN: (300 MHz, COCs): & 1.35-1.50 (m, 4 H), 1.62-1.75 (m,
2H), 2.40-2.53 (m, 6 H), 4.04-4.11 (m, 6 H), 6.34 (d. 1H), 6.43 (d. 1 H). 7.36-7.40 (m. 1 H), 7.43 (d. 1 H), 7.71 (ddd. 1 H). 8.26 (dd,
[H), 12.82 (s, I H. OH). C-RMN: (75 MHz, COCk): 5 24.0,26.3, 28.9, 46.5, 59.3, 68.2, 68.6, 83.7, 97.4, 103.7. 7.5, 120.7, 124,
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126.1,135.1, 156.1, 157.9, 163.B, 166.3, 180.9. IR (film): 3432, 2941, 1654, 1609, 1568, 1486, 1319, 12RE, 1168, 825, T44cm™. HRMS
(E1) m/z: 383.1733 calculado para CazHosNIs, encantrado 383.1738.
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Figura Al. “C-RMN: I-(4-bromofenil)-3-(4-clorofenil) prop-2-en-l-ona (75 MHz, COCs).
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Figura AZ2. "*C-RMN: 1-(4-bromofenil)-3-(4-clorofenil) prop-2-en-I-ol (75 MHz, COCIs).
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Figura A3. “C-RMN: I-broma-4-(3-(4-chlorofenil)-I-((3-metilbut-2-en-1-il) oxi) alil) benzene (75 MHz, CDCIs).

o - o P
o =] - P ..-.E?J
=] P B R
I 1 e W W O OH
I O ' OH
1

-----------------------------------------------

135 130 1% 120 113 1.0 105 100 95 2.0 B

Figura AS. 'H-RMN: 1.3-dihidroxi-3H-xanten-3-ona (300 MHz, DMSO- ).
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Figura AB. "C-RMN: | 3-dihidroxi-3H-xanten-3-ona (75 MHz, DMSO- ).
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Figura A7. 'H-RMN of 3-(3-bromopropoxi)-I-hidroxi-3H-xanten-9-ona (300 MHz, COCls).
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Figura AB. "C-RMN: 3-(3-bromapropoxi)-I-hidroxi-3H-xanten-3-ona (75 MHz, COCI;).
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Figura A9. 'H-RMN: 3-(4-bromobutoxi)-1-hidroxi-9H-xanten--ona (300 MHz, COCls).

Figura A1D. "C-RMN: 3-(4-bromobutoxi)-I-hidroxi-H-xanten-3-ona (75 MHz, COC3).
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Figura All. 'H-RMN: 3-((5-bromapentil) oxi)-1-hidroxi-9H-xanten-3-ona (300 MHz, COCI;).
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Figura AI2. *C-RMN: 3-((5-bromapentil) oxi)-1-hidroxi-3H-xanten-3-ona (75 MHz, COCls).
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Figura A13. 'H-RMN: 3-((B-bromohexil) oxi)-1-hidroxi-3H-xanten--ona (300 MHz, COCls).
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Figura At4. “C-RMN: 3-((B-bromahexil) oxi)-I-hidroxi-3H-xanten-3-ona (75 MHz, COCI).
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Figura A1S. 'H-RMN: 3-(3-(dietilamino) propoxi)-I-hidroxi-3H-xanten-3-ona (300 MHz, COCls).
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Figura AIB. *C-RMN: 3-(3-(dietilamina) propoxi)-I-hidroxi-3H-xanten-3-ona (75 MHz, COCls).
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Figura AI7. 'H-RMN: 3-(4-(dietilamino)butoxi)-I-hidroxi-3H-xanten-3-ona (300 MHz, COCLs).
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Figura A19. 'H-RMN: 3-((5-(dietilamino) pentil) oxi)-I-hidroxi-H-xanten-3-ona (300 MHz, COCI;).
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Figura A20. C-RMN: 3-((5-(dietillamina) pentil) oxi)-I-hidroxi-3H-xanten-9-ona (75 MHz, COCIs).
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Figura A25. 'H-RMN: I-hydroxi-3-((5-(piperidin-1-yl) pentil) oxi)-3H-xanten-9-ona (300 MHz, COCs).
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Figura A27.'H-RMN: I-hidroxi-3-((5-morfolinapentil) oxi)-9H-xanten-9-ona (300 MHz, COCI).
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- AGRADECIMIENTOS -

Hace poco escuché a una persona diciendo algo asi como que: 'la necesidad de agradecer, de algin modo, surge desde el
reconocimiento de nuestro egoismo cotidiano e increiblemente naturalizado, en el que vivimos inmersos'. Sus palabras, aun
resultando aparentemente controversiales, creo reflejan de un modo sutil y conciso una realidad posible. Y es que en
definitiva (y yendo de algin modo a la parte més elemental de la cuestidn), si pensamas en una situacidn muy 'idilica’, en
|a cual fuéramos capaces de subyacer nuestros deseos, necesidades, bienes, etc, etc (en definitiva todo a lo que aplique:
mi, mio, nuestro, yo, nosotros etc) ante los de ‘un’ otro/ otros, es posible vislumbrar con algo de nitidez como agradecer
perderia sentido (o al menos, la concepcian actual que tenemos del sentimiento de gratitud; en tal sentido, la RAE define
gratitud como: el sentimiento que nos obliga a estimar el beneficio o favor que se nos ha hecho o ha querido hacer, y
a corresponder a él de alguna manera). Luego, y desde una perspectiva excesivamente simplista quizés, si esa fuera la
fuerza profundamente naturalizada que nos moviera, ya nadie estarfa 'dejando’ nada, (en un sentido en el cuél todos los mi,
mio, yo, perderian casi completamente importancia); y asi, de algin modo todos estariamos Gnicamente ganando.
Finalmente, espero se entienda (aunque lo dudo jaja), que la intencidn de |o antes dicho esté lejos de desestimar cualquier

sentimiento de gratitud, sino por el contrario y de un modo profundamente autocritico, resignificar su valor.

Luego, y siendo coherente con los 'mi’, 'mio’, 'yo' cotidianos en mi vida, siento una necesidad inmensa de agradecer a una
multitud de personas. Pretender establecer un orden me resulta imposible, aqui simplemente comienzo: en primer lugar me
gustaria agradecer a mis directores, Gustavo y Dario, por darme la oportunidad de formar parte de sus grupos de trabajo,
por su tiempo y dedicacian, paciencia, contencion (sobre todo en los dltimos meses), en fin, supongo que podria condensar
mi agradecimiento hacia ellos con un muy muy sincero i gracias por ser 'mis maestros' -en el sentido mas amplio posible
de |a palabra- a lo largo de este camino |. En este mismo espiritu, Gracias también a todos y cada uno de mis compaiieros
de trabajo (Joan, Ale, Laureano, Sebastian S. Sebastian A. Jimena, Fabri). Muy especialmente me gustaria agradecerle a
Sebastian Accordino por toda su paciencia, ayuda y buena predisposicion para transmitirme una inmensidad de
conocimientos practicos, por decirlo de algin modo, sobre todos durante mis primeros pasos en este camino. Sumo a estas

mismas gracias particulares, a Jimena y Fabri.

En segundo primer lugar necesito agradecerle a mis papés, y entre las incontables razones que podria mencionar (las
cuédles prefiero conservar en lo privado), me gustaria decirles GRACIAS por brindarme los medios y todo su apoyo para
poder estudiar. En tercer primer lugar le agradezco a toda mi familia, y afectos en general, sobre todo por estar siempre
presentes. En este sentido, me gustaria darle un gracias particular, a una de las personas més importantes en mi vida, mi
hermana. Sumo a estas mismas gracias, de manera general, a todos mis amigos (nombrar a todos sin olvidarme de nadie,
seria dificil en este momento, considerando la ansiedad por terminar que me aqueja); aun asi me gustaria decirle
particularmente gracias a Lucho, por las incontables charlas (aan a la distancia). por su tiempo, sus consejos, por
escucharme y escucharme y escucharme... A santi, Gastan, Estefa y Mariel, Gracias, por las mismas razones (con mucho

enfasis en las gracias por escucharme jaja).
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Finalmente, en cuarto primer lugar |e agradezco profundamente a todo el pueblo argentino que |e da sustento a |a educacidn
piblica en nuestro pais, y de la cual tuve la inmensa fortuna de ser beneficiaria. En este mismo sentido, agradezco

puntualmente a la Universidad Nacional del Sur, lugar donde curse todos mis estudios; y a CONICET, por brindarme los

medios 'materiales’ necesarios.

FIN.
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